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RESUMO 

 

O desenvolvimento contínuo e a crescente demanda dos produtos derivados das atividades 

sucroalcooleiras têm gerado desafios ambientais significativos, como a geração de resíduos 

agroindustriais e o consumo demasiado de combustíveis não renováveis, aumentando as 

emissões de gases do efeito estufa. O bagaço de cana-de-açúcar (BC) é um dos principais 

resíduos gerados neste setor agroindustrial, o qual pode ser aproveitado como fonte sustentável 

para produção de biocombustíveis como o biogás através da digestão anaeróbia. O BC é uma 

matéria-prima renovável composta pelos polímeros naturais de celulose, hemicelulose e 

lignina, que conferem ao mesmo, devido sua estrutura tridimensional complexa, uma baixa 

biodegradabilidade. Desse modo, devido à natureza recalcitrante do BC, é necessário a 

aplicação de pré-tratamento para modificar a estrutura lignocelulósica densa visando a facilitar 

a exposição dos polissacarídeos e açúcares fermentáveis. Os processos biológicos despontam 

como uma alternativa de baixo custo por meio de microrganismos e enzimas como celulases e 

xilanases, que modificam a estrutura lignocelulósica através de reações bioquímicas. Sendo 

assim, este trabalho avaliou o pré-tratamento hidrolítico do bagaço de cana-de-açúcar utilizando 

o fungo filamentoso Aspergillus japonicus URM5242 com o objetivo de melhorar a produção 

de biogás através do teste de potencial bioquímico de metano (BMP). Os bioprocessos aplicados 

para hidrólise enzimática (celulases e xilanases) do BC foram os processos fermentativos em 

estado sólido (HFES), submerso (HFSm) e sequencial (HFSeq). O teste BMP ocorreu em 

biorreatores (batch) de 250 mL utilizando lodo anaeróbio granular como inóculo durante um 

período de 35 dias, sob agitação de 60 rpm em condições mesofílicas (37±2°C). Os resultados 

experimentais da geração de metano (CH4) do BC sem pré-tratamento e dos hidrolisados nas 

fermentações foram comparados aos modelos cinéticos de primeira ordem e Gompertz 

modificado para comprovar a compatibilidade dos dados experimentais da produção de metano. 

Os resultados experimentais mostraram que a hidrólise do BC por HFSm apresentou maior 

produção de CH4 (104,88 NmL.g-1SV), seguido dos hidrolisados por HFES e HFSeq e o BC 

sem pré-tratamento, que apresentaram produções de 69,13 NmL.g-1SV, 45,16 NmL.g-1 e 15,51 

NmL.g-1SV, respectivamente. O biogás produzido pelos BCs pré-hidrolisados apresentou 

composição média de metano de 63,21%, 60,45% e 53,43% para os bioprocessos por HFSeq, 

HFSm e HFES, respectivamente, enquanto o BC sem pré-tratamento apresentou 14,81%. 

Portanto, este estudo constatou a eficiência dos diferentes processos biológicos utilizando o 

fungo filamentoso Aspergillus japonicus URM5242 para o pré-tratamento enzimático do 

bagaço de cana-de-açúcar, visando melhorar a produção de biogás e sua concentração de 

metano. 

 

Palavras-chave: Bagaço de cana-de-açúcar; Pré-tratamento; Aspergillus japonicus; Hidrólise 

Enzimática; Potencial Bioquímico de Metano. 

  



 

ABSTRACT  

 

The continuous development and the growing demand for sugarcane derivatives have unleashed 

significative environmental challenges, with the generation of agro-industrial wastes and the 

exacerbating consumption of fossil fuels, increasing the greenhouse gas emissions. Sugarcane 

bagasse (SB) is one of the main residues generated in this industry, and it can be used as a 

sustainable source for biofuel production, such as biogas, through anaerobic digestion. SB is a 

renewable feedstock composed by cellulose, hemicellulose and lignin, which due to its complex 

three-dimensional structure, confers low biodegradability. Thus, due to the recalcitrant nature 

of SB, it is necessary to pretreat it to modify the lignocellulosic structure and expose the 

polysaccharides and fermentable sugars. The biological processes emerge as a low-cost 

alternative for pretreatment, using microorganisms and enzymes such as cellulases and 

xylanases, which modify the lignocellulosic structure through biochemical reactions. 

Therefore, this study evaluated the hydrolytic pretreatment of sugarcane bagasse using the 

filamentous fungi Aspergillus japonicus URM5242 aiming to improve biogas production 

through the biochemical methane potential (BMP) test. The bioprocesses applied for SB 

enzymatic hydrolysis (cellulases and xylanases) were solid-state fermentation (HSSF), 

submerged fermentation (HSmF), and sequential fermentation (HSeqF). The BMP tests were 

carried out in 250 mL bioreactors in a batch process using granular anaerobic sludge as 

inoculum for 35 days, under agitation of 60 rpm in mesophilic conditions (37±2°C). The 

experimental results of methane (CH4) generation from untreated and hydrolyzed SB were 

compared to first-order and modified Gompertz kinetic models to ensure the compatibility of 

the experimental data. The SB hydrolysis through HSmF led to a higher production of CH4 

(104,88 NmL.g-1SV), followed by HSSF and HSeqF and untreated SB, which produced 69,13 

NmL.g-1SV, 45,16 NmL.g-1 e 15,51 NmL.g-1SV of methane, respectively. The biogas produced 

using the hydrolyzed SB had a medium composition of 63.21%, 60.45%, and 53.43% for the 

bioprocesses of HSeqF, HSmF, and HSSF, respectively, while the untreated SB had 14.81%. 

Therefore, this study confirmed the efficiency of those biological processes using the 

filamentous fungi Aspergillus japonicus URM5242 for the enzymatic pretreatment of sugarcane 

bagasse, aiming to improve biogas production and its methane concentration. 

 

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

Biochemical Potential Methane. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, a busca por matérias-primas renováveis para produção de biocombustíveis 

tornou-se uma estratégia central para indústria energética em cenário nacional e mundial. A 

biomassa lignocelulósica é considerada um dos recursos mais abundantes e renováveis do 

mundo, desponta como uma alternativa sustentável para produção de biocombustíveis (Gomes 

et al., 2022). Essa biomassa possui em sua composição celulose, hemicelulose e lignina, 

componentes que garantem uma estrutura tridimensional e resistente (Sharma et al., 2022).  

No Brasil, as atividades agrícolas possuem papel fundamental para a economia nacional 

correspondendo a cerca de um terço do Produto Interno Bruto (PIB), o que contribui 

diretamente com a geração de emprego e renda, fatores importantes para o desenvolvimento 

socioeconômico. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento Nacional (CONAB), a 

produção de cana-de-açúcar para a safra de 2023/24 seja de aproximadamente 677,6 milhões 

de toneladas, representando um crescimento de 11% comparada a safra anterior. Alinhado a este 

potencial brasileiro, encontram-se consequente geração de resíduos lignocelulósicos derivados 

da indústria sucroalcooleira, com destaque para o bagaço de cana-de-açúcar (BC). 

O bagaço de cana-de-açúcar é um subproduto da indústria de etanol de primeira geração 

(1G) e açúcar que apresenta potencial para produção de calor e vapor (combustão direta), 

biocombustíveis como etanol de segunda geração (etanol 2G) e biogás. No entanto, o grande 

entrave encontra-se na própria estrutura tridimensional lignocelulósica, recalcitrante e que 

necessita do uso de pré-tratamentos com o objetivo de modificar a estrutura química e aumentar 

o grau de biodegradabilidade desse resíduo e, consequentemente, melhorar a produção de 

biocombustíveis (Zheng et al., 2014). 

Os pré-tratamentos são processos unitários ou combinados que utilizam métodos 

químicos, físicos ou biológicos para melhorar o rendimento e a produção de biocombustíveis. 

Entre os métodos aplicados como pré-tratamento da biomassa lignocelulósica, os processos 

biológicos têm despertado interesse por apresentarem baixo custo, baixa toxicidade e à ausência 

de necessidade (geralmente) de adição de produtos químicos (Atelge et al., 2020a). Após o pré-

tratamento, a estrutura lignocelulósica é modificada, tornando os polissacarídeos e 

monossacarídeos da estrutura mais suscetíveis a bioconversão. Esses açúcares podem ser 

aproveitados por tecnologias como a digestão anaeróbia para a produção de biogás (Da Silva, 

2023). 
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A digestão anaeróbia é uma rota tecnológica oportuna para produzir biogás através de 

resíduos orgânicos de maneira limpa e sustentável (Millati et al., 2023). Neste processo, a 

matéria orgânica é digerida através de reações bioquímicas por microrganismos anaeróbios, 

onde ocorrem as etapas de hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese (Ali Shah et al., 

2014). O biogás é um biocombustível composto majoritariamente por gás metano (50 – 70%), 

que possui alto poder calorífico, seguido de outros componentes como dióxido de carbono (25 

– 40%) e traços de outros gases (Camargo et al., 2023). 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes condições hidrolíticas 

aplicadas ao bagaço de cana-de-açúcar (BC) por meio dos processos de fermentação em estado 

sólido (HFES), fermentação submersa (HFSm) e fermentação sequencial (HFSeq), com o 

objetivo de melhorar a geração de metano (CH4) na etapa de digestão anaeróbia avaliada através 

do teste de potencial bioquímico de metano (BMP). 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Resíduos lignocelulósicos  

Os resíduos lignocelulósicos são compostos orgânicos mais abundantes no meio 

ambiente. A biomassa lignocelulósica possui em sua composição os polímeros de celulose, 

hemicelulose e lignina, componentes que garantem uma estrutura resistente a esses resíduos 

(Sharma et al., 2022). Estes resíduos possuem alta densidade energética, neutralidade em 

carbono e são considerados matéria prima renovável para produção de biocombustíveis e 

bioprodutos (Ashokkumar et al., 2024).  

A celulose é o principal constituinte da biomassa e é formada por dissacarídeos de 

glicose que estão conectados por ligações β-1,4 glicosídicas garantindo estabilidade a estrutura 

molecular (Abraham et al., 2020). As microfibras formadas pelas cadeias celulósicas estão 

associadas à elevada quantidade de hidroxilas na estrutura molecular levando a formação de 

ligações de hidrogênio neste polímero natural, que são fortes interações intermoleculares 

(Zheng et al., 2014). A celulose também possui altos níveis de cristalinidade, apesar de possuir 

regiões amorfas (Kobayashi et al., 2016). 

A hemicelulose é o segundo constituinte mais abundante da biomassa lignocelulósica. 

É um polissacarídeo heterogêneo formado por pentoses como xilose e arabinose, hexoses como 

glicose e manose e ácidos como glucurônico e galacturônico, por exemplo (Camargo et al., 

2023). É uma estrutura de baixa cristalinidade, tornando-a mais suscetível a ataques químicos, 

físicos ou biológicos (Abraham et al., 2020). 
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A lignina é um complexo aromático que preenche os espaços entre a celulose e 

hemicelulose, formando uma estrutura tridimensional na estrutura lignocelulósica. É formada 

por unidades de fenilpropano e possui característica hidrofóbica e heterogênea, que garante 

rigidez a estrutura protegendo a celulose e a hemicelulose de ataques microbianos e enzimáticos 

(Dos Santos et al., 2019). 

O bagaço de cana-de-açúcar é um exemplo típico de resíduo lignocelulósico e o mais 

abundantemente gerado na agroindústria brasileira. Possui em sua composição lignocelulósica 

cerca de 45% de celulose, 29% de hemicelulose e 23% de lignina, caracterizando uma estrutura 

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

 

2.2 Bagaço de cana-de-açúcar 

O bagaço de cana-de-açúcar é um resíduo gerado após processamento da cana-de-açúcar 

na indústria sucroalcooleira para produção de açúcar e etanol de primeira geração (1G). Este 

resíduo, se descartado de maneira incorreta, pode causar desequilíbrios ambientais devido a sua 

baixa biodegradabilidade. A Política Nacional de Resíduos Sólidos (PNRS) dispõe diretrizes 

sobre o manejo e descarte ambientalmente adequado de resíduos sólidos, evitando que estes 

causem impactos ambientais se depositados incorretamente no meio ambiente (Brasil, 2010). 

O destino tradicional direcionado a este resíduo é a queima em caldeiras para geração de calor, 

vapor e energia, no entanto, não é uma rota eficiente devido ao teor de umidade do bagaço que 

afeta diretamente no aproveitamento energético (Bolado-Rodriguez et al., 2016).  

Assim, uma rota alternativa para este resíduo é o reaproveitamento como matéria-prima 

renovável e de baixo custo para produção biocombustíveis como etanol de segunda geração 

(2G) e biogás, por exemplo. O aproveitamento e a conversão da biomassa de atividades 

agrícolas em bioprodutos tem sido chamada de biorrefinaria lignocelulósica, também conhecida 

como biorrefinarias de segunda geração (Yadav et al., 2023). Este conceito tem se destacado 

devido a capacidade de reaproveitar e valorizar energeticamente os resíduos lignocelulósicos 

derivados da agroindústria (Calabrò et al., 2016; Su et al., 2016). 

O desenvolvimento da biorrefinaria 2G pode contribuir para o avanço da bioeconomia 

circular, assegurando um ciclo de vida fechado e sustentável para esses resíduos, ao mesmo 

tempo em que gera produtos renováveis de valor agregado (Jaroenkietkajorn et al., 2024; 

Tramontina et al., 2023). As biorrefinarias empregam uma variedade de tecnologias de pré-

tratamento e processamento da biomassa lignocelulósica, por meio de processos físicos, 
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químicos e biológicos, que serão descritos detalhadamente no item a seguir (Cambero et al., 

2016). 

 

2.3 Tipos de pré-tratamento aplicados a biomassa lignocelulósica 

Os materiais lignocelulósicos são caracterizados pela estrutura rígida e de baixa 

biodegradabilidade. Sendo assim, devido às propriedades recalcitrantes, existe a necessidade 

de pré-tratamentos, que podem ser individuais ou combinados, através de métodos químicos, 

físicos ou biológicos de acordo com a Figura 1 e Tabela 1. Conforme a Figura 2, esses processos 

visam modificar as propriedades químicas e estruturais da biomassa lignocelulósica com o 

intuito de aumentar a área de contato e a disponibilidade de açúcares fermentáveis (Zheng et 

al., 2014). 

 

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

 

Fonte: Autor (2024) 

 

Figura 2. Pré-tratamento da biomassa lignocelulósica. 

 

Fonte: Adaptado de Millat et al. (2020) 
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Os processos físicos aplicados como pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 

geralmente consistem em operações unitárias que empregam técnicas mecânicas e 

termodinâmicas como variações de temperatura, calor e pressão. Os processos mais comuns 

são fragmentação (De La Rubia et al., 2011), explosão a vapor (Jacquet et al., 2011), processos 

de irradiação como micro-ondas (Jackowiak et al., 2011) e pirólise (Arregi et al., 2016). Apesar 

de apresentar rendimentos favoráveis, os custos associados aos processos físicos são relevantes 

para avaliar a viabilidade desses pré-tratamentos (Wang et al., 2023a). 

 Os pré-tratamentos químicos envolvem a utilização de reagentes ácidos ou alcalinos, 

solventes orgânicos e tratamentos oxidativos (Camargo et al., 2019; Chandra et al., 2012). A 

utilização de ácidos inorgânicos é eficiente na hidrólise da biomassa lignocelulósica, no entanto, 

induz a formação de componentes inibidores para as etapas subsequentes como 2-furfuraldeído 

(FF) e 5-hidroxi-metil-2-furfuraldeído (HMF) (Gomes et al., 2022). Além disso, existem alguns 

entraves para aplicação deste pré-tratamento como o custo dos reagentes, perda de 

monossacarídeos durante as reações oxidativas e a geração de resíduos ácidos/alcalinos que 

necessitam ser neutralizados devido as suas características corrosivas e tóxicas (Camargo et al., 

2023). 

 Os pré-tratamentos biológicos envolvem o uso de microrganismos em culturas puras ou 

consorciadas, enzimas como celulases e xilanases produzidas por fungos filamentosos, por 

exemplo (Atelge et al., 2020a). Esses agentes biológicos são capazes de converter e modificar 

bioquimicamente a estrutura da biomassa lignocelulósica (Sharmila et al., 2024). Os processos 

biológicos têm despertado crescente interesse devido à baixa toxicidade e, sobretudo, aos 

aspectos econômicos quando comparados com os processos físicos e químicos (Wang et al., 

2023a).  

As enzimas podem ser utilizadas diretamente utilizando-se dos processos fermentativos 

de pré-tratamentos ou obtidas comercialmente purificadas e concentradas. As enzimas 

comerciais geralmente apresentam custos impeditivos e que muitas vezes inviabilizam esses 

pré-tratamentos em escala. Estudar processos biológicos de pré-tratamento mais 

economicamente viáveis pode favorecer a quebra desse paradigma e viabilizar sua utilização 

em escala.    
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2.4 Processos biológicos fermentativos e enzimáticos  

A utilização de resíduos agroindustriais lignocelulósicos como substrato para processos 

fermentativos oferece condições favoráveis para o crescimento de fungos filamentosos e a 

produção de enzimas durante o bioprocesso (Leite et al., 2021).  

Os processos fermentativos tradicionais para produção de enzimas ocorrem através da 

fermentação submersa (FSm) e a fermentação em estado sólido (FES) (Boondaeng et al., 2024).  

A fermentação submersa é o método mais comum para produção de enzimas em escala 

industrial devido a sua facilidade operacional em relação a parâmetros importantes do processo 

como temperatura e pH, por exemplo (Catalán & Sánchez, 2020). Este processo apresenta 

facilidade de scale-up e possui metodologias bem estabelecidas para o controle operacional 

(Cunha et al., 2012; Santos et al., 2022).  

Por sua vez, a fermentação em estado sólido ocorre na ausência quase total de líquido 

no meio, isto é, um processo em base sólida que atua como suporte físico para o crescimento 

dos fungos filamentosos (Alegre et al., 2009; Pandey, 1992). Esta tecnologia apresenta 

vantagens quando comparada ao processo submerso por apresentar simplicidade operacional, 

baixa necessidade de energia e menor uso de água e, consequentemente, reduzindo os custos 

operacionais (Boondaeng et al., 2024; Krishania et al., 2018). Além disso, apresenta maior 

rendimento de produção e maior taxa de recuperação de produtos (Leite et al., 2021).  

 Além dos processos fermentativos mencionados anteriormente, há também uma 

metodologia que consiste em empregar a combinação da fermentação em estado sólido e 

fermentação submersa, conhecida como fermentação sequencial (FSeq) (Alves et al., 2020). De 

acordo com Cunha et al. (2012), este processo tem demonstrado um alto potencial para 

produção de enzimas como celulases e xilanases.  

As enzimas são moléculas de proteínas que possuem capacidade de catalisar reações 

químicas acelerando o tempo de reação sem serem consumidas. Essas biomoléculas possuem 

alta complexidade e podem ser sintetizadas através de microrganismos como fungos 

filamentosos. Estes biocatalisadores possuem ampla variedade de aplicações e possuem 

vantagens comparadas às catálises químicas que geram subprodutos indesejáveis (Rigo et al., 

2021). 

Entre as enzimas mais utilizadas no meio industrial destacam-se as proteases e lipases, 

entretanto, as celulases vêm se destacando e ganhando espaço no setor industrial na última 

década (Kapoor et al., 2016).  
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O crescimento das celulases pode ser explicado pela ampla aplicabilidade industrial 

oferecida por esta enzima, que pode atuar na indústria de alimentos, biocombustíveis e celulose 

(Tantayotai et al., 2017).  

 As celulases são enzimas hidrolíticas que atuam na hidrólise do polímero celulose. O 

complexo celulolítico é formado por três grupos que atuam sinergicamente sendo as 

endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidases (Sharma et al., 2022).  

As endoglucanases atuam na quebra das ligações glicosídicas nas regiões de baixa 

cristalinidade da celulose (Siqueira et al., 2020). As exoglucanases hidrolisam as extremidades 

redutoras ou não redutoras da cadeia celulósica, gerando como produto intermediário a 

celobiose e as β-glucosidases degradam a celobiose em glicose (Hasunuma et al., 2013; Juturu 

et al., 2014). 

As xilanases são enzimas que hidrolisam a xilana, que é um polissacarídeo e principal 

componente da hemicelulose em pentoses mais simples como a xilose e arabinose (Guler et al., 

2023). Em termos de atividade catalítica, as xilanases são enzimas versáteis e são capazes de 

hidrolisar até mesmo algumas ligações na estrutura da celulose através da ação das endo-1,4-β-

xilanases e endo-1,3-β-xilanases (Wang et al., 2019). 

A produção de celulases e xilanases é amplamente relatada em estudos e produzida 

comercialmente através da utilização de microrganismos como fungos e bactérias.  

Os fungos se destacam na produção desses biocatalizadores quando comparadas às 

bactérias devido as suas enzimas apresentarem vantagens em alguns parâmetros como 

estabilidade térmica e pH, maior atividade enzimática e fácil recuperação (Saroj et al., 2022). 

A Tabela 1 apresenta o uso de diferentes processos fermentativos para hidrólise de resíduos 

lignocelulósicos através da produção de celulases e xilanases fúngicas. 

Dentre os fungos sintetizadores do complexo hemicelulolítico, destacam-se os fungos 

filamentosos do gênero Aspergillus como o Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e 

Aspergillus japonicus, por exemplo (Sales et al., 2011). Dessa maneira, o pré-tratamento da 

biomassa lignocelulósica através de processos fermentativos e enzimáticos é uma alternativa 

para melhorar a produção de biogás por meio da digestão anaeróbia. 
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Tabela 1. Uso de processos fermentativos para produção de hidrolases a partir de resíduos 

lignocelulósicos. 

Processo 

fermentativo 

Microrganismo Substrato 

lignocelulósico 

Hidrolase Resultados Referência 

Submerso* e 

sequencial** 

Aspergillus japonicus 

URM5520 

Bagaço de 

cana-de-açúcar 

CMCase 0,066 U/ml*; 

0,540U/ml** 

Alves et al. 

(2020) 

Submerso Aspergillus flavus 

KUB2 

Bagaço de 

cana-de-açúcar 

CMCase 1,04 U/ml Namnuch et al. 

(2020) 

Sequencial  Aspergillus niger Folhas de 

árvore 

CMCase* 

FPase** 

413,49 U/l*; 

230,68 U/l** 

Santos et al. 

(2022) 

Cultivo líquido Aspergillus japonicus 

saito 

Bagaço de 

cana-de-açúcar 

Xilanase 3,14 U/ml Ferreira et al. 

(2020) 

Submerso Aspergillus niger A12 Bagaço de 

cana-de-açúcar 

CMCase* e 

Xilanase** 

432 U/l*; 714 

U/l** 

Cunha et al. 

(2012) 

Estado sólido Aspergillus tubingensis 

JP-1 

Farelo de 

arroz*; Palha 

de trigo** 

Xilanase 509 U/g*; 

1,478 U/g** 

Pandya e Gupte 

(2012) 

Submerso Trichoderma reesei* e 

Aspergillus awamori** 

Palha de arroz 

pré-tratada 

(NaOH) 

FPase 27,04 U/mg*; 

15,19 U/mg** 

Naher et al. 

(2021) 

Estado sólido* 

e submerso** 

Aspergillus 

heteromorphus 

Palha de arroz CMCase 125 IU/g*; 94 

IU/g**  

Singh et al. 

(2021) 

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

 

2.5 Digestão anaeróbia 

A digestão anaeróbia (DA) é um processo que envolve a oxidação da matéria orgânica 

em ambientes anaeróbios, ou seja, ambientes ausentes de gás oxigênio (O2), onde ocorrem os 

processos metabólicos de fermentação e respiração (Chernicharo, 1997), conforme a Equação 

global 1. Este processo pode ser direcionado para o tratamento de águas residuárias, resíduos 

orgânicos convencionais e não convencionais como os lignocelulósicos, por exemplo (Millati 

et al., 2020). 

 

𝑀𝑎𝑡é𝑟𝑖𝑎 𝑜𝑟𝑔â𝑛𝑖𝑐𝑎 →  𝐶𝐻4 +  𝐶𝑂2 +  𝐻2𝑂 +  𝑁𝐻3 + 𝐻2𝑆 +  𝑛𝑜𝑣𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠               (1) 

 

A digestão anaeróbia é um processo complexo subdividido em quatro etapas 

bioquímicas sequenciais: hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese conforme a 

Figura 3.  
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Inicialmente, a etapa de hidrólise é responsável pela conversão de substratos complexos 

como carboidratos, lipídios e proteínas em compostos mais simples como açúcares, 

aminoácidos e ácidos graxos longos (Ali Shah et al., 2014). Na segunda etapa, os 

microrganismos acidogênicos convertem os produtos derivados da hidrólise em acetato e 

compostos intermediários como álcool, ácidos graxos de cadeia curta (Li et al., 2019). 

 

 

Figura 3. Fluxograma das etapas da digestão anaeróbia. 

 

Fonte: Adaptado Lettinga et al. (1996) 

 

Na etapa de acetogênese, as bactérias sintróficas acetogênicas oxidam os ácidos graxos 

voláteis como propiônico e butiríco, além de álcoois, transformando-os em acetato, dióxido de 

carbono e hidrogênio. Posteriormente, esses produtos são utilizados como substrato na etapa 

metanogênica (Millati et al., 2023). O acetato pode ser produzido tanto na etapa acidogênica 

quanto na acetogênica, seguindo duas rotas distintas que dependem diretamente das condições 

ambientais. A metanogênese é etapa em que ocorre a formação de metano através das arqueas 

metanogênicas. Esta etapa é subdividida por duas rotas sendo a via acetoclástica e a via 

hidrogenotrófica.  

As metanogênicas acetoclásticas são responsáveis por cerca de 70% da produção de 

metano. Os principais microrganismos que atuam nesta rota são do gênero Methanosarcina e 

Methanosaeta (Chernicharo, 1997). A via acetoclástica é caracterizada por utilizar o acetato 

como fonte de carbono e energia gerando como produtos o CH4 e CO2 conforme a Equação 2. 
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Esta rota é preferível quando as concentrações de hidrogênio são baixas (<40 Pa) (Demirel e 

Scherer, 2008). 

𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 →  𝐶𝐻4 +  𝐶𝑂2                      (2)  

 

 Em elevadas pressões parciais de hidrogênio (>500 Pa), a metanogênese 

hidrogenotrófica é favorecida (Equação 3). O hidrogênio atua como aceptor final de elétrons 

para formar metano através do grupo microbiano metanogênicas hidrogenotróficas (Demirel e 

Scherer, 2008). Os principais gêneros são Methanobacterium, Methanospirillum, 

Methanobrevibacter, Methanoculleus (Chernicharo, 1997). 

 

𝐶𝑂2 +  𝐻2 →  𝐶𝐻4 + 𝐻2𝑂                      (3) 

  

 O biogás formado pela digestão anaeróbia possui em sua composição majoritariamente 

o metano (50 – 70%), dióxido de carbono (25 – 45%) e traços de outros gases como sulfídrico 

(H2S), por exemplo (Atelge et al., 2020b, Kyawt et al., 2024). Trata-se de um gás incolor e 

inflamável, apresenta uma chama azul ao entrar em combustão. Este biogás pode ser 

aproveitado devido ao seu alto poder calorífico (4580 a 5495 kcal/m3) em turbinas a gás para 

produção de energia elétrica ou para outras finalidades energéticas (Camargo et al., 2023; Wang 

et al., 2023b).  

 A produção biogás através da biomassa lignocelulósica é uma alternativa sustentável, 

uma vez que este biocombustível possui neutralidade em carbono e capacidade de reduzir as 

emissões do efeito de gases do efeito estufa (Mohanty et al., 2022; Sharmila et al., 2024). Para 

mais, este biocombustível é capaz de ser uma alternativa diante das incertezas dos recursos 

fósseis, bem como estar alinhado a Agenda 2030 para alcance dos Objetivos do 

Desenvolvimento Sustentável (ODS), especificamente o Objetivo 7, que trata de energia limpa 

e sustentável (ONU, 2030). 

 

2.6 Potencial Bioquímico de Metano (teste BMP) 

 

Um método consolidado para avaliar o potencial de biogás da biomassa lignocelulósica 

é através do teste de Potencial Bioquímico de Metano ou Biochemical Methane Potential 

(BMP). O ensaio BMP permite avaliar através de ensaios em batelada (batch reactor) a 

degradação anaeróbia de substratos orgânicos (Filer et al., 2019). Este teste é capaz de fornecer 
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informações sobre a produção de biogás e a biodegradabilidade do substrato, avaliações 

cinéticas de produção e efeitos inibitórios do processo. A Tabela 2 apresenta o potencial de 

biogás e metano de diferentes substratos lignocelulósicos. 

 

 

Tabela 2. Potencial de biogás e metano de diferentes substratos lignocelulósicos através do 

teste BMP. 

Substrato Pré-tratamento Condições Resultado Referência 

Casca de 

laranja 

- Mesofílicas, 60 dias, 

lodo industrial 

348,00 NmL/gSV* Santos et al.(2020) 

Casca de 

maracujá 

Hidrólise enzimática 

por fermentação em 

estado sólido 

Mesofílicas, 60 dias, 

lodo flocular 

118,90 NmL* Da Silva et al. (2023) 

Bagaço de 

cana 

Hidrotérmico + 

peróxido de 

hidrogênio  

Lodo granular, 37°C 323,30 

NmL/gSV** 

Ahmad et al. (2020) 

Casca de 

laranja 

Hidrólise enzimática 

por fermentação 

submersa 

37°C, 60 rpm, 30 

dias 

97,02 NmL* Silva et al. (2019) 

Capim 

Elefante 

Alcalino + Biológico 30°C, 70 dias, 

esterco bovino 

218,80 cm3/gSV** Intasit et al. (2022) 

Bagaço de 

cana 

Hidrólise enzimática 

(Celluclast®, 

Viscozyme®). 

37°C, 120 rpm;  240,9 NmL/gSV** Pérez Barragán et al. 

(2024) 

Legenda: NmL: volume de normalizado; SV: sólidos voláteis; rpm: rotação por minuto; *Biogás; **Metano 
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3. OBJETIVOS 

 

 Geral 

 Produzir biogás utilizando bagaço de cana-de-açúcar pré-hidrolisado enzimaticamente 

por diferentes processos fermentativos.  

 

 Específicos 

▪ Realizar caracterização físico-química do bagaço de cana-de-açúcar e do inóculo 

anaeróbico;  

▪ Produzir e quantificar hidrolases fúngicas por fermentação em estado sólido, 

fermentação submersa e fermentação sequencial utilizando bagaço de cana-de-açúcar 

utilizando Aspergillus japonicus URM5242; 

▪ Avaliar o potencial bioquímico de metano do bagaço de cana-de-açúcar pré-hidrolisado 

utilizando diferentes processos fermentativos e comparar com o processo sem pré-

tratamento;  

▪ Caracterizar o biogás produzido; 

▪ Avaliar o comportamento cinético da produção de biogás;   

▪ Caracterizar o subproduto gerado pela digestão anaeróbia final.  
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Resumo 

A utilização da hidrólise enzimática como pré-tratamento da biomassa lignocelulósica é uma 

alternativa promissora e sustentável para melhorar produção de biocombustíveis a partir dessa 

fonte renovável. Sendo assim, este estudo avaliou diferentes condições biológicas de hidrólise 

do bagaço de cana-de-açúcar (BC) por meio dos processos de fermentação em estado sólido 

(FES), fermentação submersa (FSm) e fermentação sequencial (FSeq), utilizando o fungo 

filamentoso Aspergillus japonicus URM5242, com o objetivo de melhorar a geração de metano 

(CH4). A produção de metano foi avaliada através do teste de potencial bioquímico de metano 

(BMP), utilizando lodo granular como inóculo anaeróbio para as configurações hidrolisadas 

(HFES, HFSm, HFSeq) e não hidrolisada (BC), durante um período de 35 dias. Para a modelar 

a produção experimental de CH4, foram utilizados os modelos cinéticos de primeira ordem e 

Gompertz modificado. Os resultados experimentais mostraram que a maior produção de metano 

foi obtida com o BC hidrolisado por HFSm (104,88 NmL.g-1SV), seguido das configurações 

hidrolisadas por HFES, HFSeq e BC sem pré-tratamento, que apresentaram produções de 69,13 

NmL.g-1SV, 45,16 NmL.g-1SV e 15,51 NmL.g-1SV, respectivamente. O modelo cinético de 

Gompertz modificado demonstrou um desempenho superior comparado ao modelo de primeira 

ordem em termos de coeficiente de determinação (R2) variando entre 0,98 e 0, 99, além de 

quadrados residuais minimizados (RSS). O biogás produzido pelas configurações pré-

hidrolisadas e sem pré-tratamento apresentaram teores médios de metano de 63,21%, 60,45%, 

53,43% e 14, 81% para as configurações HFSeq, HFSm, HFES e BC, respectivamente. De 

modo geral, este estudo constatou a eficiência dos diferentes bioprocessos como pré-tratamento 

hidrolítico-enzimático do bagaço de cana-de-açúcar para incrementar a produção de metano. 

Os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de novos estudos para produção de 

biogás, com o objetivo de alcançar metas na produção descentralizada de energia, na 

diversificação da matriz energética, na bioeconomia circular e transição energética e no alcance 

de 21 metas de alcance de Objetivos do Desenvolvimento Sustentável (ODS). 

Palavras-chave: Bagaço de cana-de-açúcar; Aspergillus japonicus URM5242; Hidrólise 

Enzimática; Potencial Bioquímico de Metano; Biogás. 
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Abstract 

The use of enzymatic hydrolysis as pretreatment of lignocellulosic biomass is a promising and 

sustainable alternative to improve the biofuel production using this renewable source. 

Therefore, this study evaluated several biological conditions to hydrolyze sugarcane bagasse 

(SB) through solid state fermentation (SSF), submerged fermentation (SmF) and sequential 

fermentation (SeqF) using Aspergillus japonicus URM5242, aiming to improve the methane 

generation (CH4). The methane production was evaluated through biochemical methane 

potential (BMP), using granular sludge as anaerobic inoculum for the hydrolyzed biomass 

(HSSF, HSmF, HSeqF) and non-hydrolyzed biomass, for 35 days. To model the experimental 

production of CH4, the first order and modified Gompertz kinetic models were used. The 

experimental results showed that the higher methane production was achieved with sugarcane 

bagasse hydrolyzed through HSmF (104,88 NmL.g-1SV), followed by HSSF, HSeqF and 

untreated SB, which achieved productions of 69,13 NmL.g-1SV, 45,16 NmL.g-1SV e 15,51 

NmL.g-1SV, respectively. The Gompertz modified kinetic model represented better the biogas 

production than the first order model, which was demonstrated by the determination coefficient 

(R2) varying between 0.98 and 0.99, as well as minimized residual squares (RSS). The biogas 

produced using the hydrolyzed and non-hydrolyzed SB had average methane contents of 

63.21%, 60.45%, 53.43% and 14.81% for HSeqF, HSmF and SB, respectively. Overall, this 

study confirmed the efficiency of the several bioprocesses as enzymatic treatment of sugarcane 

bagasse to increase methane production. The achieved results contribute to the development of 

new studies for biogas production, aiming to reach goals in decentralized energy production, 

energy matrix diversification, circular bioeconomy and energy transition, and Sustainable 

Development Goals (SDGs). 

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

Potential Methane; Biogas. 
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1 Introdução 

O crescimento da população e o desenvolvimento agroindustrial resultam em uma série de 

impactos para o meio ambiente, tais como a geração e acúmulo de resíduos sólidos, emissões 

de gases do efeito estufa (GEE) e a intensificação da exploração dos recursos naturais. Entre os 

resíduos sólidos gerados neste setor, destacam-se os resíduos lignocelulósicos (Camargo et al., 

2023). As emissões de GEE derivados dessas atividades são provenientes da queima de 

combustíveis fósseis e estão estreitamente ligadas à deterioração da qualidade do ar, afetando 

diretamente a saúde humana e o equilíbrio ambiental (Prasad et al., 2024).  

A busca por alternativas sustentáveis para substituir os combustíveis fósseis tem destaque 

no setor energético global devido às crescentes preocupações com os impactos das mudanças 

climáticas (Ambaye et al., 2021). Os biocombustíveis surgem como uma alternativa 

sustentável, pois possuem neutralidade em carbono e a capacidade de reduzir as emissões de 

GEE (Mohanty et al., 2022; Ranjithkumar et al., 2022; Sharmila et al., 2024). Além disso, são 

capazes de garantir eficiência e segurança energética global (Ambaye et al., 2021), 

especialmente diante das incertezas associadas aos recursos fósseis. 

Os biocombustíveis podem ser produzidos de diversas fontes, tais como biomassa 

lignocelulósica (Dussán et al., 2019), resíduos agrícolas (Shahi et al., 2020), resíduos de 

desperdício de alimentos (Deena et al., 2022) e resíduos de gordura animal ou vegetal (He et 

al., 2020). O aproveitamento e a conversão da biomassa derivada de atividades agrícolas em 

bioprodutos e biocombustíveis tem sido chamada de biorrefinaria lignocelulósica (Yadav et al., 

2023). As biorrefinarias operam com uma variedade de tecnologias que abrangem processos 

físicos, químicos, bioquímicos e termoquímicos (Cambero et al., 2016). 

Dessa maneira, o conceito de biorrefinaria de segunda geração tem se destacado devido a 

capacidade de reaproveitar e valorizar energeticamente os resíduos lignocelulósicos gerados na 
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agroindústria como o bagaço de cana-de-açúcar, por exemplo (Calabrò et al., 2016; Su et al., 

2016), que geralmente não tem destinação ambientalmente adequada e legislação específica 

para aproveitamento energético (Camargo et al., 2023). 

Nesse contexto, o Brasil é um país que se destaca no cenário agroindustrial, sendo um dos 

principais produtores e exportadores de commodities agrícolas como café, soja, milho e, 

principalmente, cana-de-açúcar (Tramontina et al., 2023). De acordo com a Companhia 

Nacional de Abastecimento (CONAB), a produção de cana-de-açúcar deve crescer 

aproximadamente 11% para a safra de 2023/24 e atingir 677,6 milhões de toneladas. Durante o 

processamento da cana-de-açúcar na indústria sucroalcooleira, uma quantidade significativa de 

resíduo sólido é gerada na forma de bagaço, totalizando aproximadamente 280 kg por tonelada 

de matéria-prima processada (Cavalcante et al., 2018). O bagaço de cana-de-açúcar é uma 

matéria-prima renovável composta pelos polímeros de celulose, hemicelulose e lignina que 

garantem uma estrutura tridimensional rígida e de baixa biodegradabilidade (Sharma et al., 

2022).  

Assim, devido às propriedades recalcitrantes do bagaço de cana-de-açúcar, existe a 

necessidade de processos de pré-tratamentos que visam modificar as propriedades químicas e 

estruturais da biomassa lignocelulósica, com o intuito de aumentar a biodisponibilidade de 

açúcares fermentáveis. Estes tratamentos podem ser individuais ou combinados, através de 

métodos químicos, físicos ou biológicos (Zheng et al., 2014; Camargo et al., 2019). Os pré-

tratamentos biológicos envolvem o uso de micro-organismos em culturas puras ou 

consorciadas, enzimas como celulases, xilanases e lacases produzidas por fungos filamentosos 

(Atelge et al., 2020a). Esses agentes biológicos são capazes de converter e modificar 

bioquimicamente a estrutura da biomassa lignocelulósica (Sharmila et al., 2024).  

Os processos biológicos têm despertado crescente interesse devido à baixa toxicidade e, 

sobretudo, aos aspectos econômicos quando comparados com os processos físicos e químicos 
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(Wang et al., 2023). Processos biológicos com o objetivo da hidrolisar enzimaticamente e 

sacarificar a biomassa em uma única etapa geram um produto hidrolisado que pode ser utilizado 

para produção de biocombustíveis como biogás, por exemplo, através da digestão anaeróbia 

(Silva et al., 2019; Da Silva et al., 2023). 

A digestão anaeróbia é uma rota tecnológica consolidada para produção de biogás (Millati 

et al., 2020). É um processo bioquímico complexo dividido em quatro etapas: hidrólise, 

acidogênese, acetogênese e metanogênese (Hosseini Koupaie et al.,2019). O biogás gerado por 

este processo é formado por metano (CH4) (50 – 70%), dióxido de carbono (CO2) (25 – 40%) 

e traços de outros gases (Atelge et al., 2020b; Kyawt et al., 2024). O biogás pode ser aproveitado 

devido ao seu alto poder calorífico em turbinas a gás para produção de energia elétrica e outros 

fins energéticos de maneira limpa e sustentável (Camargo et al., 2023).  

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes processos biológicos como 

pré-tratamento utilizando bagaço de cana-de-açúcar como substrato para hidrólise enzimática, 

sacarificação da biomassa lignocelulósica e estimar o potencial bioquímico de metano da 

biomassa pré-hidrolisada. 

 

2 Materiais e métodos 

A Figura 1 apresenta o fluxograma das etapas metodológicas sequenciais de obtenção e 

padronização do substrato, pré-tratamento biológico da biomassa lignocelulósica, ensaio de 

Potencial Bioquímico de Metano (BMP), análise dos dados experimentais e modelos cinéticos 

aplicados para produção de biogás. 
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Legenda: HFES: hidrólise por fermentação em estado sólido; HFSm: hidrólise por fermentação submersa; 

HFSeq: hidrólise por Fermentação sequencial; STF: sólidos totais fixos; STV: sólidos totais voláteis. Fonte: 

Autores (2024). 

Figura 1. Fluxograma das etapas sequenciais da metodologia. 

2.1 Etapa 1: Obtenção e padronização do substrato  
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O bagaço de cana-de-açúcar (BC) foi obtido de uma indústria sucroalcooleira localizada 

no município de Vitória de Santo Antão, Pernambuco, Brasil. O BC foi seco em estufa de 

secagem a 65°C, por 48 horas. Após secagem, o bagaço foi moído em um moinho de facas do 

tipo Willye (TE-650/1) e, posteriormente, padronizado em peneiras granulométricas entre 0,5 

e 2,0 mm.  

O BC sem pré-tratamento foi caracterizado em relação aos parâmetros de potencial 

hidrogeniônico (pH) conforme NBR 10.006 (ABNT, 2004), condutividade elétrica (CE), 

umidade, sólidos voláteis e sólidos (SV) e sólidos fixos (SF) de acordo com Who (1978). Além 

disso foi analisado o teor de fibras para determinação de celulose, hemicelulose e lignina 

conforme descrito por Senger et al. (2008). 

 

2.2 Etapa 2: pré-tratamento biológico  

2.2.1 Fungo filamentoso  

O fungo utilizado foi o Aspergillus japonicus URM5242 oriundo da coleção de culturas da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O meio de cultura utilizado para esporulação do 

fungo filamentoso foi Czapek-ágar conforme (Klich, 2002). O meio de cultura foi esterilizado 

em autoclave a 121°C, 1 atm de pressão durante 20 minutos. As amostras foram incubadas a 

30°C, por 7 dias. Após esporulação completa, os esporos foram coletados com a adição de 10 

mL de solução de NaCl (0,9% p/v) e Tween 80 (0,01% v/v) previamente esterilizados. O fungo 

foi selecionado devido à sua comprovada atividade celulolítica em substratos lignocelulósicos 

(Silva et al., 2019; Da Silva et al., 2023). 

2.2.2 Hidrólise por Fermentação em Estado Sólido (HFES) 

Foram utilizados 3 gramas do BC padronizado (0,5 – 2 mm) em Erlenmeyer de 125 mL, 

previamente esterilizados em autoclave. A solução nutritiva utilizada foi descrita por Stenberg 

e Mendels (1980) e foi suplementada com 30 g/L de glicose. Para determinar o volume de 
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esporos foi necessário realizar a contagem de esporos utilizando câmara de Neubauer em 

microscópio óptico. Foi determinado uma concentração de 107 esporos para garantir um 

crescimento eficiente do microrganismo sobre o substrato sólido. O processo biológico foi 

conduzido por 72 horas à 30°C em incubadora bacteriológica.  

O extrato enzimático foi obtido através da adição de 7,5 mL de tampão acetato (0,05M; pH 

5,0) por grama de substrato. Após adição, as amostras foram levadas a incubadora orbital sob 

rotação de 100 rpm à 30°C durante 90 minutos. O fermentado foi filtrado em bomba a vácuo 

para obtenção da fração sólida e líquida. A fração sólida foi denominada biomassa hidrolisada 

por HSSF e a fração liquida de extrato enzimático. O extrato enzimático foi centrifugado por 5 

minutos a 4000 rpm e ambas as frações foram armazenadas sob congelamento (-20°C). 

2.2.3 Hidrólise por Fermentação Submersa (HFSm) 

A HFSm foi conduzida em frascos Erlemeyer de 250 mL utilizando 3 gramas de bagaço 

de cana-de-açúcar com granulometria inferior à 0,5 mm. O volume de esporos foi obtido através 

da contagem em câmara de Neubauer para uma concentração de 105. A concentração de esporos 

da HFSm foi inferior comparada a HFES devido a maior disponibilidade de nutrientes no meio 

líquido que são mais acessíveis e distribuídos uniformemente. A solução nutritiva descrita por 

Stenberg e Mendels (1980) foi suplementada com 10 g/L de glicose. Foram utilizados 40 mL 

de solução nutritiva por grama de substrato. A HFSm ocorreu em 72 horas em incubadora 

orbital sob agitação de 100 rpm à 30°C. O fermentado foi filtrado a vácuo para separar biomassa 

sólida hidrolisada e a fração líquida da fermentação. Em seguida, a fração líquida foi submetida 

a centrifugação por 5 minutos a 4000 rpm. Posteriormente, ambas as frações foram 

armazenadas sob congelamento (-20 °C).  

2.2.4 Hidrólise por Fermentação Sequencial (HFSeq) 

A HFSeq foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL utilizando 3 gramas de substrato 

padronizado. Inicialmente, o processo biológico foi conduzido sob cultivo em HFES e, 
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posteriormente, o processo foi convertido em HFSm após adição de solução nutritiva ao cultivo 

com o substrato sólido. O processo em HFES teve umidade ajustada para 70% e foi mantido 

durante 24 horas em estufa bacteriológica. Após este período, foram adicionados 40 mL de 

solução nutritiva por grama de substrato sólido para transformar o processo em HFSm. O 

processo submerso foi conduzido por 72 horas em incubadora orbital sob agitação de 100 rpm 

a 30°C. A fração sólida e líquida foram obtidas de acordo com os métodos descritos 

anteriormente na HFSm. 

2.2.5 Quantificação de hidrolases (celulases e xilanases) 

A atividade celulolítica foi determinada segundo Ghose (1987), sendo divididas em duas 

atividades sendo: atividade de celulase total em papel (FPase) e endoglucanase (CMCase). Para 

determinação da atividade de FPase, foi utilizado como substrato o papel de filtro (Whatman 

n°1), cortado em tiras de 1 x 6 cm (50 mg). O substrato foi colocado em tubos de ensaio e foram 

adicionados 0,5 mL de tampão citrato (0,05M, pH 4,8) e 0,5 mL do extrato enzimático. A reação 

enzimática ocorreu a 50°C durante 60 minutos. Em seguida, a quantidade de glicose liberada 

foi determinada pela reação com ácido dinitrosalicílico (DNS), conforme Miller (1959). 

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi realizada utilizando como substrato a 

carboximetilcelulose de sódio a 1% em tampão citrato 0,05 M (pH 4,8). Foram adicionados 0,5 

mL de e 0,5 mL de extrato enzimático substrato em tubos de ensaio. A reação enzimática 

ocorreu a 50°C durante 30 minutos. Em seguida, a quantidade de glicose foi dosada pela reação 

com DNS. Em ambas as atividades foram utilizados controles da reação colorimétrica (branco 

do extrato enzimático) e do substrato (branco da reação). As absorbâncias foram convertidas 

em glicose, mediante reta padrão estabelecida. Uma unidade (U) foi considerada equivalente a 

1 μmol de glicose liberada por minuto. 

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

descrita por Bailey (1992), utilizando xilana 1% em tampão citrato 0,05M (pH 5,3) como 
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substrato para reação enzimática. Foram adicionados 0,450 mL de substrato e 0,050 mL de 

extrato enzimático sob reação a 50°C durante 5 minutos. A reação foi controlada através do 

branco do substrato e extrato enzimático como descrito anteriormente. As absorbâncias foram 

convertidas em concentração de xilose utilizando uma curva de calibração para este mesmo 

açúcar. A quantidade de xilose liberada pela reação foi quantificada pela reação com DNS. Uma 

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

 

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

O inóculo anaeróbio utilizado para o teste BMP foi lodo granular industrial (LG) derivado 

de um reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) de 1000 m3 aplicado para o tratamento 

de vinhaça bruta da mesma indústria sucroalcooleira. O lodo coletado foi armazenado em 

bombonas de polipropileno e refrigerados a 8°C antes dos ensaios de BMP. 

Inicialmente, o BC hidrolisado obtido do pré-tratamento biológico e o inóculo anaeróbio 

foram caraterizados através das análises de potencial hidrogeniônico (pH) conforme NBR 

10.006 (ABNT, 2004), condutividade elétrica (CE), umidade, sólidos voláteis e sólidos (SV) e 

sólidos fixos (SF) de acordo com Who (1978).  

O teste BMP seguiu a metodologia adaptada por Hansen et al (2004) e Angelidaki (2009). 

Os biorreatores utilizados no teste BMP funcionam em regime batelada e consistem em frascos 

de borossilicato de 250 mL, dotados de tampa de nylon rosqueável com anéis de vedação. A 

tampa do frasco contém três válvulas agulhas acopladas, sendo uma para inserção de gás de 

nitrogênio para expulsar o gás oxigênio antes do ensaio.  

A segunda válvula tem como intuito para aliviar a pressão interna do biorreator e coletar 

amostra do gás gerado no sistema. A terceira válvula possui um manômetro de 200 kPa, que 

tem como intuito monitorar a pressão do biogás. 
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Foram utilizados 3 gramas de substrato e 50 mL de inóculo anaeróbio com adição de 1 g 

bicarbonato de sódio para assegurar a manutenção das condições de pH no meio na faixa da 

neutralidade (6,5 – 7,5) (Chernicharo, 1997). A Tabela 1 mostra as configurações testadas e as 

condições experimentais. Os experimentos foram realizados em triplicatas, considerando um 

branco onde foram adicionados água destilada, inóculo e bicarbonato de sódio (NaHCO3). A 

montagem ocorreu diretamente no frasco do biorreator seguindo as etapas: (1) adição do 

inóculo; (2) adição de 1 g de bicarbonato de sódio; (3) mistura manual do meio reacional, (4) 

fechamento do biorreator e válvulas e (5) envolvimento do frasco com papel alumínio para 

evitar interferência da luz externa. 

Tabela 1. Condições experimentais das configurações para o ensaio BMP. 

Tratamento Configuração 
Substrato 

seco (g) 
Inóculo (g) 

Água 

(mL) 
NaHCO3 (g) 

BC sem tratamento com 

adição do lodo granular 
BC+LG 3,00 50,00  146,00 1,00 

BC hidrolisado por 

fermentação submersa 

com adição do lodo 

granular 

HFSm+LG  3,00 50,00  146,00 1,00 

BC hidrolisado por 

fermentação sequencial 

com adição do lodo 

granular 

HFSeq+LG  3,00 50,00  146,00 1,00 

BC hidrolisado por 

fermentação em estado 

sólido com adição do 

lodo granular 

HFES+LG  3,00 50,00  146,00 1,00 

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

 

Legenda: BC: Bagaço de cana de açúcar sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação 

submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentação sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação 

em estado sólido; LG: lodo granular.  

 

Finalizado a etapa anterior, as válvulas de inserção e de alívio foram abertas para 

recirculação de gás nitrogênio por 2 minutos com o objetivo de retirar o oxigênio existente no 
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interior do biorreator para proporcionar condições de anaerobiose para biodegradação do 

substrato. Os biorreatores foram conduzidos para uma incubadora com controle de temperatura 

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

 

2. 4 Análise dos resultados do teste BMP  

2.4.1 Produção e caracterização do biogás 

O volume de biogás acumulado foi analisado indiretamente através da medição da pressão 

acumulada de biogás obtida no monitoramento diário conforme a metodologia descrita de 

Ivanova et al. (2008). O monitoramento da pressão dos biorreatores ocorreu durante 35 dias. A 

composição do biogás (CH4, CO2) foi realizada a partir do 7° dia de experimento, mantendo o 

headspace dos biorreatores nos últimos dias, antes da medição, sem descarte para aumentar o 

volume de biogás disponível para injeção no cromatógrafo a gás.  

Para avaliar a composição do biogás (CH4, CO2) foi utilizado um cromatógrafo a gás (HP 

5890) com detector de condutibilidade térmica (TCD) com uma coluna Poparak “N”, que utiliza 

o N2 como gás de arraste a uma temperatura do forno de 88°C. Foi utilizado o gás padrão de 

composição (69,73 de CH4 e 30,06 de CO2) para construir a curva analítica. 

A fração líquida foi utilizada para avaliação das concentrações de ácidos graxos voláteis 

(AGVs) nos conteúdos reacionais finais do teste BMP, utilizou-se um cromatógrafo à gás (HP 

5890) com detector de ionização de chama, sob temperatura de 135°C e que utiliza gás 

hidrogênio como gás de arraste, a uma vazão de 2 mL/min com separação analítica em uma 

coluna capilar J&W carbowax 60 mm, 0,25 mm (diâmetro interno) e 0,25 mm de espessura de 

fase estacionária. Os padrões utilizados como referência para os AGVs foram os ácidos acético, 

propiônico e butiríco, cada um em uma concentração de 20 mM. O conteúdo líquido foi 

caracterizado em relação a pH, condutividade elétrica e alcalinidade total conforme 

metodologias citadas no item anterior. 
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Os dados cromatográficos referentes ao biogás e ácidos graxos voláteis foram analisados 

através do software N2000 Chromatostation. 

2.4.2 Análise do potencial de biogás e modelos cinéticos aplicados a produção de biogás 

O potencial de biogás foi determinado utilizando a Equação 1, onde Bm representa o 

potencial de metano (NmL/gSV), VAs é o volume acumulado de metano do substrato (NmL), 

VAi é o volume acumulado do inóculo (NmL.), VSg concentração inicial de substrato sólidos 

voláteis (gSV). 

𝐵𝑚 =
𝑉𝐴𝑠−𝑉𝐴𝑖

𝑉𝑆𝑔
           (1) 

A cinética da produção de metano foi modelada por meio do modelo cinético de Gompertz 

modificado (Equação 2) e do modelo de primeira ordem (Equação 3) (Ibrahim, Abu-Reesh, 

2014; Edwiges et al., 2018; Morais et al., 2021). A cinética foi determinada utilizando o 

software OriginPro8.0, a partir da curva exponencial e regressão não linear, ajustando cada 

configuração experimental realizada. 

Nas Equações (2) e (3), Bt representa o potencial de CH4 ao longo do tempo, Bm a potencial 

máximo de metano, k a constante de hidrólise, μ a taxa máxima de produção de CH4, λ tempo 

mínimo para produção de metano, e o número de Euller (2,718252) e t o tempo. 

𝐵(𝑡) = 𝐵𝑚 ∙ (1 −  ℯ(−𝑘∙𝑡))          (2) 

B(𝑡) = 𝐵𝑚 ∙ 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
μ∙𝑒

𝑏𝑚
(λ ∙ 𝑡) + 1]}       (3) 

2.4.3 Análise estatística dos dados experimentais 

O desempenho dos modelos cinéticos de primeira ordem e Gompertz modificado foi 

comparado com resultados experimentais e previsto. Diante disso, foram calculados a soma 

residual dos quadrados (RSS) (Equação 4) e o fator de determinação (R²) (Equação 5), onde Zfi 

é o valor previsto e Zoi é o valor observado. 
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𝑅2  =  (
∑(𝑍𝑓𝑖− 𝑍𝑓𝑖 )(𝑍𝑜𝑖 − 𝑍𝑜𝑖 )

√∑(𝑍𝑓𝑖− 𝑍𝑓𝑖 )
2 ∑(𝑍𝑜𝑖 − 𝑍𝑜𝑖 )

2
)

2

        (4) 

𝑅𝑆𝑆 =  ∑ (𝑍𝑓𝑖 −  𝑍𝑜𝑖 )
2𝑁

 𝑖 − 1          (5) 

Os resultados obtidos no teste BMP foram avaliados por meio de análise de variância 

(ANOVA) e teste de Tukey com nível de confiança de 95% (p ≤ 0,05) utilizando o programa 

OriginPro 2021.  

 

3 Resultados e discussão 

3.1 Caracterização do BC, hidrolisados e inóculos  

Os resultados obtidos da caracterização físico-química do BC sem pré-tratamento, e BCs 

pré-hidrolisados e do lodo granular estão apresentados na Tabela 2. 

O substrato BC sem tratamento e os hidrolisados por tratamentos biológicos apresentaram 

pH ácido variando de 2,76 a 4,87. O pH ácido é prejudicial para digestão anaeróbia, pois 

favorece o acúmulo de ácidos orgânicos intermediários (AOI). O inóculo anaeróbio LG 

apresentou pH próximo a neutralidade, que são características típicas de lodos derivados de 

biorreatores anaeróbios (Carvalho et al. 2019). Vários autores reportam valor similar de pH 

(7,49 e 7,7) para lodos granulares anaeróbios (Dos Santos Filho., 2018; Valença et al., 2021; 

Santos et al., 2022). Os microrganismos anaeróbios que atuam neste processo são sensíveis a 

mudanças ambientais no biorreator, como temperatura, pH e o acúmulo de AGVs, que afetam 

a atividade microbiana (Singh et al. 2024). 
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Tabela 2. Caracterização físico-química do bagaço de cana de açúcar (BC), BC hidrolisados e 

inóculo anaeróbio (LG). 

Parâmetro BC HFES HFSm HFSeq LG 

pH 3.85 4,87 4,61 2,76 7,80 

Umidade (%) 35,79 ±1,05 79,72 ± 0,32 83,83 ± 0,29 88,88 ± 0,60 85,08 ± 0,22 

Condutividade Elétrica 

(mS/cm25°C) 

892,3 4,70 5,85 4,84 7,44 

Sólidos Fixos (%) 2,08 ± 0,40 2,95 ± 0,13 9,49 ± 0,18 3,83 ± 0,21 35,76 ± 0,35 

Sólidos Voláteis (%) 97,91 ± 0,41 a 97,04 ± 0,013 b 90,50 ± 0,18 d 96,16 ± 0,21 c 64,23 ± 0,35 

Celulose (C) (%) 45,81 ± 2,16 a  46, 03 ± 0,42 a  41,66 ± 0,94 a 42,20 ± 2,08 a - 

Hemicelulose (H) (%)  21,01 ± 0,97 a 20,71 ± 0,18 a  16,18 ± 0,19 b 20,32 ± 0,54 a - 

Lignina (L) (%) 20,53 ± 1,87 a 22,89  ± 0,67 a 19,03 ± 0,43 a 21,44 ± 1,67 a - 

Grau de 

biodegradabilidade (GB) 

3,29 a 2,92 a 3,04 a 2,94 a - 

 

Legenda: BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação submersa; HFSeq: BC 

hidrolisado por fermentação sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação em estado sólido; LG: 

lodo granular; GB=(C+H)/L. Valores marcados com as mesmas letras na mesma linha não são 

significativamente diferentes (p < 0,05).  

 

 

O substrato BC apresentou teor de umidade de 35,79%, situando-se dentro da faixa ideal 

(35 e 65%) para a digestão anaeróbia (Alkaabi et al. 2009; Patil et al., 2017; Aromolaran et al., 

2023). O teor de umidade da biomassa hidrolisada (HFES, HFSm, HFSeq) foi superior ao 

substrato BC, variando de 79,72 a 88,88%.  A umidade é essencial para digestão anaeróbia, 

pois atua na dissolução e transporte de nutrientes para os micro-organismos assimilarem, além 

de auxiliar na manutenção do pH no sistema e atuar nas quatro etapas da digestão anaeróbia 

(Lay et al., 1997; Avinash e Mishra, 2023). Os substratos hidrolisados apresentaram umidade 

superior ao recomendado pela literatura devido aos processos de hidrólise utilizados como pré-

tratamento, que aumentaram significativamente a umidade em relação ao BC. A condutividade 

elétrica está relacionada a quantidade de íons presentes no substrato. O excesso de íons pode 

ser um fator de inibição para os microrganismos anaeróbios as etapas da digestão anaeróbia e, 

portanto, diminuindo a produção de biogás. 
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O BC e os hidrolisados apresentaram um percentual de sólidos voláteis acima de 90%, 

indicando que maior parte constituinte no substrato lignocelulósico é de natureza orgânica. A 

quantidade de SV do substrato é uma estimativa de matéria orgânica que compõe o substrato. 

Singh et al. (2024), obtiveram um percentual de SV de 98,98% para o bagaço de cana-de-

açúcar, enquanto Paranhos et al. (2020) relataram valor inferior de 81,00%. O inóculo anaeróbio 

obteve 64,23% em teor de SV, corroborando com os valores reportados por Dos Santos Filho 

et al. (2018). 

Em relação a composição de fibras do substrato, o BC apresentou 45,81% em teor de 

celulose, 21,01% em hemicelulose e 20,53% em lignina, indicando ser um substrato 

lignocelulósico de difícil degradação pela elevada composição de lignina. Quanto a composição 

fibrosa do BC, resultados similares foram relatados por Paranhos et al. (2020) e Yamakawa et 

al. (2023) para celulose (38,5%-44,2%), hemicelulose (23,6%-25,10%) e lignina (25,8%-

28,3%), respectivamente.  

A composição de fibras dos substratos hidrolisados (HFES, HFSm e HFSeq) não 

apresentaram diferença estatística significativa em termos de celulose e lignina quando 

comparada com o substrato sem pré-tratamento (BC). Isso pode ser explicado pela elevada 

composição da lignina, componente que atua como barreira física protegendo a cadeia 

celulósica de ataques microbianos e enzimáticos, dificultando a conversão deste polímero em 

açúcares mais simples (Huang et al., 2022). Apenas a fração hemicelulósica do bagaço 

hidrolisado por HFSm apresentou diferença significativa comparada ao BC, ou seja, as 

xilanases fúngicas produzidas durante o processo fermentativo submerso apresentaram maior 

atividade sobre a hemicelulose, reduzindo significativamente o teor de hemicelulose do 

substrato (16,18%), representando uma redução de 22,98%. 

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

indicando ser um substrato recalcitrante mesmo após processo fermentativo de hidrólise 
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enzimática, devido a sua composição de fibras, principalmente a lignina. O grau GB indica se 

o resíduo é mais facilmente ou dificilmente degradável (Bareither et al., 2012). É importante 

enfatizar que a composição de fibras do bagaço varia de acordo com o processo ao qual a cana-

de-açúcar foi submetida na indústria sucroalcooleira, além de ser influenciada por fatores como 

sazonalidade, condições climáticas e fertilidade do solo durante o plantio da monocultura.  

 

3.2 Presença de hidrolases no pré-tratamento biológico  

A Tabela 3 mostra a presença de hidrolases quantificadas através das atividades de 

endoglucanase (CMCase) e celulase total (FPase), e xilanases sob os diferentes pré-tratamentos 

biológicos (HFES, HFSm e HFSeq) por Aspergillus japonicus URM5242 utilizando bagaço de 

cana-de-açúcar como substrato. 

 

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

biológico. 

Tratamentos biológicos CMCase (U/ml) FPase (U/ml) Xilanase (U/ml) 

HFES 0,392 ± 0,013 a 0,189 ± 0,010 a 13,133 ± 0,303 b 

HFSm 0,129 ±0,008 c 0,020 ± 0,004 b 16,765 ± 0,015 a 

HFSeq 0,209 ± 0,022 b 0,034 ± 0,022 b 5,231 ± 0,106 c 

 

Legenda: HFES: hidrólise por fermentação em estado sólido; HFSm: hidrólise por fermentação submersa; HFSeq: 

hidrólise por Fermentação sequencial. Valores marcados com as mesmas letras na mesma coluna não são 

significativamente diferentes (p < 0,05). 
 

O tratamento biológico por HFES apresentou as maiores atividades enzimáticas em termos 

de atividade celulolítica, com valores de 0,392 U/mL para CMCase0,189 U/mL para FPase. Em 

comparação, os tratamentos por HFSeq e HFSm mostraram diferença significativa apenas na 

atividade de CMCase, apresentando 0,209 U/mL e 0,129 U/mL, respectivamente. Isso significa 

que os microrganismos filamentosos utilizaram o BC como principal fonte de carbono durante 

os processos biológicos, resultando na maior secreção de enzimas extracelulares como as 
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CMCase, que atuam na hidrólise das ligações β-1,4 glicosídicas internas da celulose de forma 

aleatória, possibilitando a degradação da biomassa lignocelulósica (Siqueira et al., 2020). 

Utilizando bagaço de cana-de-açúcar como substrato e Aspergillus japonicus URM 5520 em 

processos fermentativos, Alves et al (2020) relataram atividade de CMCase de 0,066 U/mL e 

0,540 U/mL para fermentação submersa e sequencial sob 72 horas de processo, 

respectivamente. Em relação à atividade de FPase, os mesmos autores identificaram uma 

atividade inferior em comparação com a CMCase, com valores de 0,003 U/mL para o processo 

fermentativo submerso e 0,190 U/mL na fermentação sequencial. Em cultivo submerso, 

utilizando BC e Aspergillus flavus KUB2, Namnuch et al. (2021) relataram atividade de 1,04 

U/mL para CMCase e 0,21 U/mL para FPase. Geralmente, a quantificação da atividade de 

celulase total (FPase) é inferior quando comparada a CMCase devido a maior complexidade do 

substrato (papel filtro) utilizado na reação enzimática. O papel de filtro é um substrato 

semelhante ao polímero de celulose, apresentando características de alta cristalinidade, 

exigindo maior sinergia das enzimas do complexo celulolítico. 

Microrganismos do gênero Aspergillus são comumente utilizados em bioprocessos em 

cultivos sólidos e submersos para produção de enzimas hidrolíticas como celulases e xilanases 

em diferentes tipos de substratos lignocelulósicos (Cunha et al., 2012; Lin et al. 2017). Em 

contraste com a atividade celulolítica, a HFSm apresentou os melhores rendimentos em 

atividade de xilanase em comparação com a HFES e HFSeq, alcançando 16,765 U/mL. A 

diferença na atividade de xilanase foi significativa em todos os processos biológicos, indicando 

que parâmetros do cultivo submerso como tempo, aeração e granulometria do substrato 

influenciou na maior atividade de enzimas hemicelulolíticas. As xilanases hidrolisam a xilana, 

principal constituinte da hemicelulose, convertendo este polissacarídeo em açúcares C5 como 

a xilose e arabinose (Guler et al., 2023). Devido a elevada composição de hemicelulose (20 – 

30%), o bagaço de cana-de-açúcar é um substrato interessante para produção de enzimas 
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hemicelulolíticas. Ferreira et al. (2018) obteve atividade de xilanase de 3,14 U/mL em cultivo 

líquido usando Aspergillus japonicus Saito. Sob cultivo submerso com BC, Cunha et al (2012) 

obteve 432 U/l (0,432 U/mL) e 714 U/l (0,714 U/mL) para atividade de endoglucanase e 

xilanase, respectivamente, através da cepa de Aspergillus niger A12. Ressalta-se que o objetivo 

do presente estudo foi a degradação do BC através de enzimas hidrolíticas (celulases e 

xilanases) secretadas pelo fungo filamentoso durante o pré-tratamento biológico, e não a 

produção de hidrolases, como nos estudos mencionados anteriormente. 

 

3.3 Produção de biogás e metano 

Em relação a produção de biogás e metano é possível observar na Figura 2 (a) que o BC 

apresentou maior volume acumulado de biogás (377 NmL) entre todas as configurações pré-

tratadas, entretanto em termos de volume acumulado de CH4 (44,4 NmL) foi a que apresentou 

pior resultado.  

 
Figura 2. Volume acumulado de biogás (a) e metano (b) durante o ensaio BMP. BC: BC sem 

tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentação 

sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação em estado sólido; LG: lodo granular. 

 

A configuração HFSm+LG obteve o maior volume acumulado de CH4 (166 NmL), seguido 

das configurações HFSeq+LG (154 NmL) e HFES+LG (138 NmL). O pré-tratamento biológico 

do bagaço de cana através das hidrólises em estado sólido, submersa e sequencial aumentaram 
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o volume de CH4  (Figura 2b) devido provavelmente a produção de enzimas hidrolíticas como 

celulases e xilanases, que atuam na etapa de hidrólise da celulose e hemicelulose, 

respectivamente, gerando açúcares simples C5 e C6 como xilose e glicose, por exemplo, que 

são facilmente convertidos a metano durante a digestão anaeróbia. Além disso, o pré-tratamento 

biológico proporciona a modificação da estrutura química do substrato, aumentando atividade 

microbiana devido a maior acessibilidade e biodegradabilidade do material (Da Silva et al., 

2023). 

 

3.4 Potencial de geração e taxa diária de geração de metano 

Inicialmente, o processo de digestão anaeróbia ocorre através da degradação de compostos 

como carboidratos, proteínas e lipídios, assim, a taxa de produção de biogás é maior nas 

primeiras semanas de processo. Componentes de baixa biodegrabilidade como substratos 

lignocelulósicos são as últimas preferências para os micro-organismos. Dessa maneira, para 

degradação completa de compostos recalcitrantes é necessário maior tempo de biodegradação 

(Atelge et al., 2020a). As Fig. 3a, 3b, 3c e 3d mostram as configurações BC+LG, HFSm+LG, 

HFES+LG e HFSm+LG, respectivamente, o potencial de geração e a taxa diária de metano das 

diferentes configurações do teste BMP.  

Nos gráficos da Figura 3 é possível verificar de forma mais clara a forte influência dos pré-

tratamentos nas produções acumuladas de metano e nas taxas de geração diárias. O BC+LG 

apresentou o menor potencial de geração de metano (15 NmL/gSv) e baixa taxa de produção 

diária quando comparada aos BCs hidrolisados.  
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Figura 3. Potencial de geração de metano × Taxa diária de metano. (a) BC+LG, (b) HFSeq+LG, 

(c) HFES+LG e (d) HFSm+LG. BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por 

fermentação submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentação sequencial; HFES: BC 

hidrolisado por fermentação em estado sólido; LG: lodo granular. 

 
Em termos de taxa diária, é possível observar na Figura 3 que as configurações hidrolisadas 

exibiram comportamento semelhantes nos picos de produção máxima de CH4, com destaque 

para HFSm, que apresentou 7,5 NmL/d no décimo dia de ensaio (Figura 3d). 

A produção de biogás através da digestão anaeróbia de resíduos lignocelulósicos como o 

bagaço de cana, por exemplo, é dificultada devido as características recalcitrantes do substrato, 

sendo a etapa de hidrólise o fator limitante da digestão anaeróbia e, consequentemente, afetando 

diretamente ao potencial de geração de CH4 (Atelge et al. 2020b; Edwiges et al., 2018). 

Resultados superiores de potencial geração de metano (32 NmL/ gSV) foram obtidos por 

Sumardiono et al (2017) ao estudarem a digestão de BC utilizando fluido ruminal bovino como 

inóculo durante um período de 80 dias em condições mesofílicas. Vats et al (2019) avaliaram a 

digestão do bagaço de cana com adição de resíduos de lodo ativado (inóculo) e obtiveram 
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potencial de metano de 34,7 NmL/gSV durante um tempo de retenção hidráulica de 30 dias. 

Esses valores superiores mencionados anteriormente podem estar relacionados ao tipo de 

inóculo utilizado na digestão anaeróbia, tempo de retenção hidráulica, bem como às 

características físico-química do bagaço de cana-de-açúcar. 

O aumento significativo de 586,66% no potencial de geração metano (103,09 NmL.g-1SV) 

ao utilizar o hidrolisado de bagaço de cana por HFSm com adição de LG pode ser atribuído à 

menor granulometria do substrato (<0,5 mm) utilizado no processo de hidrólise. A 

granulometria reduzida facilita o acesso dos microrganismos com o substrato e a 

homogeneização do meio, otimizando a degradação e, consequentemente, aumentando a 

produção de metano. Além disso, a maior presença de enzimas hemicelulolíticas neste processo 

biológico potencializam o aumento da biodisponibilidade de pentoses derivadas da hidrólise de 

polissacarídeos que compõem a hemicelulose, facilitando sua conversão na digestão anaeróbia. 

As outras configurações testadas, que utilizaram o BC hidrolisado por HFES e HFSeq com 

adição de inóculo (LG), aumentaram o potencial de metano em 353,33% e 206,66%, 

respectivamente, em comparação com a configuração BC sem pré-tratamento. Apesar da maior 

atividade de CMCase (0,392 U/ml e 0,209 U/mL) e Fpase (0,189 U/mL e 0,034 U/mL) a partir 

bagaço de cana hidrolisado por HFES e HFSeq, a granulometria maior do substrato pode ter 

dificultado o contato dos microrganismos com o substrato, limitando a área de superfície 

disponível para a ação microbiana (Singh et al., 2024), resultando em menor potencial de 

metano. Pérez-Barragán et al. (2024) também observaram um aumento de 106,07% no 

potencial de geração de metano (240,9 NmL/gSV) utilizando BC hidrolisado por enzimas 

comerciais (Celluclast®, Viscozyme®) em comparação ao BC sem tratamento (116,9 

NmL/gSV), em testes BMP sob condições mesofílicas. 

Vários estudos utilizam o BC hidrolisado por meio de tratamento biológico, como 

processos semissólidos, cultivos submersos e sequenciais para produção de enzimas como 
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celulases, xilanases, pectinases e biocombustíveis como etanol 2G. No entanto, não existem 

estudos que visem aumentar a produção de metano do BC por meio da digestão anaeróbia 

desses resíduos hidrolisados provenientes de pré-tratamentos biológicos. 

A Figura 4 mostra a porcentagem de metano no biogás para cada configuração avaliada 

(BC+LG, HFES+LG, HFSm+LG, HFSeq+LG) ao longo de quatro medições distribuídas nos 

35 dias de monitoramento.  

 
Figura 4. Porcentagem de metano no biogás e composição média de metano do ensaio de 

potencial bioquímico de metano.  BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação 

submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentação sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação 

em estado sólido; LG: lodo granular. Valores marcados com as mesmas letras não são significativamente 

diferentes (p < 0,05). 

 

Em termos de composição do biogás produzido pelo teste BMP, os substratos hidrolisados 

por HFSeq, HFSm e HFES com adição do inóculo LG apresentaram 63,21%, 60,45% 53,43, 

respectivamente, em relação a composição média de CH4, comprovando a eficiência dos 

processos biológicos como pré-tratamento e sua influência na composição do biogás quando 

comparado com o BC que apresentou apenas 14,81% em metano (apesar da grande produção 

volumétrica de biogás). 
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Durante a segunda semana do teste BMP, as configurações HFSm+LG e HFSeq+LG não 

tiveram efeito significativo (p < 0,05) na composição de CH4. O pico máximo de metano 

ocorreu na terceira semana de ensaio com a configuração HFSeq atingindo 69%, indicando uma 

maior atividade metanogênica provavelmente devido ao acúmulo de substratos derivados de 

etapas anteriores, que são convertidos em CH4 na fase de metanogênese. Esse resultado 

representou um aumento de aproximadamente 319% em relação ao BC no mesmo período. 

Ghai et al (2023), realizaram sacarificação do bagaço de cana-de-açúcar por meio de 

fermentação aeróbia utilizando Burkholderia sp. ISTR5, e relataram também uma maior 

concentração de metano (±80%) durante a terceira semana de digestão anaeróbia. 

 

3.5 Modelos cinéticos  

A Figura 5 mostra as curvas experimentais e previstas do potencial de metano aos modelos 

cinéticos de primeira ordem e Gompertz modificado. Entre os modelos cinéticos aplicados, o 

de primeira ordem considera a reação de hidrólise como fator limitante. Por outro lado, o 

modelo de Gompertz modificado considera a taxa de crescimento microbiano durante o 

processo até sua inibição total (Martin Juarez et al., 2018). Foi observado que o modelo de 

Gompertz obteve os melhores ajustes com os dados experimentais em todas as configurações 

experimentais testadas.  

 



 

59 
 

 
Figura 5. Produção de metano com aplicação de modelos cinéticos para predição matemática 

da produção de metano. BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação submersa; 

HFSeq: BC hidrolisado por fermentação sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação em estado 

sólido; LG: lodo granular. 

 

A Tabela 4 apresenta que os valores do coeficiente de determinação (R2) para as curvas do 

modelo de Gompertz modificado (0,98 a 0,99) foram maiores para todas as configurações 

experimentais. Além disso, os valores da soma residual dos quadrados (RSS) e os potenciais de 

metano (Bm) previstos foram menores e próximos aos dados experimentais, mostrando que, 

esse modelo foi o mais adequado para ajustar as curvas de potencial de metano para as 

condições estudadas. Os valores Bm previstos do modelo de primeira ordem apresentaram 

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

Configuração Modelo  Bm 

(NmL/gSV) 

µ 

(NmL/d) 

k  

(d-1) 

λ  

(d) 

RSS 

(NmL/gSV) 

R2 

BC+LG Experimental 15,00 - - -  - 

 Primeira Ordem 121,78 - 0,004 - 69,48 0,93 

 Gompertz 15,51 0,99 - 6,54 0,97 0,99 

HFSeq+LG Experimental 46,00 - - - - - 

 Primeira Ordem 55,18 - 0,06 - 183,56 0,97 

 Gompertz 45,16 2,99 - 1,66 70,77 0,98 

HFES+LG Experimental 68,00 - - - - - 

 Primeira Ordem 19,38 - 0,01  - 780,95 0,95 

 Gompertz 69,13 3,87 - 4,60 71,36 0,99 

HFSm+LG Experimental 103,00 - - - - - 

 Primeira Ordem 162,67 - 0,03    766,33 0,97 

 Gompertz 104,88 5,47 - 2,36 136,29 0,99 

 

Legenda: BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação submersa; HFSeq: BC hidrolisado por 

fermentação sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação em estado sólido; LG: lodo granular; Bm: 

potencial de metano (NmL/gSV); k: constante de hidrólise (d-1); µ: taxa máxima de produção de metano (NmL/d); 

λ: fase lag (d); RSS: soma residual dos quadrados; R²: coeficiente de determinação.  

 

 

A constante de hidrólise (k) variou de 0,004 a 0,060 d-1 para o modelo de primeira ordem. 

Observou-se que o k foi mais rápido nas configurações que continha o BC hidrolisado pelas 

fermentações HFSeq (0,060 d-1) HFSm (0,032 d-1) e HFES (0,013 d-1) com adição do inóculo 

LG, mostrando que o pré-tratamento fúngico foi eficiente, acelerando a etapa de hidrólise em 

155, 3,25 e 8 vezes, respectivamente.  

Pode-se observar que fase lag foi reduzida do teste BMP que continha o BC hidrolisado 

por HFES, HFSm e HFSeq, ou seja, o tempo de adaptação dos microrganismos anaeróbios foi 

mais curto, favorecendo o aumento da taxa diária máxima de produção de metano (Tabela 3). 

O λ variou de 1,667 a 6,548 d para o modelo Gompertz modificado. Desta forma, a configuração 

HFSeq+LG apresentou a menor λ (1,667 d), ou seja, a produção de metano iniciou mais rápido, 

reduzindo o tempo para atingir a fase exponencial durante o processo (Morais et al., 2021). 
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Pérez-Barragan et al. (2024) reportam λ (0,3 d) mais rápido para BC hidrolisado por enzimas 

comerciais (Celluclast®, Viscozyme®). Em contraste, outros autores reportaram fase λ (17 a 

18 d) mais lenta para digestão anaeróbia da mistura do bagaço de cana de açúcar, palha de arroz 

e palha de trigo com adição de esterco bovino (relação substrato inóculo 1,5) utilizando o 

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

A taxa diária máxima de produção de metano (μ) variou de 0,992 a 5,478 NmL/d para o 

modelo Gompertz modificado. As maiores taxa μ foram observadas nas configurações 

HFSm+LG (5.478 NmL/d) e HFES+LG (3,878 NmL/d), respectivamente, resultando em um 

em um maior volume acumulado de metano.  

3.6 Caracterização inicial e final dos Teste BMP 

A Tabela 5 mostra a caracterização inicial e final dos conteúdos reacionais do ensaio BMP 

das configurações estudadas. Os valores iniciais e finais médios de pH da maioria das 

configurações encontraram-se dentro da faixa ideal (6,4 a 7,5) para produção de metano 

(Deublein; Steinhauser, 2008). Paranhos et al. (2020) obtiveram pH inicial alcalino (9,02 a 9,06) 

e final neutro (7,6 -7,7) ao estudarem a digestão anaeróbia de BC utilizando esterco de aves 

(inóculo) testando diferentes relações de substrato/inóculo (0,5 a 4,0). 

A condutividade elétrica (CE) em todas as configurações aumentou da condição inicial 

para final nos testes BMP, indicando que BC e os hidrolisados (HFSeq, HFES, HFSm) com 

adição do inóculo (LG) foram degradados por microrganismos anaeróbios(Santos et al., 2022). 

Além disso, a CE final (5,87-6,53 mS/cm) dos testes BMP manteve-se dentro da faixa (2,9 a 

7,7 mS/cm) recomendada por Alcantara (2007) para manutenção da etapa da metanogênese. 
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Tabela 5. Caracterização físico-química inicial e final do conteúdo reacional dos reatores do 

teste de potencial bioquímico de metano.  

Parâmetro LG BC+LG HFES+LG HFSm+LG HFSeq+LG 

pH inicial 7,93 ± 0,02 7,67 ± 0,01 7,90 ± 0,02  7,50 ± 0,21 7,52 ± 0,01 

pH final  7,60 ± 0,0 6,91 ± 0,07 a 6,81 ± 0,08 a 6,81 ± 0,03 a 6,83 ± 0,04 a 

Condutividade 

inicial (mS/cm) 

5,19 ± 0,22 5,24 ± 0,06  4.57 ± 0,19 2.52 ± 1,54 5.07 ± 0,57 

Condutividade final 

(mS/cm) 

6,53 ± 0,06 5,87 ± 0,37 a 6,34 ± 0,00 a 6.35 ± 0,02 a 6.22 ± 0,03 a 

Alcalinidade total 

final (mgCaCO3/L) 

1787 ± 9,43 1245,4 ± 11,93 c 1870 ± 24,49 b 2030 ± 8,16 a 1840 ± 16,33 b 

Ácido acético 

(mg/L) final* 

44,32 ± 8,05 19,86 ± 7,28 d 112,46 ± 4,78 b 100.46 ± 2,91 c 230.67 ± 2,81 a 

Ácido propiônico 

(mg/L) final* 

113,19 ± 10,64 19,20 ± 2,82 d 70,30 ± 4,47 b 56.42 ± 0,70 c 143.75 ± 3.87 a 

Ácido butiríco 

(mg/L) final* 

19,60 ± 9,83 4,35 ± 0,44 d 48,68 ± 3,09 b 48,91 ± 3,01 c 116.60 ± 2.04 a 

AGV total (mg/L) * 177,11 43,41 231,44 205,79 491,02 

AGV total*/AT 0,1 0,03 0,12 0,10 0,26 

 

Legenda: BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentação submersa; HFSeq: BC hidrolisado por 

fermentação sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentação em estado sólido; LG: lodo granular. *: AGV 

total = Soma dos ácidos graxos voláteis. Valores marcados com as mesmas letras na mesma linha não são 

significativamente diferentes (p < 0,05).  

 

A alcalinidade total no sistema anaeróbio indica a capacidade de neutralização dos ácidos 

formados durante o processo, evitando a variação de pH e possível acidificação do conteúdo no 

biorreator. A alcalinidade total do BC sem tratamento, hidrolisados e inóculo LG variou de 

1245,4 a 2030 mgCaCO3/L estando dentro da faixa (1000 a 5000 mgCaCO3/L) reportada por 

Tchobanoglous; Heisen e Vigil (1993) e Bajpai et al. (2017).  

Entre as configurações hidrolisadas, a configuração HFSm+LG apresentou maior 

alcalinidade (2030 mgCaCO3/L), que é de maior importância para a digestão anaeróbia, pois 

interfere diretamente na produção de metano. As demais configurações HFES+LG e 
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HFSeq+LG não apresentaram diferenças estatisticamente significativas e, em paralelo, 

obtiveram menor rendimento na produção de metano.  

Em relação a composição final dos AGVS nos conteúdos reacionais ao final do ensaio 

BMP, foi possível observar que os principais AGVs como ácido acético, propiônico e butiríco 

de todas as configurações testadas tiveram concentrações inferiores a 1g/L, valor ideal para 

fermentação anaeróbia de acordo com Guneratman et al (2017). As baixas concentrações ao 

final do teste indicam uma eficiente digestão anaeróbia até a etapa de metanogênese, sem 

acúmulo de ácidos graxos gerados nas etapas intermediárias. Entre os AGVs, o ácido acético é 

o principal produto intermediário da digestão anaeróbia. Este ácido é utilizado como substrato 

pelas arqueas metanogênicas acetoclásticas para produção de CH4 na etapa de metanogênese 

(Sitthikitpanya et al. 2024). Sua baixa concentração é um bom indicativo que a etapa 

metanogênica não teve inibição, comum em resíduos lignocelulósicos, que por vezes têm o 

meio reacional acidificado. 

As baixas concentrações dos ácidos propiônico e, principalmente, o ácido butiríco, indicam 

que a digestão anaeróbia ocorreu com eficiência, visto que o acúmulo desses componentes é 

prejudicial para atividade metanogênica. A configuração BC+LG apresentou baixas 

concentrações de AGV, no entanto, o potencial bioquímico também foi o menor encontrado no 

teste BMP, devido a recalcitrância do substrato lignocelulósico, que dificultou as etapas da 

digestão anaeróbia como a hidrólise e, assim, menor concentração de produtos intermediários 

formados no processo como os AGVs. Substratos com estruturas mais complexas como 

resíduos lignocelulósicos são dificilmente degradadas devido ao alto teor lignina (Atelge et al., 

2020b), que atua como uma barreira contra agentes hidrolíticos. Esses substratos com baixa 

biodegradabilidade interferem diretamente no potencial bioquímico de metano (Edwiges et al., 

2018). 
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Sitthikitpanya et al. (2024) realizaram pré-hidrólise de palha de cana-de-açúcar (celulose 

34,5%; hemicelulose 24,3%; lignina 20,1%) utilizando um consórcio microbiano para 

sacarificação do substrato lignocelulósico e aumentar a produção de metano. Sob tempo de 

retenção hidráulica de 40 dias, os autores relataram um comportamento similar em relação aos 

AGVs observado no presente trabalho, com concentrações de 410 mg/L, 110 mg/L e 20 mg/L 

para ácido acético, propiônico e butiríco, respectivamente.  

A razão AGV/AT é uma indicação da capacidade de tamponamento que ocorre no sistema 

durante o processo de digestão anaeróbia. De acordo com Dareioti et al (2022), o valor máximo 

para essa razão é 0,6 para não ocorrer o acúmulo de AGVs e, consequentemente, a acidificação 

do processo. As configurações hidrolisadas HFES+LG e HFSm+LG, obtiveram a menor 

relação AGV/AT, apresentando 0,12 e 0,10, respectivamente, indicando estabilidade durante o 

processo de fermentação anaeróbia. Alinhado com esses resultados, as mesmas configurações 

obtiveram os maiores rendimentos do potencial de geração de metano comprovando uma maior 

eficiência da digestão anaeróbia. 

 

4. Conclusão  

Este estudo apresentou a influência de diferentes processos fermentativos utilizando o 

fungo filamentoso Aspergillus japonicus URM5242 utilizado para o pré-tratamento do bagaço 

de cana-de-açúcar para melhoria da produção de metano verificada através do ensaio de 

potencial bioquímico de metano. A hidrólise por fermentação submersa (HFSm) otimizou em 

586,66% o potencial de geração de metano em comparação com o BC sem tratamento. Os 

demais processos biológicos por hidrólise por fermentação em estado sólido (HFES) e 

fermentação sequencial (HFSeq) utilizados como pré-tratamento também otimizaram o 

potencial de metano, apresentando 353,33 e 206,66% respectivamente, comprovando a 

eficiência das hidrolases fúngicas produzidas pelo fungo na degradação da biomassa durante o 
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pré-tratamento. Além disso, os bioprocessos por HFSeq, HFSm e HFES melhoraram 

significativamente a composição média de biogás, alcançando concentrações de 63,21%, 

60,45% e 53,23, respectivamente, em termos de metano, quando comparado a baixa 

concentração obtida no BC (14,81%). 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho avaliou a eficiência dos diferentes processos biológicos utilizados como 

pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar para otimizar a produção de metano. O uso do 

fungo filamentoso Aspergillus japonicus URM5242 através dos bioprocessos em estado sólido, 

submerso e sequencial resultou em aumentos percentuais significativos na produção de metano, 

apresentando 586,66% (103 NmL), 353,33% (68 NmL) e 206,66% (46 NmL), respectivamente, 

em relação ao bagaço sem pré-tratamento (15 NmL). 

Além disso, constatou a importância da atuação das celulases e xilanases fúngicas como 

biocatalisadores da biomassa lignocelulósica. Essas enzimas tornam os polissacarídeos da 

estrutura lignocelulósica mais suscetíveis a digestão anaeróbica e, consequentemente, 

otimizando a produção de biogás com maior teor de metano. O biogás produzido pelo bagaço 

hidrolisado por fermentação sequencial apresentou composição média de metano de 63,21%, 

seguido das fermentações submersa e estado sólido, que apresentaram 60,45% e 53,43%, 

respectivamente, enquanto o bagaço sem pré-tratamento resultou em apenas 14,81%. 

Sendo assim, os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de novos 

trabalhos para produção de biogás utilizando pré-tratamento biológico, uma vez que ainda são 

escassas as pesquisas sobre esta rota tecnológica. Ademais, ressalta-se a importância do 

progresso de novas tecnologias e metodologias para o pré-tratamento da biomassa 

lignocelulósica para produção de biocombustíveis, através de patentes verdes e artigos 

científicos, desponta como uma alternativa promissora para enfrentar a demanda energética 

global. Esse progresso tem potencial para conduzir a indústria sucroalcooleira em direção a 

bioeconomia circular e a transição energética de baixo carbono. 

 

 


