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RESUMO

A biomassa de origem lignocelulésica € a fonte mais abundante de material organico na Terra e
¢ uma das fontes para producao de energia com maior potencial de crescimento nos préximos
anos. O café destaca-se como um dos produtos de maior relevancia no Brasil e, durante seu
processamento, gera-se um subproduto, a casca, que geralmente é descartada como um residuo.
Para a utilizacdo dessa biomassa, faz-se necessario que sejam realizados alguns procedimen-
tos prévios para obtencdo da glicose, como o pré-tratamento. Neste sentido, a proposta deste
trabalho consiste na realizagdo de experimentos para verificagao, através da hidrélise enziméa-
tica, da melhor condi¢do de pré-tratamento da casca de café, visando a produgdo de etanol de
segunda geracdo. Para tal, utilizou-se dois tipos de pré-tratamentos, o fisico € o quimico. No
pré-tratamento fisico realizou-se a moagem e peneiramento para selecionar os graos a serem
utilizados. Foram trés amostras diferentes, com Mesh 12, 20 e 32. As cascas de café utilizadas
no pré-tratamento quimico foram moidas e posteriormente secas. Em seguida, foi adicionada
a solugdo aquosa de 4cido sulftirico a 1% (v/v). Por ultimo, foram adicionadas diferentes con-
centracdes da solugdo de hidroxido de sodio, com 0,5% e 1% (m/v). Todo o experimento foi
realizado em duplicata. Para a realizacio da hidrélise utilizou-se o complexo enzimético Cellic
CTec2, doado pela Novozymes Latin America. As solugdes foram colocadas em uma incuba-
dora shaker, por 48 horas a 50°C. Coletou-se amostras apos 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas do inicio
do experimento. Com o auxilio do espectrofotdmetro, e utilizando 3,5-DNS, foi possivel ob-
ter os valores de absorbancia das amostras. Através da curva padrdo da glicose, que relaciona
absorbancia versus glicose, foi possivel obter os valores de glicose que foram produzidos du-
rante a hidrdlise. No pré-tratamento fisico, a amostra de Mesh 12 foi a que obteve o melhor
resultado, apresentando concentracdo da glicose de 11,97 g/l com 24 horas apds inicio do ex-
perimento. J& no pré-tratamento quimico, a solugao contendo 1% NaOH foi a mais eficaz com
uma concentracao de 19,62 g/1.

Palavras-chave: Biomassa; Casca de Café; Pré-Tratamentos; Hidrdlise; Produgao de Etanol de
Segunda Geragao.



ABSTRACT

Biomass of lignocellulosic origin is the most abundant source of organic material on Earth and
is one of the sources for energy production with the greatest growth potential in the coming ye-
ars. Coffee stands out as one of the most relevant products in Brazil and, during its processing,
a by-product is generated, the husk, which is generally discarded as a waste. For the use of this
biomass, it is necessary to carry out some previous procedures to obtain glucose, such as pre-
treatment. In this sense, the purpose of this work consists of carrying out experiments to verify,
through enzymatic hydrolysis, the best pre-treatment condition of the coffee husk, aiming at the
production of second-generation ethanol. For this purpose, two types of pre-treatments were
used, the physical and the chemical one. In the physical pre-treatment, grinding and screening
were carried out to select the grains to be used. There were three different samples, with Mesh
12, 20 and 32. The coffee husks used in the chemical pretreatment were ground and subse-
quently dried. Then, the 1 % (v/v) aqueous sulfuric acid solution was added. Finally, different
concentrations of the sodium hydroxide solution, with 0.5 % and 1 % (w/v), were added. The
entire experiment was carried out in duplicate. For the hydrolysis, the Cellic CTec2 enzyme
complex, donated by Novozymes Latin America, was used. The solutions were placed in a sha-
ker incubator for 48 hours at 50°C. Samples were collected 2, 4, 6, 8, 24 and 48 hours after the
beginning of the experiment. With the aid of the spectrophotometer, and using 3.5-DNS, it was
possible to obtain the absorbance values of the samples. Through the standard glucose curve,
which relates absorbance versus glucose, it was possible to obtain the glucose values that were
produced during hydrolysis. In the physical pre-treatment, the Mesh 12 sample was the one
that obtained the best result, presenting a glucose concentration of 11.97 g/l 24 hours after the
beginning of the experiment. In the chemical pre-treatment, the solution containing 1% NaOH
was the most effective with a concentration of 19.62 g/1.

Keywords: Biomass; Coffee Husk; Pre-Treatments; Hydrolysis; Second Generation Ethanol
Production.
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1 INTRODUCAO

1.1 Motivacao

A geragdo de energia é fundamental para o crescimento econdmico de qualquer pafs.
Embora esse crescimento seja necessario, ele vem acompanhado de alguns aspectos negativos,
como a possiblidade do esgotamento dos recursos utilizados para a producdo de energia e o
impacto ao meio ambiente produzido por essa atividade. Portanto, faz-se necessario que essas
fontes energéticas sejam cada vez mais limpas e que em todo processo de producdo e distri-
buicdo evite-se a0 maximo o desperdicio e a m4 utilizacdo de recursos. Logo, fica evidente a
importancia de que o aumento da producao energética aconte¢a a0 mesmo passo que a minimi-
zacdo dos impactos ambientais que essa gera.

O petroleo, que € uma fonte ndo renovavel e {0ssil, € a principal fonte de energia atual-
mente. Diante da assinatura do Protocolo de Quioto, que definiu metas de reducao de emissoes,
o suprimento de energia através de fontes renovaveis tornou-se uma das maiores preocupacoes,
buscando-se cada vez mais por fontes alternativas de energia (MMA, 2020).

Segundo dados de 2019 do Ministério de Minas e Energia (MME), a matriz energética
brasileira € composta por 47% de fontes renovaveis. O mesmo dado para o ano anterior foi
de 45,3%. Estima-se que em 2029 a utilizagdo de energias renovaveis na matriz energética
brasileira, atinja o patamar de 48% (MME, 2020). Com o intuito de aumentar ainda mais a
utilizacdo de fontes renovéveis na producdo de combustiveis, tem-se investido a fabricacdo do
etanol de segunda geracdo, que utiliza a biomassa como matéria prima. Na Figura 1.1 é possivel

observar a estimativa da evolucao da oferta interna de energia por fonte.

Figura 1.1 — Evolugdo da composicdo da oferta interna de energia por fonte

Petroleo e Derivados

Gas Natural

Carvao Mineral e Derivados

Uranio (U308) e Derivados
= Outras Ndo Renovaveis

Hidraulica e Eletricidade

Lenha e Carvdo Vegetal

Produtos da Cana-de-Agucar

Outras Renovaveis
1% 1%

Fonte: Adaptada de (MME, 2020).



13

A biomassa de origem lignocelulésica € a fonte mais abundante de material organico na
Terra. Ela € proveniente de florestas, cultivo agricola e florestal, colheita, residuos florestais e
industriais e celulose e papel reciclado. Com essa abordagem, o uso da biomassa lignoceluldsica
como combustivel representa um método sustentdvel e ambientalmente amigéavel de exploracdo
de energia (ABRIL; ABRIL, 2009).

Segundo a Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL), a biomassa é uma das fontes
para producgdo de energia com maior potencial de crescimento nos préximos anos. A partir dela
¢ possivel obter energia elétrica, biodiesel e etanol, substituindo assim o uso de fontes ndo
renovaveis. Qualquer matéria-prima organica passivel de ser transformada em energia pode ser
classificada como biomassa (ANEEL, 2008).

O café destaca-se como um dos produtos de maior relevancia no Brasil, sendo o estado
de Minas Gerais, o maior produtor de café do pais com aproximadamente 55% da producao
total (EMBRAPA, 2020). Esse grande volume na producio, acaba gerando muitos residuos,
que na maioria das vezes sao descartados sem seu devido aproveitamento.

Durante o processamento do café é gerado um subproduto, a casca, que geralmente é
descartada como um residuo. Devido a sua composi¢ao estrutural e o volume de residuo gerado,
torna-se uma potencial biomassa para fabricacdo de etanol de segunda geragdo. Para a utilizacdo
dessa biomassa faz-se necessdrio a realizacdo de alguns procedimentos prévios para obtencdo
da glicose, como o pré-tratamento para romper a matriz lignoceluldsica e a hidrélise enzimatica.

Estudos estdo sendo feitos para a utilizagcdo desses pré-tratamentos em escala industrial.
Além disso, tem-se pesquisado a viabilidade da utilizagdo de microrganismos para a potencia-

lizacdo da fermentagiio de agticares e posterior obtenco de bioetanol (RIANO et al., 2010).

1.2 Objetivos

Neste sentido, o presente trabalho estd inserido no ambito do aproveitamento de residuos
lignoceluldsicos da agroindustria cafeeira. A proposta deste estudo consiste na realizacdo de
experimentos para verificagdo, através da hidrdlise enzimatica, da melhor condi¢ao de pré-

tratamento da casca de café, visando a producao de etanol de segunda geracao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biocombustivel

Segundo dados de 2016 da Empresa de Pesquisa Energética (EPE), a matriz energética
mundial ainda € fortemente suprida por fontes ndo renovéveis, com um total de 86% da matriz,
sendo 31,9% de petréleo e derivados, 27,1% de carvao e 22,1% de gas natural (EPE, 2016).

Todo ano, a atmosfera terrestre recebe cerca de 15 bilhdes de toneladas de gas carbdnico
(CO») e os combustiveis fosseis, que atualmente sdo utilizados para suprir a demanda energé-
tica, sdo os grandes contribuintes dessas emissdes. Além disso, existem incertezas quanto a
disponibilidade dessas fontes ndo renovéveis. Por esses motivos, a demanda por combustiveis
renovaveis tem crescido nos ultimos anos (SANTOS, 2017).

De acordo com a Legislacdo Brasileira (Lei n® 9.478/97, art. 6°, inciso XXIV), “biocom-
bustivel € uma substiancia derivada de biomassa renovavel, tal como biodiesel, etanol e outras
substancias estabelecidas em regulamento da Agéncia Nacional do Petréleo (ANP), que pode
ser empregada diretamente ou mediante alteracdes em motores a combustio interna ou para ou-
tro tipo de geracdo de energia, podendo substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem
fossil” (BRASIL, 1997).

O etanol, ou alcool etilico, € uma substincia com férmula molecular C,HgO, que pode
ser utilizada como combustivel em motores de combustao interna com igni¢ao por centelha. O
bioetanol € produzido a partir de qualquer biomassa que contenha quantidades significativas de
carboidratos, principalmente amido ou agucares (BNDES, 2008).

Os biocombustiveis estdo ligados diretamente aos objetivos da sustentabilidade. Quando
se utiliza etanol de cana-de-actcar, os gases causadores do efeito estufa sdo reduzidos em até
90%, comparado com o uso da gasolina (FARINA; RODRIGUES; SOUSA, 2013). Observa-
se também reducgdo desses gases quando a matéria prima do etanol é o milho (20%-50%), a
beterraba (30%-50%) e o trigo (30%-60%) (KOHLHEPP, 2010).

As etapas para producdo do etanol de segunda geragao sio, basicamente, pré-tratamento
da biomassa, hidroélise, concentragio, fermentacado, separacao, purificacao e tratamento de eflu-
entes (MONTES, 2017). A Figura 2.1 a seguir apresenta um fluxograma para a producao de

bioetanol.
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Figura 2.1 — Fluxograma geral para producdo de etanol de segunda geracdo

Producio
de enzima —l
(. L 4

5 )
Preparo ! l:fi“"'“" Hidrélise Fermentagio Destilagio Ftanol
L hemicelulose celulose L J )
B | . J

Fonte: Adaptada de (BNDES, 2008).

Segundo dados do MME, em 2018, a oferta total de bioenergia foi de 89,6 Mtep (Mega
tonelada equivalente de petrdleo), que corresponde a 31,1% da matriz energética brasileira. Os
produtos da cana, com 50,1 Mtep, corresponderam a 55,9% da bioenergia e 17,4% da matriz.
Outras bioenergias (lixivia, biogds, residuos de madeira, residuos da agroindustria e biodiesel),
com 15,4 Mtep, responderam por 17,2% da bioenergia e por 5,3% da matriz. O Brasil € um dos
paises com maior presenca de bioenergia na matriz de transportes, e em 2018, a participagdo de
etanol e biodiesel na matriz ficou em 23,1% (MME, 2019b). Na Figura 2.2 € possivel observar

as principais fontes da matriz energética de transportes.

Figura 2.2 — Matriz Energética de Transportes (% e tep)

E Brasil OCDE Outros (*) Mundo

— 1973 2018 1973 2018 1973 2018 1973 2018
Derivados de petrdleo 98,7 74,3 95,7 92,7 83,2 88,4 04,4 91,6
Gas Natural 0,0 2,3 2,4 2,1 0.4 7.1 1,6 3,7
Carvao Mineral 0,01 0,0 1,1 0,00 13,5 0,2 3,0 0,1
Eletricidade 0,3 0,2 0,7 0,8 2.8 2,6 0,9 1,3
Bioenergia 1,0 23,1 0,0 4,4 0,08 1,6 0,06 3,3
Total (%) 100 100 100 0 100 100 100 100
Total - Mtep 19 84 695 1.278 183 1.071 1.081 2.829

9% do mundo (**) 1.8 3.0 643 45.2 16,9 37.9

() Exclusive Brasil ¢ paises da OCDE (*) Bunker, incluido apenas no mundo, completa 100%.

Fonte: Adaptada de (MME, 2019b).

RenovaBio € a Politica Nacional de Biocombustiveis, instituida pela Lei n° 13.576/2017,
com 0s seguintes objetivos: “fornecer uma importante contribui¢do para o cumprimento dos
compromissos determinados pelo Brasil no dmbito do Acordo de Paris; promover a adequada
expansdo dos biocombustiveis na matriz energética, com €nfase na regularidade do abasteci-
mento de combustiveis; e assegurar previsibilidade para o mercado de combustiveis, induzindo
ganhos de eficiéncia energética e de reducao de emissdes de gases causadores do efeito estufa

na producdo, comercializacao e uso de biocombustiveis” (MME, 2019a).
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2.2 Biomassa lignoceluldsica

De acordo com a ANEEL, “qualquer matéria organica que possa ser transformada em
energia mecanica, térmica ou elétrica € classificada como biomassa. De acordo com a sua
origem, pode ser: florestal (madeira, principalmente), agricola (soja, arroz e cana-de-agucar,
entre outras) e rejeitos urbanos e industriais (sélidos ou liquidos, como o lixo). Os derivados
obtidos dependem tanto da matéria-prima utilizada (cujo potencial energético varia de tipo para
tipo) quanto da tecnologia de processamento para obtencao dos energéticos” (ANEEL, 2008).

A biomassa € considerada uma das principais alternativas para a diversificacdo da ma-
triz energética, diminuindo assim, a utilizacdo de combustiveis fosseis. A partir dela é possivel
a obtenc¢do tanto de energia elétrica, como de biocombustiveis. A producdo de ambos, em
larga escala, esta relacionada a biomassa agricola e a utilizacao de tecnologias eficientes. Neste
cendrio, a agricultura familiar pode desempenhar papel importante nas cadeias de energias re-
novaveis.

A composicdo quimica da biomassa lignoceluldsica, geralmente contém de 35 a 50% de
celulose, 20 a 35% de hemicelulose e 10 a 25% de lignina, além de uma pequena quantidade de
cinzas e extrativos (FERREIRA, 2016). A complexidade das interacdes desses trés constituintes
principais na parede celular é o grande desafio tecnoldgico para a recuperagdo e fermentagao
dos carboidratos (SANTOS, 2017).

Na Figura 2.3, pode-se observar que, a lignina envolve as hemiceluloses e celulose,
juntando assim os componentes e formando uma barreira fisica para o ataque de elementos
exteriores, enquanto a hemicelulose interliga a lignina e a celulose através da rede fibrosa cons-
tituida por ela (SILVA, 2019). A partir da analise dessa estrutura € possivel o entendimento da

necessidade dos pré-tratamentos utilizados para romper a biomassa lignoceluldsica.
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Figura 2.3 — Estrutura biomassa lignocelulésica
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2.2.1 Celulose

A celulose é um polimero linear de unidades de glicose ligadas por liga¢oes -1,4 gli-
cosidicas, formando celobiose, um dissacarideo, que é repetido vdrias vezes em sua cadeia
(CANILHA et al., 2012).

A celulose € um dos principais componentes da parede celular, fornecendo resisténcia
mecanica e estabilidade quimica para as plantas (FERREIRA, 2016). Além disso, ¢ a matéria
organica mais abundante da Terra, consistindo em até 50% da biomassa (MONTES, 2017).

Para que haja conversao da sua cadeia em mondmeros de glicose, e devido a sua com-

plexa estrutura, € necessdria uma etapa de hidrdlise para degradacao da celulose (SANTOS,
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2017), no qual normalmente sdo necessarios pré-tratamentos 4cidos ou uso de enzimas especi-
ficas (SILVA, 2019).

Devido as ligagdes de hidrogénio presentes nesta estrutura, hd formacao de regides mais
fortemente arranjadas que apresentam mais coesao no empacotamento das cadeias (SILVA,

2012).

2.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses, ou polioses, estdo associadas a celulose na parede da célula vege-
tal e sdo compostas por diferentes unidades de agucares formando cadeias ramificadas (RA-
BELO, 2007). Sao heteropolissacarideos complexos compostos por D-glucose, D-galactose,
D-manose, D-xilose, L-arabinose, dcido D-glucurdnico e dcido 4-O-metil-glucurdnico. Sua es-
trutura apresenta ramificacdes que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e
flexibilidade ao agregado (SANTOS et al., 2012).

As hemiceluloses sao relativamente faceis de hidrolisar, quando comparadas as celulo-
ses, pois possuem uma estrutura amorfa e ramificada, além de uma menor massa molar. Além
disso, sdo sensiveis a condi¢des de pré-tratamentos severas, sendo, portanto, importante o con-
trole de alguns parametros de reacdo para evitar formagao de produtos inibitérios aos microrga-

nismos (SILVA, 2019).

2.2.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula amorfa e altamente ramificada. Possui complexa estru-
tura de cardter fendlico e desempenha papel importante para o suporte estrutural das plantas,
formando uma estrutura rigida e hidrofébica (SANTOS, 2017). Normalmente, sdo encontra-
dos os dlcoois p-cumaril, coniferil e sinapil (FERREIRA, 2016). E a segunda macromolécula
organica mais abundante dentre os materiais lignocelulésicos (RABELO, 2007).

No processo de hidrdlise enzimatica, a lignina atua como uma barreira fisica para as
enzimas. Por conta disso, acaba influenciando na quantidade de enzima requerida para a hidré-
lise, sendo considerada uma das grandes responsaveis pelos baixos valores de rendimento de
recuperacdo de agucares a partir dos materiais lignocelulésicos (SANTOS et al., 2017; SILVA,
2019).
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2.3 Café

O café € o fruto da planta Coffea, da familia Rubiaceae. Dentre as espécies, duas delas
s@o as mais cultivadas no mundo e tem uma grande importancia econdmica. Sao elas: Coffea
ardbica e Coffea canephora.

A Colffea arabica, fornece o café ardbica, de gosto suave, aromatico, redondo e achoco-
latado, o tnico que pode ser vendido puro, sem nenhum blend. A Caffea canephora, variedade
robusta, que produz o café conilon, € mais resistente as pragas e as intempéries, mas nao oferece
bebida tdo qualificada, possuindo sabor adstringente e mais amargo. A diferenga entre as duas
espécies estd no nimero de genes. A Coffea arabica é mais complexa, contém 44 cromossomos.
E muito mais delicada, gosta de grandes altitudes e exige um clima ameno, com a temperatura
entre 15°C e 22°C. A Coffea canephora, com 22 cromossomos, como as outras plantas, aceita
temperaturas entre 24°C e 29°C (MARTINS, 2012).

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. No Brasil, ele ocupa o
segundo lugar, atras somente da dgua. Ele ocupa um lugar de destaque na historia do desenvol-
vimento do pais.

Segundo o Conselho dos Exportadores de Café no Brasil (CECAFE), o pafs é o maior
produtor e exportador de café do mundo e cultiva duas espécies de café: o café ardbica e o café
robusta. As lavouras cafeeiras estdo presentes em 15 Estados brasileiros: Acre, Bahia, Ceard,
Espirito Santo, Goids, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Par4,
Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Ronddnia e Sdo Paulo (CECAFE, 2020Db).

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), em
2019 o pais exportou café para 128 paises, sendo 40,6 milhdes de sacas de 60 kg comercializa-
das, gerando uma movimentacao de US$ 5,1 bilhdes (MAPA, 2020).

Segundo o CECAFE, no primeiro quadrimestre de 2020, o Brasil atingiu um volume
fisico equivalente a 13,30 milhdes de sacas de 60kg e receita cambial de US$ 1,80 bilhdo.
Desse volume exportado, 10,96 milhdes de sacas foram de café ardbica, 1,01 milhdo de sacas
de café robusta, 1,32 milhdo de sacas de solivel e apenas 7,08 mil sacas de 60kg de café torrado
e moido (CECAFE, 2020a).

De acordo com o primeiro levantamento de janeiro 2020 do acompanhamento da sa-
fra brasileira de café realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a 4rea
plantada do café ardbica no pais para a safra de 2020 soma 1,75 milhdo de hectares, ou seja

81,3% da da area nacional utilizada para plantagdo do café. Minas Gerais concentra a maior
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area com 1,22 milhdo de hectares, correspondente, a 72,1% da area ocupada no pais. Ja para o
café conilon, a drea estimada € em torno de 404,3 mil hectares. O maior produtor desse café € o
Espirito Santo com uma édrea de 265,2 mil hectares (CONAB, 2020). Na Figura 2.4, observa-se

o0 a 4rea plantada de ambas as espécies no Brasil em diferentes anos.

Figura 2.4 — Area total de plantio de café ardbica e conilon
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Fonte: Adaptada de (CONAB, 2020).

O café € o principal produto da pauta de exportagdes do agronegdcio de Minas Gerais.

Além disso tem sido o maior produtor do pais a anos, como mostrado na Figura 2.5.

Figura 2.5 — Area de plantio dos principais estados produtores de café
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Fonte: Adaptada de (CONAB, 2020).

As cascas de café e a polpa s@o os residuos solidos seco e imido, respectivamente, ob-
tidos depois do processamento dos graos. Eles sao os principais residuos oriundos da atividade
cafeeira. Existem muitos estudos visando o aproveitamento desses residuos ja que s@o ricos em
material organico e nutrientes. Algumas das aplicacdes propostas incluem o uso direto como
racdo animal, fermentagao em estado sélido e liquido, adsor¢ao e produgao de biocombustiveis.
As cascas de café tém sido dispostas diretamente no meio ambiente, porém, além da polui¢do
causada peca infiltracdo no solo, mau cheiro e proliferacdao de moscas, perdem-se recursos que
elas poderiam oferecer (SANTOS, 2017).

Nas aplica¢des mais simples, como fertilizantes e alimenta¢do de animais, apenas uma

pequena fragdo desses residuos € utilizada. Por conta disso, o foco atual € em aplicacdes desse



21

composto em bioprocessos. Os avangos na biotecnologia industrial oferecem melhores oportu-

nidades para este reaproveitamento (MENEZES, 2012).

2.4 Secagem

Secagem € a operacdo unitdria que tem por finalidade diminuir a umidade do produto a
nivel adequado a sua estocagem por um longo periodo, mantendo a sua qualidade.

A secagem € uma das operacdes industriais mais usadas na prética, tanto para o aca-
bamento final ou equilibrio da umidade prépria dos diversos materiais processados com o ar
ambiente, como o caso das madeiras e de seus derivados, das borrachas, dos couros, dos plésti-
cos, da celulose e seus derivados, etc., como para a sua melhor conservacdo, como € o caso dos
cerais, dos alimentos e dos materiais pereciveis de uma maneira geral (COSTA, 2007).

A secagem de um s6lido imido, € feita mediante passagem de uma corrente de ar atmos-
férico aquecido pelo sélido imido a uma temperatura e umidade fixas, por uma combinacdo de
transferéncias de calor (para evaporar o liquido) e massa (para remover a umidade de dentro do

s6lido), reduz a quantidade de dgua presente no corpo sélido (FOUST et al., 1982).

2.5 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

A biotecnologia tem como desafio o desenvolvimento de métodos que permitam a pro-
ducgdo de agucares e biocombustiveis a partir de compostos que contenham celulose. A bio-
massa pode ser convertida em etanol por meio de dois processos principais. O primeiro € a
hidrdlise da celulose para producdo de acgucares fermentesciveis. E o segundo processo € a
produgdo do etanol a partir da fermentacdo desses acgucares. Porém a presenca de lignina e
hemiceluloses dificulta esses processos, portanto faz-se necessdria a etapa de pré-tratamento
dessa biomassa (SANTOS, 2017). Na Figura 2.6, € possivel observar o rompimento da lignina

e hemicelulose, que ocorre na biomassa lignoceluldsica, com a utilizagdo pré-tratamento.
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Figura 2.6 — Biomassa lignocelulésica antes e depois do pré-tratamento
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Fonte: Adaptada de (ALVES, 2011).

Digestibilidade € a capacidade de hidrolisar a biomassa lignoceluldsica para a formacao
de glicose. O pré-tratamento aumenta a digestibilidade, ou seja, o grau de hidrélise do material
tratado superou o do material in natura (MONTES, 2017). De acordo com (RABELO, 2007),
os pré-tratamentos quimicos sao melhores quando comparado ao pré-tratamento fisico, ja que
este é relativamente ineficiente no aumento da digestibilidade da biomassa.

Do ponto de vista econdmico, a etapa de pré-tratamento € essencial no processo de bio-
conversdo. Esse processo deve atender os seguintes requisitos: produzir fibras reativas, separar
as pentoses sem degradagdo, ndo gerar compostos que inibam a fermentagao, reducdo dréstica
do tamanho das particulas e seja simples e eficaz com baixa umidade (ABRIL; ABRIL, 2009).

Os matériais lignoceluldsicos possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas, por
conta disso € necessdrio que na etapa de pré-tratamento sejam adotadas tecnologias com base
nas propriedades da biomassa de cada matéria-prima (MENEZES, 2012).

Com o intuito de maximizar a produgdo de agucares fermentaveis para uma maior con-
versdo em bioetanol, evitar a degradagdo ou perda de carboidratos € minimizar a formagao de
inibidores, varios métodos de pré-tratamento tém sido pesquisados. Dentre eles vale ressaltar
a hidrdlise acida, reagentes alcalinos, explosdo a vapor, oxidacao imida, amdnia liquida, 4gua
quente, moagem e pré-tratamento bioldgico (SILVA, 2012). Alguns desse métodos estdo na

Figura 2.7.
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Figura 2.7 — Tipos de pré-tratamento
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Fonte: Adaptada de (FERREIRA, 2016).

2.5.1 Pré-tratamento quimico

O pré-tratamento quimico utiliza dcidos e bases para remover a lignina e hemicelulose,
sem degradar a cadeia celuldsica, deixando assim, a celulose mais acessivel. H4 uma diminui-
cdo do grau de polimerizagdo e cristalinidade da celulose associada com o inchago da amostra,
aumentando assim a porosidade do material (RABELO, 2007).

Alguns exemplos incluem &4cidos diluidos, dlcalis, solventes organicos, sais metélicos,
sulfito, liquidos i0nicos, explosdo supercritica de didxido de carbono e processos oxidativos
empregando ozonio, peréxido de hidrogénio ou oxidagao imida (SANTOS, 2017).

Pré-tratamentos alcalinos sdao um dos mais utilizados em materiais lignoceluldsicos.
Quando comparado com 0s outros pré-tratamentos, o pré-tratamento alcalino utiliza baixas
temperaturas e pressoes. Hidroxidos de sdédio, potdssio, cilcio e amonio sdo adequados para
este tipo de pré-tratamento. NaOH provoca inchagco, aumento da superficie interna da celulose
e reducdo do grau de polimerizagdo, o que provoca o rompimento da lignina. Porém como
desvantagem apresenta um alto custo e dificuldade de recuperacdo dos reagentes (MENEZES,
2012). O principal efeito do pré-tratamento com NaOH € a remocao de lignina da biomassa
(NASCIMENTO, 2011).

Em geral, o pré-tratamento alcalino € mais eficaz em madeira, culturas herbiceas e

residuos agricolas com baixa lignina (CANILHA et al., 2012).
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2.5.2 Pré-tratamento fisico

O pré-tratamento fisico consiste na fragmentacao da biomassa através da pulverizacao,
trituracdo ou moagem. O processo de moagem reduz o tamanho da fibra, o que causa um
aumento no desempenho da enzima pelo aumento da drea superficial (ALVES, 2011).

Neste tipo de pré-tratamento ha menor risco em relacdo ao impacto ambiental do que
nos processos quimicos (MENEZES, 2012). O método de moagem de bolas é um dos mais
empregados. Este método pode ser considerado favordvel ao meio ambiente j4 que ndo requer
adicao de produtos quimicos. Porém, uma desvantagem sao os altos custos de energia devido a
alta poténcia requerida pelas maquinas (CANILHA et al., 2012).

Alguns exemplos incluem o pré-tratamento mecanico, pré-tratamento de extrusao, pi-
rélise, pré-tratamento usando irradiacdo de micro-ondas e irradiac@o por ultrassom (SANTOS,

2017).

2.5.2.1 Moagem

A moagem € uma operagdo unitdria na qual o tamanho de um sélido é reduzido ao serem
aplicadas for¢as de impacto, compressao, abrasao e corte, podendo ser aplicado mais de um tipo
ao mesmo tempo. Essa redu¢@o no tamanho dos sélidos se inicia com a retirada das camadas
externas, o que ocasiona o aumento da superficie especifica. A moagem, portanto, acaba por
modificar as caracteristicas fisicas de determinado s6lido (RIBEIRO; ABRANTES, 2001).

O principal objetivo da moagem € aumentar a relagcdo entre a superficie e o volume de um
s6lido que serd utilizado em operagdes subsequentes, sendo que em alguns casos € necessario
garantir a uniformidade das particulas apds o processo. Dessa forma, o equipamento de moagem
deve ser escolhido de acordo com o material a ser moido e granulometria desejada apds a
moagem.

A celulose e hemicelulose favorecem a formacgdo de ligagdes hidrogénio com as mo-
léculas de dgua. A moagem converte essas fibras em fragmentos menores, resultando em um

aumento da drea superficial, o que acaba aumentando a capacidade dessas de absorver dgua
(SILVA et al., 2017).
2.5.2.2 Peneiramento

Na técnica de peneiramento € utilizada uma série de peneiras cada uma com uma aber-

tura de sua malha e € passada uma quantidade de material por elas, visando separar sélidos de
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tamanhos diferentes em por¢des mais uniformes. Fatores como formato e massa especifica das
particulas sdo significativos, porém o tamanho da particula € o fator predominante para esse tipo
de classificacao (SAMPAIO; FRANCA; BRAGA, 2007).

As peneiras sdo dispostas verticalmente e com um decréscimo em sua abertura. Uma
parte da massa pode ficar retida na primeira peneira e o restante passar para a proxima. Esse
processo se repete até certa quantidade ficar retida em uma peneira e ndo conseguir passar
para nenhuma malha seguinte. Sendo assim, € possivel associar a fracdo mdssica retida em uma

peneira com o didmetro da particula associada. A Figura 2.8 ilustra o processo de peneiramento.

Figura 2.8 — Representagcdo de um peneiramento em escala de laboratério
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Fonte: Adaptada de (CREMASCO, 2014).

As aberturas das peneiras podem ser dadas em milimetros (ou micrometros) ou em
Mesh, que esta relacionado ao nimero de aberturas por polegada linear. A Tabela 2.1 mostra a
relacdo entre Mesh e o didmetro das peneiras. Podem ser determinados os didmetros maximo,
minimo e médio das peneiras e a dimensdao méxima caracteristica (abertura da malha na qual

5% ou uma quantidade menor de massa ficou retida).
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Tabela 2.1 — Relag@o entre Mesh e Didmetro

Mesh Diametro (Um) Mesh Diametro (Um)

3,5 5600 20 850
4 4750 24 710
5 4000 28 600
6 3350 32 500
7 2800 35 425
8 2360 42 355
9 2000 48 300
10 1700 60 250
12 1400 65 212
14 1180 80 180
16 1000 100 150

Fonte: Adaptada de (BERTEL, 2020).

2.5.2.3 Analise Granulométrica

De acordo com (CREMASCO, 2014), a granulometria ou distribui¢ao estatistica de ta-
manhos pode ser definida em fun¢ao da frequéncia relativa de particulas com mesmo diametro,
podendo ser expressa pela massa. Outra forma de representar a distribuicao € através da fra-
cdo cumulativa de particulas com didmetro menor e maior que um valor de diametro médio de
particulas em um intervalo de 0% a 100%. O diametro de abertura de uma peneira i pode ser
representado por D;.

As fragdes retidas em cada uma das peneiras podem ser medidas de acordo com a Equa-
cdo 1:

X = 3 ey

Onde x; € a fracdo de massa retida na peneira 7, m; € a massa retida na peneiraie M € a
massa total de particulas.

A fracdo acumulada retida pode ser obtida pela soma da fracdo retida na peneira i e
somando as fracoes retidas das peneiras anteriores a ela. O cédlculo da fracdo acumulada € feito
de acordo com a Equagao 2:

X =Y xi=x1+x2+...+x (2)

Onde X; é a fracdo acumulada retida na peneira i.

Outro parametro a ser analisado € a fragdo acumulada passante, que representa o soma-
tério da fracdo passante em uma peneira i com as fragdes passantes das peneiras anteriores e

tem seu valor representado por (1 —X;).
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Os dados de fracdo retida e fracdo acumulada retida podem ser analisados através de
gréaficos com relacdo aos didmetros de abertura das peneiras, representando assim a distribuicdo
de frequéncia de distribui¢cdo cumulativa.

Independente da técnica de medida do tamanho da particula, a distribui¢do estatistica
de tamanhos ou granulometria € expressa, usualmente em funcio da frequéncia relativa das
particulas que detém certo diametro. Além da distribuicdo de frequéncia, a distribuicdo de
tamanho de particulas também pode ser representada pela fragdo cumulativa de particulas que
possuem didmetro menor e maior que um valor médio de particula em um intervalo de 0% a
100% da grandeza acumulada (CREMASCO, 2014).

As Figuras 2.9 e 2.10 apresentam uma situagdo tipica dessas andlises citadas anterior-

mente.

Figura 2.9 — Distribui¢do de frequéncia
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Fonte: Adaptada de (CREMASCO, 2014).
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Figura 2.10 — Distribui¢cao cumulativa
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Fonte: Adaptada de (CREMASCO, 2014).

2.6 Umidade

Umidade € a massa de vapor transportada por uma unidade de massa de gds sem vapor.
Nas operagdes de umidificagdo e desumidificacdo tem-se a transferéncia de massa entre uma
fase liquida pura e um gés insaturado insoldvel no liquido (MCCABE; SMITH; HARRIOTT,
2004).

Os graos sdo constituidos de substincias s6lidas e de certa quantidade de dgua retida
sob vdrias formas. Dessa forma, umidade é a quantidade relativa de dgua presente no grao.
Ha dois modos de expressar a umidade contida num produto: base imida e base seca. Caso o
produto esteja com excesso de umidade, deve-se seca-lo até um teor de umidade ideal para cada
processo (SILVA, 2001).

Segundo (SOUZA et al., 2012), a umidade (7¢°) em base iimida € a razdo entre a massa

da dgua (m4) presente na amostra e a massa total (m7) dessa amostra.

_ iy
H = A (3)
A massa da dgua pode ser calculada através da diferenca entre a massa total (mr) e
massa da matéria seca (myg).
myg = mr —ms 4)

Logo, a equacgdo para cdlculo da umidade em base imida pode ser resumida a Equacgdo
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A = " (5)

mr
2.7 Enzima

As enzimas sdo proteinas capazes de catalisar as reacdes que podem ser encontradas em
todos os seres vivos terrestres. Na auséncia das enzimas, as reagdes bioldgicas ndo ocorrem
com velocidades significativas. Reacdes enzimaticas sdo entre 103 e 1020

que as demais (MORAN et al., 2013).

vezes mais rapidas do

As enzimas sdo catalisadores, ou seja, sdo substancias que aceleram a velocidade das
reacdes quimicas sem serem consumidos nesse processo. Isso € possivel, porque eles atuam
durante a formagdo do substrato em produto e logo em seguida regeneram-se. A acao catalitica
consiste na diminui¢do da energia de ativacdo, que € a quantidade de energia necessdria para que
com a colisdo das particulas haja formagdo do complexo ativado (GALANTE; ARAUJO, 2018).

Na Figura 2.11 € possivel observar a energia de ativagao em reacdes com e sem catalisadores.
Figura 2.11 — Energia de ativagdo da reac¢do na auséncia e presenca de catalisador
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Fonte: Adaptada de (GALANTE; ARAUJO, 2018).

As enzimas sdo especificas de acordo com cada reagente, ou substrato. Algumas atuam
sobre apenas um composto, outras podem atuar em grupos de substratos relacionados. A utili-
zacgdo de enzimas faz com que nao haja formacgado de subprodutos indesejados, ou seja, além de
economizar energia das células, evita a producao de subprodutos metabdlicos potencialmente
téxicos. Outra caracteristica importante, é que algumas enzimas ainda podem combinar ou aco-
plar duas reacdes que aconteceriam separadas, o que permite utilizar a energia ganha em uma
reacdao em outra (MORAN et al., 2013).

Cada enzima possui em sua estrutura uma regiado chamada de sitio ativo que € onde é

feita a ligacdo com o substrato. E através dessa regido que a enzima reconhece o seu substrato.
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Portanto, € necesséario que este tenha forma espacial adequada para alojar-se no centro ativo e
grupos quimicos capazes de estabelecer ligacdes precisas (NEVES, 2003).

Alguns fatores ligados a enzima podem influenciar a hidrdlise enzimatica de materiais
lignoceluldsicos. Entre eles pode-se citar a inibi¢@o retroativa devido ao acimulo de produtos no
meio reacional, desnaturagdo térmica das enzimas em reacdes muito longas, agitacdo mecanica
e a adsorcdo irreversivel sobre a lignina (PITARELO, 2007).

Para a hidrélise enzimatica, muito se tem estudado sobre a viabilizacdo no uso de celu-
lases na producdo de etanol. Um exemplo € o complexo enzimatico Cellic CTec2, que € uma
enzima comercial produzida pela Novozymes Latin America, e € utilizada na producdo de etanol
celulésico. E um biocatalisador concentrado, que contém um complexo de enzimas formulado
para melhorar o desempenho do biocatalisador e reduzir a dosagem requerida para a conversao

da celulose em actcares fermentesciveis (LUCARINI et al., 2017).

2.8 Hidrolise

A hidrdlise enzimdtica € um processo catalisado por enzimas chamadas celulases, cujo
objetivo € a degradacgao da celulose. H4 um interesse primario em agucares de celulose, porém,
atualmente com a utilizacao total da biomossa e de outros agucares, como as pentoses, que sao
derivadas da hemicelulose enfrenta-se um dos principais obstdculos para a produgdo de bioeta-
nol, que € a fermentacdo das pentoses. Esta etapa, até entdo, ndo estd plenamente dominada em
escala industrial (RIANO et al., 2010; ROSA; GARCIA, 2009).

O rendimento da hidrélise enzimética de celulose é aumentado pela remocao de hemi-
celulose. Ligninas também devem ser removidas porque celulase adsorve sobre elas e impede
o aumento das fibras de celulose (OGEDA; PETRI, 2010). A hidr6lise de celulose pode obter
rendimentos préximos de 100% com a utilizacdo de enzimas, enquanto na hidrélise 4cida isso
nao € possivel. Porém o preco dessas enzimas ainda € muito elevado quando comparado ao
preco dos dcidos (MONTES, 2017).

A hidrélise propriamente dita, pela acao de determinados catalisadores, permite a pro-
ducdo de moléculas de agucar, através da quebra das cadeias de polissacarideos. Posteriormente
seguem-se as etapas de fermentacao e destilacdo (ROSA; GARCIA, 2009).

A hidrdlise enzimatica de celulose envolve trés etapas, iniciando pela adsorc¢ao das ce-

lulases na superficie da celulose, em seguida ocorre a quebra da celulose e posteriormente a
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dessorcao da celulase do residuo de celulose no sobrenadante. Contato fisico direto entre as en-
zimas e as moléculas do substrato é um pré-requisito para ocorrer a hidrélise (OGEDA, 2011).

Cada vez mais nota-se a otimizacdo de condi¢des que afetam o processo de hidrdlise.
Alguns dos fatores que podem alterar esse rendimento, é o tipo de pré-tratamento utilizado,
relacdo enzima-substrato, temperatura e pH do meio, tempo de duracdo da hidrdlise, concen-
tracdo do substrato, teor de umidade e drea da superficie disponivel. Estudos apontam que a
relacdo enzima-substrato € um dos fatores que mais influenciam a hidrélise, podendo atingir o
dobro da conversao de glicose quando niveis mais altos de celulases sao utilizados (CANILHA

et al., 2012; VASQUEZ, 2007; MENEZES, 2012).

2.9 Fermentacao

A fermentagdo consiste no uso de células para a produgcdao de moléculas de interesse
econdomico. O meio de cultivo deve ser adequado, sob condicdes controladas de pH, tempe-
ratura, agitacdo e na presenca de nutrientes adequados, principalmente fontes de carbono e
nitrogenio. Além disso, € indispensédvel a definicdo do microrganismo adequado a ser utilizado
(FILHO; VITOLO, 2017).

A fermentagdo alcodlica € um processo bioldgico, que utiliza, na maioria dos casos,
a levedura Sacharomyces cerevisiae. Essa levedura apresenta os melhores desempenhos em
relacdo a conversdo da glicose em etanol, produtividade e tolerancia alcodlica. A quantidade
de etanol produzido na etapa de fermentacao é dependente da quantidade de agticar produzido
na etapa de hidrélise enzimdtica. Quanto maiores concentracdes de substrato, mais agucares €
mais etanol produzido. E também necessario colocar a quantidade adequada de substrato para
que nido ocorra inibi¢do do produto final (MONTES, 2017).

Sado descritos trés principais modelos de sacarificagdo e fermentacdo para a producao
de bioetanol, tendo como ponto inicial a biomassa. Sdo eles: SHF (separate hydrolysis and
fermentation): consiste na realizacdo da hidrdlise com posterior inativa¢ido das enzimas e fer-
mentacdo; SSF (simultaneous saccharification and fermentation): a adi¢do de enzimas e de
leveduras € simultanea, logo os processos de quebra da celulose e fermentacdo ocorrem simul-
taneamente; SSCF (simultaneous saccharification and cofermentation): primeiramente ocorre
a pré-hidrdlise, em que adiciona-se apenas enzima ao substrato a um tempo e temperatura ide-

ais, em seguida a temperatura é abaixada adicionando-se mais enzimas e leveduras, iniciando
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o processo de fermentacao e sacarificacao juntos (ROSA; GARCIA, 2009; MENEZES, 2012).

Na Figura 2.12, € possivel observar esses trés processos.

Figura 2.12 — Diferentes processos de hidrdlise enzimdtica e fermentacao
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Fonte: Adaptada de (ROSA; GARCIA, 2009).

A fermentagdo pode ser conduzida por processos continuos, descontinuos ou coninuos-
alimentados. A operacdo descontinua ocorre inicialmente quando o mosto € adicionado a dorna
e entdo € inoculada com microrganismos e incubada. No decorrer do processo o volume per-
manece constante, jd que nada é adicionado ou retirado, exceto gases. Os processos conti-
nuos baseiam-se na alimentacao e retirada do mosto com uma vazao constante, de modo que
o volume seja mantido constante. O processo fermentativo em continuo-alimentado ou Melle-
Boinot, € caracterizado pela recuperacdo da levedura através da centrifuga¢do do vinho. O

ultimo processo € o mais utilizado no pais (MEDEIROS, 2019).

2.10 Curva Padrao da Glicose

Os carboidratos, juntamente com as proteinas e lipideos, sdo os constituintes principais
dos organismos vivos. Acucares redutores sdo carboidratos que sdo capazes de se oxidar na
presenca de agentes oxidantes em solucdo alcalina. A glicose e a frutose sdo monossacarideos
de seis carbonos que se diferenciam pela forma ciclica. Os monossacarideos sdo compostos
que ndo podem ser hidrolisados a compostos mais simples (MALDONADE; CARVALHO;
FERREIRA, 2013).
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Na maioria dos processos de fermentagdo alcodlica € necessdrio que seja feita a quanti-
ficagcdo de acucares redutores, como € o caso da glicose. Através desse procedimento € possivel
estimar o percentual tedrico de etanol a ser obtido, além de acompanhar a velocidade de con-
sumo dessas fontes e o quanto de agucar deixou de ser fermentado, reduzindo assim a efici€éncia
do processo. Um método que € utilizado nesse processo, € aquele que utiliza o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) como agente oxidante (LOPES, 2018). A reagdo entre o acticar redutor
e o DNS gera um produto vermelho-acastanhado.

No entanto, a quantificacdo de aguicares redutores através de DNS requer métodos que
sejam mais vidveis, tanto economicamente quanto ao tempo gasto, ja que normalmente a leitura
das amostras € feita individualmente no espectrofotometro (SANTOS et al., 2017).

A técnica de espectrofotometria € uma das técnicas analiticas amplamente difundidas e
que tem como uma de suas aplicacdes, a determinacao da concentracdo de espécies quimicas
absorvedoras em solug¢do. Ao incidir sobre a amostra, parte da intensidade do feixe de luz
pode ser absorvida pela amostra devido a excitacdo de elétrons de ligagdo em moléculas e ions
organicos. Um espectro pode trazer informacdes de absor¢do ou transmissdao em funcido do
comprimento de onda (CANASSA; LAMONATO; RIBEIRO, 2018).

Segundo a Lei de Lambert-Beer, a absorbancia é proporcional a concentracio de deter-
minada substancia. A curva padrio expressa a relacdo entre a absorbancia e a concentragdo.
Com base na andlise grafica pode-se determinar a equagdo da reta, e a partir disso é possi-
vel calcular um fator de conversao de valores de absorbancia em concentragdo (CANASSA;
LAMONATO; RIBEIRO, 2018).

Verifica-se uma relacdo linear entre absorbancia e concentra¢do, e uma relacdo loga-
ritmica entre transmitincia e concentracdo. Muitas vezes essa relacdo s6 € linear até certa
concentracao, portanto, neste caso, utiliza-se a zona em que hé linearidade, diluindo a solu¢@o
de modo que a absorbancia resultante esteja contida no intervalo da curva padrao (RABELO,

2007).
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

Nos experimentos foi utilizada casca de café, que foi doada pelo Laboratério de Com-
positos do Departamento de Engenharia (DEG), da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Além disso, na hidrélise utilizou-se o complexo enzimdtico Cellic CTec2. A atividade
enzimética do complexo utilizado € de 241 FPU/ml e foi doado pela Novozymes Latin America

(Araucaria, PR).

3.2 Pré-tratamento quimico

Para este estudo, as cascas de café foram moidas em um moinho de facas, e os grios
moidos foram selecionados através do sistema de peneiras com agitacdo automatica com malha
de 2 mm de didmetro de abertura. Posteriormente, essa biomassa foi seca em estufa a tempera-
tura de 60 °C, durante 24 h.

Em seguida, foi realizado o pré-tratamento quimico na biomassa. Esse processo foi
realizado em duas etapas. A primeira etapa foi a adi¢do da solu¢do aquosa de acido sulftrico a
1% (v/v). E na segunda etapa, as cascas de café sofreram a adi¢do de diferentes concentracoes

da solugdo de hidréxido de sédio. A primeira, contendo 0,5% e a segunda, 1% (m/v).

3.3 Pré-tratamento fisico

As cascas de café utilizadas no pré-tratamento fisico sofreram o processo de secagem e,
posteriormente, foram moidas no moinho de facas do Departamento de Engenharia da UFLA.
Para selecionar o tamanho das particulas a serem utilizadas foi necessario uma etapa

adicional de peneiramento e posteriormente uma analise granulométrica.

3.3.1 Analise Granulométrica

Para a andlise granulométrica foi utilizado um agitador de peneiras eletromagnético
(BERTEL, modelo VP-01) ilustrado na Figura 3.1. Foram utilizados cinco tamanhos diferentes

de peneiras, com Mesh de 12, 16, 20, 32 e 42.
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Figura 3.1 — Agitador de peneiras eletromagnético

Fonte: Autora (2020).

Com o auxilio de uma balanca pesou-se duas amostras da casca, com aproximadamente
100,2 gramas cada para realizagdo da andlise granulométrica em duplicata. O equipamento
permaneceu ligado durante 15 minutos, vibrando a uma frequéncia de 10 hertz. Apds esse
tempo, colheu as amostras retidas em cada peneira e as pesou.

Através disso foi possivel constatar em quais didmetros obteve-se uma maior quantidade
de massa retida. Selecionando assim trés didmetros diferentes para realizacdo do experimento,

0s Meshs de 12, 20 e 32.

3.4 Hidrolise enzimatica da casca de café

Com as cascas de café selecionadas, realizou-se os experimentos de hidrélise enzimatica
avaliando a casca de café submetida ao pré-tratamento fisico e o quimico. Todo o processo
experimental foi realizado igualmente para ambos os pré-tratamentos.

Pesou-se um grama de cada amostra e mediu-se a umidade com o auxilio de uma balanga
determinadora de umidade (Bel, modelo i-Thermo 163L). Através da umidade em base imida

() e da quantidade de massa necessdria da biomassa seca (mg), que para este experimento
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foi 5 gramas, foi possivel o cdlculo da massa total de biomassa (m7), que € a biomassa timida,

utilizando a Equacao 5.
= =

mr

Isolando m7 na equacao anterior e substituindo o valor de mg, obtém-se a Equacgao 6.

= = ©
Realizado o célculo da massa de biomassa timida necesséria para cada amostra, € consi-
derando que a umidade foi medida em 1 grama de cada amostra, foi possivel calcular a massa
em base imida, em gramas, e consequentemente o volume de dgua presente em cada amostra,
em mililitros. Como a substancia em andlise € a 4gua, e sua densidade (d) € aproximadamente
1 g/ml, pode-se considerar que a massa encontrada € igual ao seu volume, devido a Equacio 7.

d=1= "4 (N

Vi,0

Utilizando a Equagdo 4, é possivel a determina¢do da massa de 4gua na amostra.

my = Vy,0 = mr —mg =mg — 5

Com o objetivo de obter um volume reacional de 50 ml, foi necessério o cdlculo do
volume de dgua destilada a ser colocada na solucdo tampao, levando em consideracdo o volume
de 4gua em cada amostra e o volume de 0,1 ml de solu¢gdo de enzima necessario.

Sendo assim, na Equacdo 8 € possivel observar o calculo realizado para obtencdo do
volume de dgua destilada necesséario.

Vigua destitada = 50 — 0,1 = Vi,0 ()

Foi realizado uma solucdo tampao a partir do citrato de sédio e do 4cido citrico anidro.
Pesou-se 3,884 e 3,885 gramas de citrato de sédio, e 2,264 e 2,267 gramas de acido citrico
anidro, para a duplicata. As referidas massas foram obtidas utilizando-se a ferramenta disponi-
bilizada no website da AAT Bioquest (AAT BIOQUEST, 2020).

Em um baldo volumétrico foi adicionado os reagentes e uma certa quantidade de dgua
destilada, que foi medida com o auxilio de uma proveta e que variou de acordo com a umidade
de cada amostra, como mostrado anteriormente.

Em seguida, a solucdo, a casca de café e 0,1 mililitros da solugdo do complexo enzima-
tico Cellic CTec2, foram adicionadas em um frasco de Erlenmeyer, e colocadas na incubadora
shaker (Lucadema, modelo Luca-223) a 50°C por 48 horas, como mostra a Figura 3.2. Todas

as amostras foram feitas em duplicata.
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Figura 3.2 — Incubadora shaker com as amostras

Fonte: Autora (2020).

Com o auxilio de uma pipeta, foram coletadas amostras com 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas.
Assim que coletadas, as amostras foram levadas a centrifuga (Fanem, modelo Excelsa i-2206)
durante 5 minutos com rota¢do de 3000 rpm, para que houvesse separacgdo total da parte liquida

da sélida. Logo em seguida a parte liquida (sobrenadante) foi congelada e a s6lida descartada.

3.5 Analise da absorbancia

A determinagdo de acucares redutores através do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) rea-
lizada nesse trabalho, segue o método desenvolvido pela Embrapa (VASCONCELOS; PINTO;
ARAGAO, 2013).

As amostras assim que descongeladas foram colocadas em um agitador Vortex (Satra,
modelo Even Vk-28) para homogeneizar toda a solugio. Posteriormente, em um tubo de ensaio
foram adicionados 100 microlitros de amostra e 900 microlitros de dgua destilada. Todo o
volume foi medido em uma pipeta automética. Em seguida foram adicionados 1000 microlitros
de 4cido 3,5-dinitrosalicilico (3,5-DNS) nas amostras e imediatamente foram levadas para o

banho (Warmnest, modelo HH-S18) a 95°C, onde ficaram por aproximadamente 5 minutos.
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Ap6s esse tempo foram colocadas em um béquer com gelo para o resfriamento. Na sequéncia,
foi necessario diluir as amostras em 10X, portanto, foram adicionados 10 mililitros de dgua
destilada em todas as amostras.

Concomitantemente foi feita uma amostra de referéncia, na qual adicionou-se 1000 mi-
crolitros de dgua e 1000 microlitros de 3,5-DNS.

Ap0s 1ss0, as amostras foram levadas ao espectrofotometro visivel (BEL, modelo V-M5)
e analisadas em um comprimento de onda de 540nm, onde os resultados da absorbancia foram

obtidos. Para a calibra¢ido do equipamento, utilizou-se a amostra de referéncia.

3.6 Determinaciao da concentracao de glicose

Os dados da absorbancia e da concentracdo de glicose apresentados na Tabela 3.1, foram
encontrados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Engenharia Bioquimica do DEG da

UFLA.

Tabela 3.1 — Concentragdes da glicose e das respectivas absorbancias

Absorbancia [Glicose] (g/1)

0 0
0,198 0,2
0,281 0.4
0,387 0,6
0,461 0.8
0,594 1

1,16 2

A curva padrido da glicose, que expressa a relacdo da concentracio de glicose versus
absorbancia, foi construida também pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Engenharia Bi-
oquimica. Em posse dos valores da absorbancia, e através linearizacdo da curva, foi possivel

obter a quantidade de glicose que cada amostra gerou.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apo6s o peneiramento do material, foi possivel construir a Tabela 4.1, onde € possivel
observar a massa retida em cada peneira. Em seguida, pode-se obter a distribui¢do de frequéncia

(x;) e a distribuicao acumulativa (X;) mostrados na Tabela 4.2.

Tabela 4.1 — Massa da casca de café retida apds andlise granulométrica

Amostra 1 Amostra 2

Mesh  Massa peneira (g) Mafsea?reeliiadz @ Massa retida (g) Mafsez?f;?d: (@) Massa retida (g)

12 407,79 425,78 17,99 424,75 16,96

16 381,96 394,85 12,89 394,99 13,03

20 409,66 431,46 21,8 431,64 21,98

32 355,54 382,89 27,35 382,98 27,44

42 357,2 365,53 8,33 365,93 8,73
fundo 324,66 336,51 11,25 336,73 12,07

Tabela 4.2 — Dados obtidos na anélise granulométrica

Amostra 1 Amostra 2 Média
Mesh  Diametro (Um) X; (1 —Xl') X; (1 —X,') X; (1 —X,‘)
12 1400 0,1795 0,8205 0,1692 0,8308 0,17435 0,82565
16 1000 0,1286 0,6918 0,13 0,7007  0,1293  0,69625
20 850 0,2175 04743 0,2193 04814 0,2184 0,47785
32 500 0,2729 0,2014 0,2738 0,2076 0,27335 0,2045
42 355 0,0831 0,1183 0,0871 0,1204 0,0851 0,11935
fundo - 0,1183 - 0,1204 - 0,11935 -

Como a andlise granulométrica foi realizada em duplicata, era esperado que os dados
obtidos no experimento fossem préximos, o que aconteceu. Por conta disso foi realizado uma
média entre os valores de ambas as amostras para a constru¢ao dos graficos de distribuicao de
frequéncia e distribui¢do cumulativa do material peneirado foram feitos somente para a amostra

1 e estdo demonstrados nas Figuras 4.1 e 4.2, respectivamente.
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Figura 4.1 — Distribui¢do de frequéncia do material peneirado
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Figura 4.2 — Distribui¢do cumulativa do material peneirado
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Analisando o Figura 4.1, € possivel constatar a presenca de um pico no diametro de 500
um, onde aproximadamente 27,3% da massa da casca de café ficou retida na peneira. Pode-
se notar também que nos didmetros de 850 e 1400 um houve uma grande quantidade de massa
retida, ficando com 21,75% e 17,95%, respectivamente. A partir disso foi possivel selecionar os
tamanhos das particular que seriam utilizadas no experimento, ou seja, as particulas que ficaram
retidas nas peneiras com Mesh de 12, 20 e 32.

E possivel observar que os grificos de distribuicdo de frequéncia e cumulativa, Figu-

ras 4.1 e 4.2, respectivamente, nao ficaram tdo proximas do ideal, apresentadas anteriormente



41

nas Figuras 2.9 e 2.10. Isso poderia ter sido corrigido com uma moagem mais eficaz durante um
tempo maior, ja que 17,95% do material ficou retido na primeira peneira. Outro ponto obser-
vado foi a utiliza¢do de somente 5 peneiras, ja que a utilizacdo de um nimero maior de peneiras
com valores intermedidrios possibilita uma maior sensibilidade da distribuicdo dos didmetros.

Assim que as amostras foram selecionadas, tanto para o pré-tratamento fisico como para
0 quimico, seguiu-se para a medicao da umidade com 1g de cada amostra, cujo valores estdo na
Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultados da umidade em base imida nas cascas de café para ambos pré-tratamentos

Pré-tratamento Fisico Pré-tratamento Quimico
Mesh 12 Mesh20 Mesh32 0,5 % NaOH 1% NaOH
Umidade - 57  0,1172 0,1117 0,1027 0,1111 0,0820

As Figuras 4.3 e 4.4 demonstram a relac@o do pré-tratamento versus a umidade.

Figura 4.3 — Didmetro do material versus umidade no pré-tratamento fisico
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Figura 4.4 — Concentracdo de NaOH versus umidade no pré-tratamento quimico
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Analisando a Tabela 4.3 juntamente das Figuras 4.3 e 4.4, é possivel constatar que, para
o pré-tratamento fisico, as amostras apresentaram um teor de dgua que variou de 10,27% a
11,72%, ndo sendo uma diferenca muito significativa. Apesar do que foi encontrado na litera-
tura em (SILVA et al., 2017), o presente experimento mostrou que a quantidade de dgua presente
nas particulas ndo foi significativamente afetada pelo processo de moagem.

Ja para o pré-tratamento quimico, a umidade diminuiu com o aumento da concentragdo
de NaOH. Com a adi¢cdo de NaOH o principal efeito esperado era a remogao de lignina.

Através dos graus de umidade, foi possivel calcular a massa da biomassa imida que foi
necessdria, assim como o volume de d4gua em cada amostra, e o volume total de 4gua destilada na
solu¢do tampado, através das Equacdes 6, 4 e 8, respectivamente, em ambos os pré-tratamentos.
Na Tabela 4.4 € possivel observar esses valores.

Tabela 4.4 — Valores da massa biomassa imida, do volume de 4gua na amostra e do volume de dgua
destilada calculados

Pré-tratamento Fisico Pré-tratamento Quimico
Mesh 12 Mesh 20 Mesh 32 0,5 % NaOH 1% NaOH
Massa biomassa timida (g) 5,66 5,63 5,57 5,62 5,44
Volume H,O na amostra (ml) 0,66 0,63 0,57 0,62 0,44
Volume 4gua destilada (ml) 49,24 49,27 49,32 49,28 49,46

Para que a leitura no espectrofotdometro pudesse ser realizada, foi necessério que as
amostras fossem diluidas 10 vezes. Por conta disso os valores encontrados através da leitura
no equipamento precisaram ser multiplicados por 10. Esses resultados da absorbancia, para o

pré-tratamento fisico e para o quimico estdo nas Tabelas 4.5 e 4.6, respectivamente.
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Tabela 4.5 — Valores das absorbancias para o pré-tratamento fisico

Mesh 12 Mesh 20 Mesh 32
Amostral Amostra2 Média Amostral Amostra2 Média Amostral Amostra2 Média
2 horas 4,37 4,78 4,58 3,77 4,10 3,94 3,79 3,45 3,62
4 horas 5,01 5,27 5,14 4,29 4,61 4,45 4,43 4,24 4,34
6 horas 5,19 5,44 5,32 4,66 4,95 481 4,60 4,49 4,55
8 horas 5,88 5,91 5,90 5,30 5,27 5,29 4,96 5,67 5,32
24 horas 7,06 7,17 7,12 6,23 6,58 6,41 5,31 5,82 5,57
48 horas 6,98 6,94 6,96 4,05 4,22 4,14 431 6,34 5,33

Tabela 4.6 — Valores das absorbancias para o pré-tratamento quimico

0,5% NaOH 1% NaOH

Amostral Amostra2 Média Amostral Amostra2 Média
2 horas 1,92 2,17 2,05 3,65 3,96 3,81
4 horas 2,79 2,47 2,63 4,69 5,21 4,95
6 horas 3,18 2,84 3,01 5,85 6,21 6,03
8 horas 3,53 3,28 3,41 7,00 7,75 7,38
24 horas 4,65 4,23 4,44 11,02 10,11 10,57
48 horas 4,78 4,57 4,68 11,27 12,05 11,66

Através dos dados da absorbancia, é possivel obter a quantidade de glicose que cada
amostra gerou. Para isso, foi necessdrio a construc¢io da curva padrao da glicose.
Utilizando os dados obtidos na Tabela 3.1, foi possivel a construc¢do da curva padrao da

glicose e sua lineariza¢do, demonstrados na Figura 4.5.

Figura 4.5 — Curva padrio da glicose
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Na Figura 4.5 é possivel observar através do coeficiente de determinagio (R?) que os

dados utilizados para a linearizacao sdo satisfatorios, ja que este valor foi proximo de 1.
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Ainda na Figura 4.5, € possivel observar a equacdo que relaciona a concentracdo de
glicose e a absorbancia. Quando a concentracdo de glicose foi nula a absorbancia também foi
nula. Logo, pode-se concluir que a relagdo entre ambas € linear, ou seja desconsidera-se o
coeficiente linear. O que ja era esperado de acordo com a literatura. Sendo assim foi possivel
obter a equacdo da reta, y = 1,683x, em que y representa a concentracdo de glicose (g/l) e x
representa a absorbancia.

Com a equacdo da reta e as absorbancias em maos, € possivel a determinacdo das con-
centracdes de glicose obtidas experimentalmente.

Dessa forma as Tabelas 4.7 e 4.8 representam a média dos valores das concentracdes da
glicose, juntamente do seu desvio padrdo, para os pré-tratamentos fisico e quimico, respectiva-

mente.

Tabela 4.7 — Valores das concentragdes de glicose em g/l para o pré-tratamento fisico

Mesh 12 Mesh 20 Mesh 32
2horas 7,70+£0,35 6,62+0,28 6,09+0,29
4horas 8,65+022 749+027 7,30+0,16
6 horas 8,95 +0,21 8,09+0,24 7,65+0,09
8 horas 9,92+0,03 8,89+0,03 8,95+0,60

24 horas 11,97 £0,09 10,78 +£0,29 9,37 +0,43
48 horas 11,71+0,03 6,96+0,14 896+1,71

Tabela 4.8 — Valores das concentragdes de glicose em g/l para o pré-tratamento quimico

0,5% NaOH 1% NaOH
2horas 3,44 +0,21 6,40 + 0,26
4 horas 4,43+0,27 833+044
6 horas 5,07+0,29 10,15+0,30
8horas 5,73+0,21 12,41+0,63
24 horas 747 +0,35 17,78 +0,77
48 horas 7,87+0,18 19,62 +0,66

Em posse dos valores das concentragdes de glicose, foi possivel a construcao do grafico
concentracao de glicose versus tempo. As Figuras 4.6 e 4.7 representam essa relacdo para o
pré-tratamento fisico e para o quimico, respectivamente. Esses graficos foram construidos com

os valores médios das amostras.
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Figura 4.6 — Relagdo tempo (h) versus concentragdo de glicose (g/1) no pré-tratamento fisico
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Figura 4.7 — Relagdo tempo (h) versus concentragdo de glicose (g/1) no pré-tratamento quimico
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Observa-se que o comportamento da curva concentracio de glicose versus tempo foi o

mesmo para os trés casos estudados no pré-tratamento fisico. Nota-se também, que 0 mesmo

ocorreu para os dois casos do pré-tratamento quimico.

Analisando os resultados obtidos com o pré-tratamento fisico, através da Figura 4.6, é

possivel observar que a concentracao de glicose teve um aumento mais significativo nas primei-
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ras 2 horas, considerando que no inicio do experimento a concentracdo de glicose nas amostras
era nula. Comparando os dados obtidos com 2 horas e com 8 horas de experimento, observa-se
um aumento de 28,83%, 34,29% e 46,96% na concentracdo de glicose, para as amostras de
Mesh 12, 20 e 32, respectivamente. Fazendo a mesma comparagdo dos dados com 8 horas e 24
horas de experimento, nota-se um aumento de 20,66%, 21,25% e 4,69%, para as amostras de
Mesh 12, 20 e 32, respectivamente. Logo, conclui-se que nas primeiras 8 horas ha um aumento
significativo na concentracdo de glicose. Ja com 24 horas de experimento ainda se nota um
aumento, porém menor do que o anterior.

Com 24 horas, ainda no pré-tratamento fisico, constatou-se que a concentracao de gli-
cose atingiu seu maximo. No fim do experimento, com as 48 horas atingidas, pode-se observar
que a concentracdo de glicose diminuiu. O mesmo ocorreu para as 3 amostras utilizadas nesse
pré-tratamento. Um fator que pode estar relacionado com a diminui¢do da concentracio de
glicose, é uma possivel contamina¢@o no meio reacional.

Um dos fatores que afetam diretamente a hidrdlise é o tempo de reacdo, ou seja, para
uma maior conversao de glicose, neste caso, o processo deveria ter sido finalizado 24 horas ap6s
o inicio. Portanto, para este experimento, o tempo de 48 horas poderia ser descartado.

Ainda na Figura 4.6, é possivel comparar o aumento da concentracdo de glicose entre as
3 amostras. Observa-se que a amostra com maior didmetro, Mesh 12, foi a que produziu glicose
em maior quantidade desde o inicio do experimento, atingindo seu maximo de 11,97 g/l com 24
horas apds o inicio. Em seguida nota-se a amostra com didmetro médio, Mesh 20 e por ultimo
a amostra com menor didmetro, Mesh 32.

Avaliando os resultados no pré-tratamento quimico, Figura 4.7, observa-se que nas pri-
meiras 8 horas o aumento da concentragdo de glicose foi quase linear. O méximo da concentra-
cao foi atingida com 48 horas, e ndo com 24 como o anterior. O mesmo ocorreu para ambas as
amostras.

Ao contrario do que houve no pré-tratamento fisico, no pré-tratamento quimico nao
houve declinio da quantidade de glicose. Foi possivel constatar que a partir de 24 horas, a
concentracdo de glicose tende a ficar mais estavel.

Na Figura 4.7, é possivel comparar, as 2 amostras deste pré-tratamento. Nota-se que
a amostra com 1% de NaOH produziu glicose em maior quantidade do que a amostra com
0,5% de NaOH. A maior quantidade de glicose produzida por essas amostras foi de 19,62 e

7,87 g/l, respectivamente, com 48 horas apds inicio do experimento. Neste caso houve uma



47

diferenca significativa na producdo de glicose. A partir disso pode-se comprovar a teoria de que
com a adicao de alcalinos € possivel remover a lignina e hemicelulose, sem degradar a cadeia
celulésica, podendo assim obter maiores concentragdes de glicose.

Comparando ambos os experimentos, constata-se que entre as amostras do Mesh 12 e
com 1% de NaOH, até as 4 horas iniciais, a primeira amostra foi a que produziu glicose em
maior quantidade. Porém a partir desse tempo até o final do experimento, a segunda amostra
apresentou um melhor resultado, com uma maior concentragdo de glicose. Comparando-se as
concentracdes finais com as concentragdes da primeira aferi¢do, nota-se que as amostras com
Mesh 12 e 1% de NaOH, tiveram um aumento de 52,07% e 206,56%, respectivamente. Ou seja,
o pré-tratamento quimico adicionando 1% de NaOH na casaca de café foi o mais eficaz.

A alta concentracdo de glicose encontrada na amostra com 1% de NaOH, pode ser ex-
plicada devido ao inchago e aumento da superficie interna da celulose, e consequentemente o
rompimento da lignina, que este tipo de pré-tratamento provoca. Com o rompimento dessa bar-
reira fisica, pode-se concluir que na etapa de hidrélise houve uma maior degradagado da celulose,
e consequentemente maior conversao de glicose.

O resultado encontrado neste trabalho condiz com a literatura. Enquanto os pré-tratamentos
quimicos aumentam a digestibilidade da biomassa e tornam a celulose mais acessivel as enzi-
mas os pré-tratamentos fisicos sdo relativamente ineficientes no aumento da digestibilidade da
biomassa. Portanto, a utiliza¢do do pré-tratamento quimico é melhor, quando comparado ao

pré-tratamento fisico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A escolha do pré-tratamento a ser utilizado na biomassa lignocelul6sica esta diretamente
relacionada com uma maior conversdo do bioetanol. A casca de café foi a biomassa escolhida
para a realizacdo deste trabalho. O grande volume de residuos gerados e a composicao estrutu-
ral, foram alguns dos motivos que levaram a essa escolha.

Dois pré-tratamentos foram escolhidos para estudo, o fisico e o quimico. No pré-
tratamento fisico, a amostra de Mesh 12, obteve a maior concentragdo de glicose, com 11,97 g/l,
apos 24 horas do inicio do experimento. Ja para o pré-tratamento quimico, a amostra com 1%
NaOH, apresentou sua conversao méaxima, de 19,62 g/l com 48 horas de experimento. Portanto,
o segundo pré-tratamento foi o que obteve maior conversao de glicose.

Avaliando os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel constatar que, realizando-se
pré-tratamentos adequados na casca de café, é possivel produzir altas concentracdes de glicose
através da hidrolise enzimética da biomassa, para posterior producio de bioetanol. Porém,
para verificar a possibilidade da produ¢do em larga escala, faz-se necessario estudos adicionais,
principalmente quanto a viabilidade econdmica.

Dessa forma, diante da necessidade mundial em encontrar fontes de energia que sejam
renovaveis e que consigam suprir a grande demanda energética, substituindo assim, as fontes ja

existentes, a casca de café pode se tornar uma das alternativas com grande potencial.
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