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RESUMO

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil € o maior
exportador mundial de café e, consequentemente, gerador de uma consideravel quantidade de
residuos (cascas de café) que representam uma fonte natural, barata e abundante que pode ser
utilizada para producéo sustentavel de bioenergia, biocombustiveis e bioprodutos de maior
valor agregado. Nesse aspecto, a producdo de biogas e bioetanol de segunda geracdo (2G) a
partir desta biomassa, seria uma alternativa estratégica e interessante do ponto de vista
ambiental, mas requer uma etapa de pré-tratamento para fracionar seus constituintes
lignocelulodsicos. No presente trabalho foi utilizado o pré-tratamento oxidativo com ozonio das
cascas de café, cujas variaveis estudadas incluiram a razéo liquido sélido (RLS, mL/g), o pH e
a carga de ozonio especifica aplicada (COEA, mg Os/gcascas). O objetivo principal do pré-
tratamento foi solubilizar as hemiceluloses e a lignina, de forma a gerar uma fracéo solida rica
em celulose (que poderia ser direcionada a producdo de etanol 2G apds sua hidrélise
enzimatica) e uma fracdo liquida residual destinada a recuperacdo de energia via producao de
biogas (metano e hidrogénio). Apos a hidrolise enzimatica, a fracdo solida que resultou em
maior producdo estimada de etanol 2G (36 mg etanol/g casca pré-tratada) foi aquela resultante
do ensaio que empregou RLS de 10 mL/g, pH 11 e COEA de 81,0 mg Os/g cascas. O hidrolisado
gerado nessas condigdes obteve, por digestdo anaerdbia em fase Gnica, uma producdo de metano
de 29 NmL CHa4/g cascas. Considerando a digestao anaerdbia em fase Unica, a maior producao
de biogas (36 NmL CHa4/g cascas) foi obtida com o hidrolisado gerado no ensaio que empregou
RLS 10 mL/g, pH 11 e COEA 18,5 mg Oz/g cascas, levando a uma recuperagdo energética de
0,81 kJ/g cascas. Carvdo ativado em p6 (CAP), na dose de 4 g/L, foi adicionado ao frasco-reator
com vistas a reduzir a toxicidade aos microrganismos anaerdbios e melhorar a recuperacao
energética deste processo, levando a uma producdo de metano de 86 NmL CHa/g cascas e
recuperacdo de energia de 2,37 kJ/g cascas. Por outro lado, ao se aplicar a digestdo anaerobia
em duas fases, a producdo de metano aumentou para 49 NmL CHa/g cascas, com producdo
adicional de hidrogénio de 19 NmL H»/g cascas, cuja queima combinada resultaria em
recuperacgdo energética de 1,40 kJ/g cascas. Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que
as cascas de café possuem potencial para serem utilizadas como matéria-prima em
bioprocessos, ao gerar, a partir do pre-tratamento por ozonizagéo, hidrolisados susceptiveis a
digestdo anaerdbia para a producdo de biogéds (CH4 e Hz) e uma fragdo sélida susceptivel a
producdo de etanol de segunda geracéo.

Palavras-chave: cascas de café, pré-tratamento, ozondlise, biogas, digestdo anaerobia,
hidrolise enzimatica
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ABSTRACT
According to the Brazilian National Supply Company (CONAB), Brazil is the world's largest

exporter of coffee and, as a result, generates a considerable amount of waste (coffee husks) that
represent a natural, cheap and abundant source that can be used for the sustainable production
of bioenergy, biofuels and higher value added bioproducts. In this aspect, the production of
second generation biogas and bioethanol (2G) from this biomass would be an strategic and
interesting alternative from an environmental point of view, but it requires a pretreatment stage
to fractionate its lignocellulosic constituents. In the present study, oxidative ozone pretreatment
of the coffee husks was tested, whose variables included the solid liquid ratio (RLS, mL/g), pH
and applied specific ozone load (COEA, mg Os/g husks). The main objective of the pre-
treatment was to solubilize hemicelluloses and lignin, in order to generate a solid fraction rich
in cellulose (which could be directed to the production of 2G ethanol after its enzymatic
hydrolysis) and a residual liquid fraction intended to the recovery of energy via biogas (methane
and hydrogen) production. Solid fraction that led to the highest estimated 2G ethanol production
(36 mg ethanol/g pretreated husk) was that resulting from the pretreatment test employing RLS
of 10 mL/g, pH 11 and COEA of 81,0 mg Oz/g husks. The hydrolyzate obtained under these
conditions generated, by anaerobic digestion in a single step, a methane production of 29 Nml
CHoa/g husks. Considering single-stage anaerobic digestion, the highest biogas production (36
NmL CHa4/g husks) was obtained with the hydrolyzate generated in the test using RLS 10 mL/g,
pH 11 and COEA 18,5 mg Os/g husks, leading to an energy recovery of 0,81 kJ/g husks.
Powdered activated carbon (CAP) at the 4 g/L dose was added to the reactor to reduce toxicity
to anaerobic microorganisms and to improve the energy recovery of this process, leading to
methane production of 86 NmL CH4/g husks and energy recovery of 2,37 kJ/g husks. On the
other hand, when two-stage anaerobic digestion was applied, methane production increased to
49 NmL CHa/g husks, with additional hydrogen production of 19 NmL H2/g husks, whose
combined burning would result in energy recovery of 1,40 kJ/g husks. The results obtained in
this study show that the coffee husks have the potential to be used as raw material in
bioprocesses, by generating, after its ozonation, hydrolysates susceptible to anaerobic digestion
for the production of biogas (CH4 and H>) and a solid fraction susceptible to the production of

second generation ethanol.

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

hydrolysis
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1. INTRODUCAO

O aumento acentuado da demanda por energia e a dependéncia continua de combustiveis
fosseis causam preocupacdes, em nivel mundial, pois a incerteza do abastecimento futuro e o
impacto ambiental gerado com o uso desses combustiveis sao evidentes. Neste aspecto, a busca
por energia sustentavel é um dos muitos desafios que a humanidade tem enfrentado. Cada pais
devera, entdo, concentrar esforgos para modificar sua matriz energética para ter um maior leque
de opcdes. Para que isso aconteca, é essencial diminuir a dependéncia de fontes energéticas ndo
renovaveis e procurar o maior namero possivel de formas de energias alternativas (COUTO et
al., 2004; KING et al., 2013).

Os biocombustiveis tém se tornado uma opcdo ideal para suprir a grande demanda de
energia que o planeta enfrenta atualmente e se mostram excelentes substitutos dos combustiveis
fosseis. Sua producéo e uso tém crescido recentemente e suas vantagens sobre os combustiveis
derivados do petrdleo se mostram promissoras (SAINI; SAINI; TEWARI, 2014). Em
particular, o biogas € uma fonte alternativa de energia que tem sido amplamente estudada e
reconhecida para o suprimento de energia em um futuro préximo. Como o biogas (mistura de
metano e dioxido de carbono) é produzido por digestdo anaerobia de matéria organica, ele é
considerado um combustivel limpo e ambientalmente favoravel e tem sido usado para geracéo
de calor, vapor e eletricidade e, ainda, como combustivel de veiculos (APPELS et al., 2008).
De fato, vérios estudos retratam que a digestdo anaerdbia tem se mostrado promissora para a
transformacdo da biomassa lignoceluldsica em energia renovavel, uma vez que é possivel
realizar a conversao microbiana da matéria organica em biogases com potencial energético, tais
como, CHs4 e Hz2 (HEISKE et al., 2013; ZHENG et al., 2014).

Para os paises em desenvolvimento, como o Brasil, a biomassa constitui a mais
promissora fonte alternativa para uma situacdo de suprimento energético que sO tende a se
agravar (COUTO et al., 2004). A biomassa lignocelulésica, por exemplo, representa uma fonte
natural, barata e abundante que pode ser explorada para producdo sustentavel de bioenergia,
biocombustiveis e bioprodutos de elevado valor agregado. Como exemplos de biomassa
lignocelulosica, pode-se citar o bagaco da cana-de-agucar, as cascas de café, eucalipto, milho e
arroz (PANDEY et al., 2000a; ZHENG et al., 2014).

Anualmente grandes quantidades de residuos lignoceluldsicos sdo acumuladas no planeta
em decorréncia da producdo agricola ou agroflorestal. Tais biomassas residuais estdo
disponiveis em uma forma razoavelmente limpa e em larga escala, porém, muitas vezes, a

1



disposicdo final desses materiais € inadequada, gerando impactos ambientais, e portanto, ndo
possibilitando o aproveitamento de seu contetido energético ou quimico (BRAGATTO, 2010;
ZHENG et al., 2014).

Dessa forma, a aplicacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos, tais como a
producdo de biogas, contribui para o suprimento de energia e ajuda a mitigar o problema de
poluicdo que pode ser causado pela disposi¢do inadequada dos mesmos (PANDEY et al.,
2000a). Além disso, a utilizacdo de residuos ajuda a controlar as mudancas globais no clima,
reduzindo emissbes de gases poluentes como o CO2, e contribui com a diminuicdo da
dependéncia de combustiveis fésseis (FRIGON; GUIOT, 2010; SAINI; SAINI; TEWARI,
2014).

De acordo com a Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento da Europa (OCDE)
e a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), o Brasil é o maior
produtor e exportador de acucar, além de ter posicdo de destaque no setor agricola devido a
producdo de soja, milho e algoddo. Ademais, de acordo com a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), o Brasil é o maior exportador mundial de café. Neste cenério, é
possivel perceber que, além de produtor, o pais é gerador de uma consideravel quantidade de
residuos (CONAB, 2017; OECD-FAOQ, 2016). Tendo em vista essa situacéo, as cascas de café,
geradas durante o beneficiamento do fruto, foram escolhidas como a biomassa lignocelulésica
para ser utilizada neste trabalho.

As cascas de café sdo o subproduto gerado durante o processamento do café, cujo
rendimento pode atingir 50% do peso na colheita (ROCHA et al., 2006), ou seja, para produzir
1 tonelada de café é gerada, aproximadamente, 1 tonelada de cascas. Como a producéo de café
para 2017 esta estimada em 45,6 milhGes de sacas de 60 quilos de café beneficiado, espera-se
que sejam geradas 2,7 milhdes de toneladas de biorresiduo, sendo Minas Gerais 0 maior
produtor, respondendo por mais de 58,1% da producdo nacional (CONAB, 2017).

Os residuos lignocelulosicos possuem elevada resisténcia a degradacdo quimica e
biologica que é explicada, principalmente, pela presenca de lignina e hemiceluloses na
superficie da celulose (ZHANG, 2008). Em decorréncia da complexidade estrutural
apresentada pelas biomassas lignocelulésicas, 0 uso das mesmas como matéria-prima para
producdo de bioenergia, como o biogas, e compostos quimicos de elevado valor agregado,
necessita de uma etapa prévia de tratamento. O principal objetivo desta etapa é desagregar ou
romper as interagOes existentes dentro do complexo lignocelulésico (reduzir o tamanho das

particulas, aumentar a area superficial e volume de poros, reduzir o teor de lignina e diminuir a
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cristalinidade da celulose), facilitando o acesso e a digestibilidade enzimatica e microbiolédgica
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; MUSSATTO; DRAGONE, 2016). Além disso, visto que ap0s
0 pré-tratamento sdo obtidas fracdes solidas e liquidas, é possivel produzir biogas tanto através
da fracéo solida na digestdo anaerdbia em fase sélida (DA-S), como atraves do uso da fracédo
liquida (hidrolisado), obtido no pré-tratamento, pelo processo de digestdo anaerobia em fase
liguida (DA-L). Ademais a fracdo sélida gerada, rica em celulose, pode ser utilizada na
producdo de etanol de segunda geracao depois de passar por uma etapa de hidrolise enzimatica
seguida de fermentacdo alcodlica (GOUVEA et al., 2009).

Como técnica de pré-tratamento, pode-se citar a 0zonizagdo, visto que o 0z6nio é um
poderoso oxidante de materiais organicos como a biomassa lignocelulésica, ja que 0 mesmo
degrada a lignina e parte das hemiceluloses (TAHERZADEH; KARIMI, 2008; ZHENG et al.,
2014). A ozonizacdo ja tem sido usada com diferentes tipos de biomassas para melhorar sua
biodegradabilidade, destacando-se a palha de trigo, aveia, cevada, arroz, bagaco de cana,
gramas e serragem de diferentes espécies de arvores. Além disso, 0 0z6nio tem sido utilizado
como técnica de tratamento na industria de papel e celulose na etapa de branqueamento com
vistas a remocao de residuos e fragmentos de lignina da superficie da fibra, no entanto, poucos
trabalhos abordam este pré-tratamento para cascas de café (SUMATHI; HUNG, 2004;
TRAVAINI et al., 2015).

Pelo exposto, o objetivo deste trabalho é estudar o processo de ozonizagdo de cascas de
café como técnica de pré-tratamento que visa produzir hidrolisados (fracdo liquida)
biodegradaveis que seriam entdo utilizados na producdo de biogas (metano e/ou hidrogénio)
via digestdo anaerodbia e uma fracdo sélida que poderia ser utilisada para producdo de bioetanol

2G apds hidrolise enzimética.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da oxidacdo com ozénio no pré-
tratamento de cascas de café e a influéncia dos parametros de processo (RLS, pH e COEA) na
obtencdo de hidrolisados susceptiveis a digestdo anaerobia para a producao de biogas (CH4 e

H>) e de uma fracdo sélida susceptivel a producédo de etanol 2G apds hidrolise enzimaética.

2.2 Objetivos especificos

i. Determinar as variaveis operacionais significativas para o pré-tratamento
oxidativo com ozonio das cascas de café, objetivando a liberacdo de acUcares
fermentesciveis e a preservacdo da celulose na fracao solida.

ii.  Avaliar o potencial de producgéo de biogas (CH4 e/ou H>) pela digestdo anaerobia
dos hidrolisados obtidos no pré-tratamento oxidativo das cascas de café.

iii.  Avaliar o modelo cinético que melhor descreve os dados de producéo de biogas.

iv.  Avaliar a producdo estimada de etanol 2G apos hidrdlise enzimatica da fracdo
solida.

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

do pré-tratamento oxidativo e da digestdo anaerobia.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bioenergia

O mundo se encontra diante de um grave problema no que diz respeito ao seu suprimento
sustentavel de energia. A demanda energética na sociedade moderna cresce a cada dia e grande
parte é suprida por combustiveis fosseis que, além de ndo serem renovaveis, causam danos ao
meio ambiente. Todo ano, a atmosfera terrestre recebe cerca de 15 bilhdes de toneladas de gas
carbonico (COz) e os combustiveis fosseis sdo grandes contribuintes dessas emissdes que estao
diretamente relacionadas com as alteracdes climaticas no planeta. Por esses motivos, ha grande
interesse na producdo e uso de combustiveis originados de materiais vegetais ou residuos
organicos para desenvolvimento de energias sustentaveis e renovaveis (CHANDRA,;
TAKEUCHI; HASEGAWA, 2012; COUTO et al., 2004; LEHMANN, 2007).

Fontes renovaveis de energia sdo aquelas que podem ser usadas varias vezes sem se
esgotarem, tais como a energia solar, hidrica, eolica, geotérmica e a biomassa. Tais fontes sao
abundantes e se encontram em uma forma razoavelmente limpa na natureza (PANWAR,;
KAUSHIK; KOTHARI, 2011).

A bioenergia é a Unica fonte renovavel que pode substituir os combustiveis fésseis em
todos os mercados energéticos: geracdo de calor, eletricidade e combustiveis para transporte.
Esse tipo de energia ja possui uma contribuicado significativa para suprir a demanda global com
possibilidade de ser ainda maior no futuro, o que diminuiria as emissdes de gases estufa e
contribuiria para 0 meio ambiente. Além disso, 0 uso da bioenergia pode contribuir para o
desenvolvimento social e econdmico de comunidades rurais, melhorando o gerenciamento de
recursos e residuos agricolas (BAUEN et al. 2009).

E de suma importancia inverter o atual quadro de consumo energético, dependente de
fontes em fase de esgotamento, para um cenario com um maior nimero de alternativas. Para 0s
paises em desenvolvimento, como o Brasil, a biomassa constitui uma fonte alternativa
promissora, por ser renovavel e abundante (COUTO et al., 2004).

A biomassa consiste em qualquer matéria organica de origem vegetal ou animal e esta
disponivel em muitas formas e a partir de diferentes fontes, por exemplo, produtos florestais
(residuos de processos nas madeireiras e tratamentos silvicolas tais como serragem, licor negro,
etc.); produtos agricolas (residuos da colheita e de processamento de alimentos, esterco animal,

etc.) e outros residuos (lamas de depuracdo, componentes organicos dos residuos sélidos



urbanos, etc.) (BAUEN et al., 2009). Do ponto de vista energético, biomassa é todo recurso
renovavel, oriundo de matéria organica, que pode ser utilizado na producdo de energia
(MARCONATO; SANTINI, 2008).

A biomassa lignoceluldsica residual (residuos agroindustriais) tem sido amplamente
estudada para a conversdo em biocombustiveis, nas chamadas biorrefinarias. Esta conversao
tem aspecto ambiental favoravel, ja que a emissdo de CO2 na atmosfera é compensada pela
absorcédo desse gas durante o desenvolvimento vegetativo de novas biomassas (BRAGATTO,
2010).

O conceito de biorrefinaria é analogo ao de refinarias de petréleo, ou seja, € uma
instalacdo que integra processos, equipamentos e tecnologias capazes de converter a biomassa
em combustiveis, energia e produtos de valor agregado (CHERUBINI, 2010).

Existem trés tecnologias principais para converter a biomassa em energia: conversao
termoquimica, fisico-quimica e bioldgica. Na conversdo termoquimica, a biomassa é submetida
a elevadas temperaturas e pode gerar calor e eletricidade além de combustiveis liquidos, como
0 bio-6leo e gasosos. A conversdo fisico-quimica € utilizada para produzir combustiveis
liquidos, como o biodiesel ou o 6leo vegetal. Por outro lado, a conversdo bioldgica utiliza
micro-organismos para produzir combustiveis liquidos ou gasosos como o etanol e o biogés
(BAUEN et al., 2009; DEMIRBAS; OZTURK; DEMIRBAS, 2006).

As biorrefinarias podem ser classificadas em func¢éo do tipo de biocombustivel (12 ou 22
geracdo) produzido. Os biocombustiveis de 1% geracdo sdo obtidos de matérias-primas
utilizadas em industrias de alimentos, como o etanol, obtido do milho, beterraba ou da cana-de-
acucar. A utilizacdo destes materiais para producdo de combustiveis compete diretamente com
a producdo de alimento, o que gera conflitos éticos, politicos e ambientais. Dessa forma, ha um
maior interesse em biocombustiveis de 2?2 geracdo que sdo obtidos de matérias-primas baseadas
em residuos e culturas de base ndo alimentar (CHERUBINI, 2010).

Biocombustiveis de segunda geracdo incluem biogéas (hidrogénio e metano), bio-6leo e
alcoois (SAINI; SAINI; TEWARI, 2014). Esses biocombustiveis sdo produzidos a partir de
uma variedade de residuos agricolas e agroflorestais, que inclui materiais lignocelulésicos
como bagacos, cascas, serragens, madeiras, dentre outros (CHERUBINI, 2010). A producéo de
biocombustiveis de segunda geracdo derivados da biomassa lignoceluldsica possui aspectos
favoraveis do ponto de vista ambiental. No mundo inteiro, elevadas quantidades de residuos
sdo geradas em atividades agroflorestais e grande parte desses residuos é simplesmente

gueimada para produzir calor e eletricidade. No entanto, o uso da biomassa lignocelulésica
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pode ter grande potencial na geracdo de biocombustiveis liquidos e/ou de produtos de maior
valor agregado (MENON; RAO, 2012; NAIK et al., 2010).

A meta para tecnologias de 22 geracao €, portanto, produzir biocombustiveis sustentaveis
de baixo custo, a partir de uma ampla gama de recursos que nao competem com a producao de
alimentos e que possuam emissdes de gases estufa significativamente menores do que
biocombustiveis de 12 geracdo (BAUEN et al., 2009).

3.2 Biomassa lignocelulésica

Por biomassa lignoceluldsica entende-se toda a matéria de origem vegetal, seja ela a
floresta nativa ou plantada; as culturas agricolas e seus residuos (ex. cascas e galhos de arvores,
bagaco e palha de cana; cascas de arroz, palha e sabugo de milho ou cascas de café, etc.); bem
como fezes de animais ruminantes. A biomassa lignocelulosica é a fonte biologica renovavel
mais abundante na Terra. E uma fonte natural e barata que pode ser explorada para producio
de biocombustiveis (DINIZ, 2008).

Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos basicamente dos biopolimeros celulose,
lignina e hemiceluloses, juntamente com uma pequena quantidade de outros materiais como
proteinas, sais minerais e metabdlitos secundarios, sendo que sua composi¢cdo quimica varia
consideravelmente de espécie para espécie, com varia¢do até na mesma espécie, dependendo
da idade, fase de crescimento, tipo de solo, estresse hidrico, indice de radiacdo solar, dentre
outras (PANDEY et al., 2000a; PEREZ et al., 2002; ZHANG, 2008).

Tais residuos podem ser convertidos em biocombustiveis, energia e produtos quimicos
de elevado valor agregado quando usados como matéria-prima biorrenovavel em processos
capazes de realizar a conversao microbiana de carboidratos, contidos na forma de celulose e
hemiceluloses, em estruturas menos complexas, liberando assim agucares fermentesciveis (Cs
e Cs) (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

Os carboidratos da parede celular, na forma de celulose (glicose) e hemiceluloses
(arabinose, galactose, glicose, xilose e manose), representam substratos que podem ser
convertidos em biogas. Contudo, a complexidade das interagfes dos trés constituintes principais
(celulose, hemiceluloses e lignina) na parede celular é o grande desafio tecnolégico para a
recuperacdo e fermentagcdo dos carboidratos (SUN et al., 2004). A Figura 1 esquematiza a
composi¢do de uma biomassa lignocelulésica, na qual é possivel visualizar a estrutura de uma
celula vegetal, a parede celular, as microfibrilas e macrofibrilas, bem como seus principais

constituintes (celulose, hemiceluloses (polioses) e lignina).



Figura 1: Esquema da estrutura lignoceluldsica recalcitrante contendo celulose,
hemiceluloses e lignina. Fonte: Adaptado de (RUBIN, 2008).
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3.2.1 Celulose

A celulose pode ser descrita como um polimero com regides cristalinas e amorfas. Sua
forma depende da origem do material da parede celular e de como ele foi obtido (BARTON,
1988). Considerada o principal componente estrutural da parede celular das plantas, a celulose
é formada por uma longa cadeia de moléculas de glicose conectadas umas as outras por ligacGes
glicosidicas (RUBIN, 2008).

Portanto, a celulose é um homopolimero linear composto por unidades de D-B-
anidroglicopiranose ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo f-(1-4). Tendo o dimero celobiose

como unidade basica de repeticdo, a celulose pode ser considerada como um polimero de
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celobiose. Na estrutura da celulose, dois monémeros de glicose adjacentes séo ligados pela
eliminacdo de uma molécula de &gua e esta ligacdo da origem a celobiose. A cadeia de celulose
pode conter até 10.000 unidades de glicose. A Figura 2 mostra de modo simplificado a estrutura

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

Figura 2 - Estrutura molecular da celulose. Fonte (KLEMM et al., 1998).
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Devido a sua estrutura complexa, a celulose ndo é facilmente degradada. Para que sua
cadeia seja convertida em monémeros de glicose é necessaria uma etapa de hidrélise, que pode
ser acida ou enzimatica. Entretanto, a presenca de hemiceluloses e lignina dificulta a acdo de
acidos e, principalmente, de enzimas, demandando assim uma etapa de pré-tratamento na
biomassa para maximizar a etapa de hidrélise. Entéo, os aclcares liberados na etapa de hidrolise
podem ser utilizados em biorrefinarias para producdo de etanol ou outros compostos quimicos
de valor agregado, tais quais etileno, propeno, buteno, propileno, acidos acrilicos, poliéster,
dentre outros (KUMAR et al., 2009).

3.2.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses, também chamadas de polioses, sdo heteropolissacarideos com cadeias
menores que as da celulose, porém com muitas ramificagdes. S&o macromoléculas heterogéneas
gue contribuem para a rigidez da parede celular da planta. Elas estdo associadas as microfibrilas
de celulose por ligacbes de hidrogénio e sdo responsaveis por promoverem a unido das
microfibrilas de celuloses adjacentes (MCKENDRY, 2002).

As hemiceluloses possuem carater amorfo e massa molar relativamente baixa
(HOLTZAPPLE, 1993). A principal diferenga das hemiceluloses para a celulose é que a

primeira possuiu ramificagdes em sua cadeia principal com cadeias laterais curtas de diferentes



acucares que, por isso sdo mais facilmente hidrolisiveis. Além disso, o carater amorfo das
hemiceluloses garante maior acessibilidade dos reagentes, facilitando as rea¢6es de hidrolise
(PEREZ et al., 2002).

As hemiceluloses representam de 20 a 30% da biomassa lignoceluldsica. A estrutura de
varios tipos de hemiceluloses depende do tipo de planta e pode variar até mesmo entre
diferentes partes da mesma planta. Suas cadeias possuem composi¢do heterogénea constituidas
por pentoses (agucares de 5 carbonos como a B-D-xilose e a-L-arabinose), hexoses (agucares
de 6 carbonos como a -D-manose, B-D-glicose ¢ a-D-galactose) e acidos urénicos (acidos de
cadeia ciclica como o B-D-glicourénico, a-D-galactourénico e o a-D-4-O-metilglicourdnico)
(MARABEZI, 2009; SAHA, 2003). Na Figura 3 é possivel ver a estrutura dos principais

constituintes das hemiceluloses.

Figura 3: Estrutura dos principais constituintes das hemiceluloses. Fonte: (BRUM, 2007).
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COOH H
QOH H _+4—OH H OOH
c-H DH oH' )Qﬂ"a OH
H4CO OH HO H
H OH OH H
a-D-arabinopiranose  p-D-manose dcidoo-D-4-O-metilglucurénico  a-L-fucase
O OH OH COOH
| " o' 1 Hm‘.|  on
: H
HO” H  OH o OH L
o-L-arabinosefuranose o-D-galactose acidowu-D-galacturdnico
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3.2.3 Lignina

A lignina é a segunda macromolécula mais abundante na superficie terrestre, superada
apenas pela celulose, representando de 15 a 35% da massa seca dos materiais lignocelulosicos.
Sua complexa estrutura de carater fenolico desempenha papel importante para o suporte
mecanico das plantas, formando uma estrutura rigida e hidrofébica, que permite a conducéo de
agua da base até o topo em grandes plantas vasculares, além da defesa contra patégenos
(BRAGATTO, 2010).

A lignina pode ser considerada como a “cola” celular, responsavel por promover ao tecido
das plantas e as fibras individuais forca compressiva, e a parede celular resisténcia contra a
deformacéo. Aléem disso, € responsavel por unir as diferentes células vegetais e fornecer
resisténcia bioldgica a planta contra insetos e micro-organismos (RUBIN, 2008).

Em contraste com a celulose e as hemiceluloses, que se organizam em cadeia, 0
mecanismo de polimerizacdo da lignina resulta em uma trama tridimensional de compostos
fendlicos que envolvem os outros componentes da parede celular, protegendo-os contra a
atuacdo de enzimas hidroliticas produzidas por microrganismos patogénicos e saprofitos. 1sso
faz com que a lignina seja altamente recalcitrante a degradacdo quimica e bioldgica (BOND;
ALONSO; DUMESIC, 2013).

De acordo com FENGEL e WEGENER (1989) a lignina é uma macromolécula complexa
com estrutura de natureza aromatica, elevada massa molar que é sintetizada pela célula vegetal
a partir de uma polimerizacdo desidrogenativa de trés alcoois fenilpropandides (p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico) formando um arranjo amorfo com grandes quantidades de ligacdes
cruzadas entre 0s anéis aromaticos. A Figura 4 apresenta a estrutura desses alcoois.

A presenca de diferentes unidades precursoras e o elevado nimero de combinagdes
possiveis entre essas unidades faz com que a estrutura da macromolécula de lignina seja bem
mais complexa que as estruturas da celulose e das hemiceluloses. Na literatura existem varios
modelos de lignina construidos a partir de analises de grupos funcionais e anélises
espectroscopicas. A estrutura da lignina ainda € matéria de estudo e modelos vém sendo
propostos (FANG et al., 2016). A Figura 5 mostra uma representacdo esquematica de uma

macromolécula de lignina de madeiras moles.
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Figura 4: Precursores primérios envolvidos na formacgdo da lignina por polimerizagdo
desidrogenativa (&lcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico). Fonte: Adaptado
de (FENGEL; WEGENER, 1989).

HO HO HO
1 Haco: 1 H3CO: 1 “OCH,3
OH OH OH
Alcool p-curmarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 5: Representacdo esquematica de uma macromolécula de lignina de madeiras
moles. Fonte: Adaptado de (FANG et al., 2016).

Fragdo do
alcool p-cumarilico

&

Fracdo do
alcool coniferilico
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3.3 Processamento de café e geracéo de residuos no Brasil

O café e uma das bebidas mais consumidas e comercializadas na atualidade, sendo o
segundo produto mais negociado no mundo, atrds apenas do petroleo. De acordo com a
Organizacdo Internacional de Café (ICO), sdo produzidas mais de nove milhdes de toneladas
anuais de café em todo mundo, sendo o Brasil 0 maior produtor e exportador deste fruto, e 0
segundo maior consumidor (CONAB, 2017; ICO, 2016).

A producdo brasileira de café, para o ano de 2017, esta estimada em 45,6 milhGes de sacas
de 60 quilos de café beneficiado, sendo o estado de Minas Gerais 0 maior produtor,
respondendo por mais de 58,1% da producdo nacional (CONAB, 2017). Devido a enorme
demanda de café, grandes quantidades de residuos sdo geradas e ndo possuem um uso rentavel.
Além disso, sua eliminacao inadequada constitui um grande problema ambiental (MUSSATTO
etal., 2011; OLIVEIRA; FRANCA, 2015; PANDEY et al., 2000a).

A arvore do café pertence a familia Rubiaceae e existem mais de 70 espécies de plantas
diferentes, porém, no mundo todo, somente duas espécies sdo comercialmente exploradas:
Coffea arabica (Arabica) e Coffea canéfora (Robusta) (PREEDY, 2014). O Brasil produz as
duas espécies, mas a Arabica é produzida em maior quantidade (78% da producao nacional)
sendo considerada a planta cafeeira mais nobre (CONAB, 2017; MUSSATTO et al., 2011).

As cascas de café e a polpa sdo os residuos sélidos obtidos depois do descasque dos gréos
durante o processamento seco e Umido, respectivamente. Eles sdo os principais residuos
oriundos da atividade cafeeira e ainda ndo existe um método para o descarte adequado dos
mesmos (MUSSATTO et al., 2011; OLIVEIRA; FRANCA, 2015).

Estima-se que durante o beneficiamento do café (via seca), a producdo de residuo possa
atingir rendimento de 50% do peso na colheita (ROCHA et al., 2006), ou seja, para produzir 1
tonelada de café, aproximadamente, 1 tonelada de cascas é gerada. Para um melhor
entendimento, uma breve descricdo do fruto do café serd apresentada, juntamente com a
composicdo das cascas e 0s dois principais tipos de processamentos utilizados na industria

cafeeira.

3.3.1 Composicao quimica e histologia da planta do café
O fruto do café é composto por dois graos (endosperma), com suas faces planas voltadas
uma para a outra, cobertos por uma fina camada chamada pelicula prateada. Uma segunda

camada, chamada pergaminho (endocarpo), também cobre os grdos. Os grdos sdo ainda
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envoltos por uma capa mucilaginosa chamada polpa (mesocarpo) e por fim, recobertos pela
casca (exocarpo) (MUSSATTO et al., 2011). Na Figura 6 é possivel ver um esquema

representando a estrutura do fruto do café.

Figura 6 - Esquema ilustrativo da estrutura do fruto do café e seus principais constituintes.
Fonte: Adaptado de (PREEDY, 2014).

Endosperma
(Semente)
Pelicula Prateada

Endocarpo
(pergaminho)

Mesocarpo
(polpa)

Epicarmo ou exocarpo
(casca)

A composicdo das cascas de café engloba constituintes como carboidratos, proteinas,
pectina (heteropolissacarideo), cafeina, taninos e alguns &cidos como o é&cido cafeico,
clorogénico e galacturdnico (CORRO et al., 2013; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012;
MUSSATTO et al., 2011). A rica composicdo de tal residuo torna-o desejavel para utilizacéo
como matéria-prima em bioprocessos, visando a producao de bioenergia e bioprodutos de valor
agregado (GOUVEA et al., 2009).

Na Tabela 1 encontra-se a composic¢ao quimica das cascas de café relatada por alguns
autores. E possivel perceber, a partir dos dados da literatura, que existe uma variacio
significativa na composicéo desta biomassa. Segundo PANDEY et al. (2000) tais diferengas
podem ser decorrentes do tipo de processamento, das diferentes variedades de cultivos e das
condicdes de cultura, alem da falta de metodologias analiticas padronizadas para caracterizacao
de tal material.
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Tabela 1: Composi¢do das cascas de café relatada por alguns autores.

Componente P(kﬁg:é;(- (BRAND, | (FRANCA; | (BEKALO; | (MUSSATTO, (,\'\/’I'Xg;":v (NAVYA; | (BAETA
(% Massa SOCCOL’ PANDEY | OLIVEIRA, | REINHARDT, | MACHADO et A NAIDU PUSHPA, et al.,
Seca) 2001) ' | etal., 2001) 2009) 2010) al., 2012) 2012) ' 2013) 2017)
Celulose - - 43 24,5 17,8 43+8 43 29,2
Hemiceluloses - - 7 29,7 13,1 7+3 - 29,0
Lignina - - 9 23,7 30,2 9+16 - 22,4
Pectina 12,4 - - - - 16+2 - -
Cinzas - 10,7 3a7 6,2 4,7 - - 4,6
Carboidratos 57,8 35 58 a 85 - - 58 + 20 22,8 -
Cafeina 1,3 - 1 - - 1+05 - -
Taninos 4,5 - 5 - - 5+2 - -
Proteina 9,2 52 8all - 16,2 8+5 11,2 -

3.3.2 Processamento do café
Uma vez colhido, o fruto do café passa por um processamento com o objetivo de isolar
o0s graos de café das demais partes do fruto. Esse processamento geralmente é feito por duas
vias: via Umida e via seca. Dependendo do método de processamento, os residuos solidos
gerados recebem terminologias diferentes. O residuo oriundo do processo por via Umida é
conhecido como polpa, enquanto o residuo oriundo do processo por via seca é denominado
casca (CLARKE; MACRAE, 1987; FAN et al., 2000; PANDEY et al., 2000a). O fluxograma

da Figura 7 mostra, simplificadamente, o processamento dos gréos de café por via seca e Umida.
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Figura 7: Fluxograma do processamento do café. Adaptado de (PANDEY et al., 2000a).
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No processamento via seca, os frutos sdo secos naturalmente (na luz solar) ou
artificialmente (em fornos). Nesse processamento, para obter os gréos de café, o exocarpo, o
mesocarpo e 0 endocarpo sdo removidos por descasque, dando origem as cascas. No
processamento via Umida, os frutos passam pela despolpacéo, sdo fermentados, lavados e secos
ao sol ou em fornos. A despolpacdo remove 0 exocarpo e a maior parte do mesocarpo,
resultando no residuo denominado polpa. A grande diferenca entre os residuos (cascas e polpa)
€ gque a casca € seca e contém o pergaminho, enquanto a polpa € Uumida e ndo o contém
(BARCELOS et al., 2002; BEKALO; REINHARDT, 2010).

O processamento por via seca é normalmente empregado a espécie Robusta, porém, no
Brasil, ambas as espécies (Arabica e Robusta) sdo processadas por via seca. Este fato € atribuido
a simplicidade do método juntamente com a disponibilidade de grandes areas para secar 0s
grédos sob a luz solar (FRANCA; OLIVEIRA, 2009; PANDEY et al., 2000a). Por este motivo,

a casca de café da espécie Arabica, processada por via seca, sera usada neste trabalho.

16



3.3.3 Bioprodutos a partir das cascas de café

Existem muitos estudos visando o aproveitamento dos residuos do café e algumas
perspectivas futuras (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; FRANCA; OLIVEIRA, 2009; MURTHY;
MADHAVA NAIDU, 2012; OLIVEIRA; FRANCA, 2015). Para os residuos sélidos (casca e
polpa) as aplicagBes propostas incluem o uso direto como combustivel em fazendas, racéo
animal, fermentacdo em estado sélido e liquido, adsorcao e producdo de biodiesel.

As cascas de café tém sido dispostas diretamente nos campos, porém, além de poluir o
meio ambiente, perdem-se recursos que elas poderiam oferecer (ECHEVERRIA; NUTI, 2017).
Estes residuos sdo ricos em material organico e nutrientes porém, compostos como cafeina,
taninos e polifendis, presentes nesses materiais, conferem-lhe uma natureza toxica que sé
contribui para o problema de poluicdo ambiental (FAN et al., 2000; MUSSATTO et al., 2011;
OLIVEIRA; FRANCA, 2015). Segundo ECHEVERRIA (2017), a eliminacdo destes
biorresiduos, sem tratamento, implica ainda em infiltracdo no solo, mau cheiro e proliferacdo
de moscas.

Uma vez que estes subprodutos contém uma boa quantidade de acutcares fermentesciveis,
estes constituem um substrato apropriado para uso em bioprocessos, tais quais o cultivo de
fungos e leveduras, podendo ser voltados para a producdo de enzimas (NAVYA; PUSHPA,
2013; SABU et al., 2006), &cidos organicos (MACHADO et al., 2004), compostos
aromatizantes (SOARES et al., 2000) e cogumelos (LEIFA; PANDEY; SOCCOL, 2001;
PANDEY et al., 2000a).

Existem varios estudos voltados para o uso das cascas de café em racdo animal (para
bovinos, suinos, peixes, ovelhas, frangos e cavalos) (FRANCA; OLIVEIRA, 2009). Contudo,
apesar deste residuo ser rico em componentes organicos, proteinas e nutrientes, a presenca de
cafeina e taninos em sua composicdo, restringe a quantidade de casca que pode ser usada para
este fim. A cafeina tem efeito estimulante e diurético e os taninos inibem enzimas digestivas
dos animais (ECHEVERRIA; NUTI, 2017). Algumas pesquisas estao sendo feitas com o intuito
de analisar a viabilidade da remocdo destes compostos das cascas de café para, entdo, usa-las
na racdo animal (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; MAZZAFERA, 2002).

Devido a elevada concentracdo de carboidratos e de celulose, as cascas de café tém sido
vistas como uma matéria-prima potencial para a producao de bioetanol, porém néo ha registros
de producdo em larga escala, pois 0s processos precisam ser melhor estudados para se tornarem
tecnicamente e economicamente vidveis (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; OLIVEIRA;

FRANCA, 2015). Alguns resultados obtidos por GOUVEA et al (2009) indicam que a producéo
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de etanol usando cascas de café e a levedura Saccharomyces cerevisiae foi satisfatoria,
comparando-a com outros residuos, e pode ser melhorada com a etapa de hidrdlise acida e/ou
enzimatica e com uso de outras leveduras. De acordo com MUSSATTO et al. (2012), as
espécies mais comuns de Saccharomyces cerevisiae fermentam somente hexoses, sendo
incapazes de produzir etanol a partir de pentoses como a Xxylose, que resulta da hidrolise das
hemiceluloses.

Recentemente, as cascas de café tém sido testadas para a producédo de biogas por digestao
anaerdbia, porém sdo poucos os trabalhos nesta area (BATTISTA; FINO; MANCINI, 2016;
JAYACHANDRA; VENUGOPAL; ANU APPAIAH, 2011; QIUXIA et al., 2013). Devido ao
pH &cido e a presenca de compostos recalcitrantes, as cascas de café séo resistentes a producéo
de metano via digestdo anaerdbia e um pré-tratamento normalmente se faz necessario para
melhorar o rendimento do processo (PANDEY et al., 2000a).

Outras aplicagdes para os residuos do café incluem compostagem para gestao de residuos
solidos; combustivel solido, painéis aglomerados para construcdo, fertilizantes, adubo e até
mesmo a producao de adsorventes (BEKALO; REINHARDT, 2010; PANDEY et al., 2000a;
SAENGER et al., 2001; SHEMEKITE et al., 2014), porém, de acordo com OLIVEIRA E
FRANCA (2015), estas aplica¢des nédo utilizam grandes quantidades de biorresiduo e ainda ndo
sdo téo eficientes e adequadas para implementacéo.

Como pdde ser visto na revisdo da literatura, muitos estudos visando o aproveitamento
das cascas de café tém sido feitos, mas, considerando a elevada quantidade de residuo gerada,

ainda ha uma necessidade de se buscar melhores alternativas e usos mais rentaveis.

3.4 Técnicas de pré-tratamento aplicadas a biomassa lignocelulésica

Em decorréncia da complexidade estrutural apresentada pelas biomassas
lignocelul6sicas, seu uso como matéria-prima para producdo de bioenergia como o biogas,
etanol e compostos quimicos de elevado valor agregado, necessita de uma etapa de pre-
tratamento.

A complexa estrutura lignocelulésica causa resisténcia a degradacéo quimica e bioldgica,
de forma que a degradacéo natural da biomassa lignocelulésica € muito lenta e requer a acao
conjunta de enzimas que consigam sacarificar a celulose e as hemiceluloses, deixando como
residuo a lignina (ZHANG, 2008). De acordo com ZHANG (2008), a elevada recalcitrancia da

biomassa lignoceluldsica é explicada, principalmente, pela presenca de lignina e hemiceluloses
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na superficie da celulose, o que dificulta o acesso das celulases (complexo de enzimas
celuloliticas) ao substrato e as impedem de agir eficientemente.

De forma geral, o principal objetivo das técnicas de pré-tratamento € desagregar ou
romper as interacdes existentes dentro do complexo lignocelulésico (reduzir o tamanho das
particulas, aumentar a &rea superficial e volume de poros, reduzir o teor de lignina e diminuir a
cristalinidade da celulose), facilitando o acesso e a digestibilidade enzimética e microbiolégica
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; MUSSATTO; DRAGONE, 2016). A Figura 8 ilustra o efeito

da aplicacdo de um pré-tratamento na estrutura da biomassa lignocelulosica.

Figura 8: Representacdo esquematica do efeito de um pré-tratamento na estrutura da
biomassa lignocelulésica. Fonte: (SCISTYLE, 2017).

O www.SciISTHLE.com
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Visto que os materiais lignoceluldsicos possuem estruturas muito complexas, o pré-

tratamento dos mesmos ndo é tdo simples. O melhor método e as melhores condigdes de pre-
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tratamento dependem fortemente do tipo de biomassa, da sua composi¢do e do bioproduto
desejado (TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

Para ALVIRA et al (2010), o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica representa um
dos maiores gastos econdmicos do processo de producdo de biocombustiveis e bioprodutos de
valor agregado. Para que um processo de pré-tratamento seja eficaz, deve-se evitar a perda e/ou
a degradacéo dos agUcares gerados, limitar a formacéo de produtos de inibi¢éo, reduzir 0s gastos
energéticos e minimizar os custos de uma forma geral (SARKAR et al., 2012).

Durante as ultimas décadas, um grande numero de diferentes tecnologias de pré-
tratamentos tem surgido. Dependendo das forcgas de interacdo compreendidas na biomassa, 0s
pré-tratamentos requeridos podem ser classificados em trés categorias: fisicos, quimicos e
bioldgicos, sendo que a combinacdo deles também tem sido muito utilizada (MUSSATTO,;
DRAGONE, 2016).

Pré-tratamentos fisicos visam aumentar a area superficial da biomassa e reduzir a
cristalinidade da celulose. Tais métodos nédo utilizam compostos quimicos nem microrganismos
durante o processo. Alguns exemplos incluem: o pré-tratamento mecanico; pré-tratamento de
extrusao; pirdlise; pré-tratamento usando irradiacdo de microondas, irradiacéo por ultra-som ou
campo elétrico pulsado; pré-tratamento com agua quente liquida (hidrotérmico) e vapor
(explosao a vapor) (ZHENG et al., 2014).

Pré-tratamentos quimicos ou fisico-quimicos visam a alteracdo das caracteristicas fisicas
e quimicas da biomassa lignoceluldsica e utilizam agentes quimicos no processo. Alguns
exemplos de pré-tratamento incluem é&cidos diluidos, élcalis, solventes organicos, sais
metalicos, sulfito, liquidos idnicos, explosdo supercritica de dioxido de carbono e processos
oxidativos empregando ozénio, peroxido de hidrogénio ou oxidacdo Umida (ZHENG et al.,
2014).

Em comparacdo com os métodos de pré-tratamento fisico e quimico, o pré-tratamento
biolégico geralmente requer menor gasto de energia e € conduzido em condi¢Ges muito mais
suaves, de modo que poucos inibidores, que podem afetar negativamente a digestao anaerobica,
sdo gerados. Estes pré-tratamentos envolvem a utilizacdo de microrganismos durante o
processo e focam em minimizar a perda de carboidratos e maximizar a remocao de lignina e
hemiceluloses, deixando a celulose intacta (BRODEUR et al., 2011; ZHENG et al., 2014). A
Tabela 2 apresenta uma breve revisdo da literatura sobre alguns estudos envolvendo o pré-

tratamento de residuos de café para posterior producao de energia.
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Tabela 2: Alguns estudos envolvendo diferentes processos de pré-tratamento de residuos de café para posterior producgéo de energia (inicio).

Classificacéo do

metodo de pré- Método de pre- Residuo de café Objetivo Consideracoes Referéncia
tratamento
tratamento
FUNQos (JAYACHANDRA;
Bioléaico termof?licos Cascas Bioads - Producéo de 5950 mL de biogas em VENUGOPAL;
9 (Mycotypha 5o g 60 dias ANU APPAIAH,
ycotypha sp 2011)
- Uso de H2SO4 (100 mg/g)
Acido Borra de café Etanol - Fermentacéo do hidrolisado obtido (MUSSQ)‘E)O etal,
no pré-tratamento
. -P 3 I (11,7 g/L
Quimico roducéo de etanol ( g/L)
- Alcalino: pH 3; H 2 mols/L;
o . Cascas, pedacos o calino: p ) 3; H2SO4 2 mols/L; (BATTISTA: FINO:
Acido/Alcalino de sementes e Biogas producdo de 18 N L/L MANCINI, 2016)
rejeitos de café - Acido: pH 12; NaOH 2 mols/L; ’
producdo de 9 N L/L
- Condicdes mesofilicas: producao
. ) . . IUXIA l.,
Fisico Moagem Cascas de café Biogéas de 494 mL biogéas/g cascas @Q U2 01 3)e ta

-Condigdes de temperatura ambiente:
producdo de 365 mL biogés/g cascas
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Tabela 2: Alguns

(continuacéo).

estudos envolvendo diferentes processos de pré-tratamento de residuos de café para posterior producdo de energia

Classificacéo do

Método de pré-

método de pré- Residuo de café Objetivo Considerac6es Referéncia
tratamento
tratamento
- Uso de NaOH 4% m/v
_ _ , . - (MENEZES et al.,
Trituragdo/Alcalino  Polpa do café Etanol - Fermentagéo com S. cerevisiae 2014)
- Producéo de 11,99 g etanol/L
- Producéo de 0,4 g etanol/g acucares
Fisico/Quimico .
-Melhor condicéo:
120 °C /60 mim / 2 bar .
Cascas de café . (BAETA et al.,
Explosdo a vapor o Biogas -Producéo de
e hidrolisado 2017)

144,96 NmL CH./g DQO
- Producéo energética de
0,59 KWh/Kkg cascas
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Em estudo realizado por JAYACHANDRA et al (2011) as cascas de café foram pré-
tratadas com fungos termofilicos (Mycotypha sp) por 15 dias em condi¢Ges de temperatura
ambiente para aumentar a producéo de metano. Aproximadamente 4 x 10* esporos/kg de cascas
foram usados como indculo. Devido a natureza acida (pH entre 3,5 - 4,0) e a presenca de
compostos polifendlicos, as cascas de café in natura resultaram em baixa producdo de biogés.
O fungo Mycotypha foi capaz de elevar o pH da suspensdo de cascas para um valor de 8,4 em
16 dias. Apds o pre-tratamento, as cascas foram submetidas a digestao anaerdbia a 30°C usando
estrume bovino como indculo metanogénico. Em 60 dias, houve uma producéo de 5910 mL de
biogas pela digestdo das cascas de café tratadas; producdo maior que a do estrume de vaca nas
mesmas condicGes (5050 mL).

MUSSATTO et al. (2012) investigaram o uso da borra de café na producéo de etanol por
fermentacdo. Para isso, 0s residuos foram pré-tratados com &cido sulfurico (100 mg H.SQOu/g
residuo base seca) em uma razdo de 10 g/g a 163°C durante 45 min. O hidrolisado obtido do
pré-tratamento, contendo uma mistura de agucares (hexoses e pentoses), foi submetido a testes
de fermentacdo com trés diferentes leveduras: Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae e
Kluyveromyces fragilis a fim de metabolizar estes aclcares e converté-los em etanol. A maior
producdo de etanol foi obtida da fermentacdo usando S. cerevisiae (11,7 g/L), mostrando que
estes residuos possuem potencial para serem usados como matéria-prima para producdo de
etanol depois de pré-tratados com &cido.

BATTISTA et al (2016), investigaram os efeitos de pré-tratamentos quimicos de residuos
de café na producdo de biogas. O residuo utilizado foi uma mistura de cascas, pedacos de
sementes e rejeitos de café. No estudo, os autores compararam a producao bioldgica de metano
(PBM) dos residuos sem pré-tratamento com os residuos tratados por acido e base. O pré-
tratamento consistiu em deixar a mistura por 24 horas em pH 3 (H2SOa, 2 mols/L), para o pré-
tratamento acido e em pH 12 (NaOH, 2 mols/L), para o pré-tratamento alcalino. Logo apds, foi
adicionada agua aos residuos, mantendo uma concentracéo de 100 g/L em cada frasco (2 L) e
testes de PBM foram conduzidos em condi¢des mesofilicas (35°C) sob agitagdo de 100 rpm e
com indculo constituido de estrume bovino e de aves. O pré-tratamento alcalino resultou em
maior producdo de biogéds (18 N L/L) com 80% (v/v) de metano. O pré-tratamento &cido
resultou em 9 N L/L e os residuos sem pré-tratamento produziram 1,5 N L/L de biogés.

No trabalho de QIUXIA et al (2013), as cascas de café passaram por um pre-tratamento
fisico, no qual houve a diminuic¢do de tamanho por moagem mantendo-se um didmetro menor

que 5 mm. Os autores avaliaram a producéo de biogés por meio de fermentacdo em condicbes
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de temperatura ambiente e em condi¢cBes mesofilicas (35°C), com intuito de estudar a
viabilidade de usar as cascas de café em digestores domésticos de biogas. Os testes foram
realizados em frascos de 500 mL contendo os residuos, o indculo (mistura de lodo ativado com
estrume bovino) e agua. Em condicdes mesofilicas, as cascas de café produziram 494 mL
biogas/g cascas e em condigdes de temperatura ambiente foi produzido 365 mL biogés/g cascas,
mostrando que para uma maior producédo de biogas, € necessario manter condi¢fes mesofilicas.

Em seu trabalho, MENEZES et al (2014) otimizaram o pré-tratamento alcalino da polpa
do café com o objetivo de usa-la na producéo de etanol. A polpa passou por um pré-tratamento
fisico, no qual foi triturada e prensada para retirar parte da fracdo liquida, e a fracdo sélida
remanescente foi submetida ao pré-tratamento alcalino. A melhor condi¢do de pré-tratamento
utilizou solucao de hidroxido de sédio (NaOH) 4% m/v, durante 25 minutos em autoclave a
121°C. Apds o pré-tratamento, a polpa passou pela etapa de hidrolise enzimatica utilizando
coquetel de enzimas comercial da Novozymes (Brasil) para conversao da glicose em acgucares
e posterior fermentagdo com Saccharomyces cerevisiae, produzindo 11,99 g etanol/L com uma
producdo de 0,4 g etanol/g agUcares, mostrando que € possivel utilizar esta fracdo da polpa de
café para producdo de etanol.

BAETA et al. (2017) utilizaram pré-tratamento fisico-quimico nas cascas de café
(exploséo de vapor) com o objetivo de produzir metano por meio de digestdo anaerdbia de todo
o0 contetdo gerado ap6s o pré-tratamento (fracfes solida e liquida juntas). A melhor condicdo
de pré-tratamento (120 °C, 60 mim, 2 bar) resultou em uma producao de 144,96 NmL CHua/g
DQO com recuperacdo energética de 0,59 KWh/g cascas.

Né&o foram encontrados trabalhos que utilizam residuos de café pré-tratados por processos
oxidativos avancados, além disso, a maioria dos trabalhos voltados para producdo de biogas
utilizam apenas a fracdo sélida gerada no pré-tratamento. Dessa forma, a utilizacdo da fracao
liquida (hidrolisado), gerada no pré-tratamento oxidativo das cascas de café, para producéo de
biogas € uma area com elevado potencial para pesquisas, e por isso, foi a escolhida neste
trabalho.

3.4.1 Pré-tratamento oxidativo
Os processos oxidativos avangados (POA) séo tecnologias extremamente importantes em
aplicacdes ambientais. O conceito de POA foi estabelecido por GLAZE, KANG e CHAPIN
(1987) que os definiram como processos envolvendo a geracao de espécies oxidantes altamente

reativas capazes de atacar e degradar substancias organicas.
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A destruicdo de poluentes organicos por processos oxidativos tem como vantagem o fato
de, na maioria das vezes, destrui-los e ndo somente transferi-los de fase. Além disso, 0s
processos oxidativos sdo processos considerados mais limpos e ndo seletivos, ou seja, degradam
inimeros compostos, independentemente da presenca de outros. Eles podem ser usados para
destruir compostos organicos tanto em fase aquosa, como em fase gasosa ou adsorvidos numa
matriz sélida. Nos ultimos 30 anos, os POA tém se mostrado como uma alternativa no
tratamento de aguas superficiais e subterraneas, bem como de aguas residuarias e solos
contaminados (TEXEIRA; FIGUEIREDO, 2004).

A oxidagdo quimica € o processo no qual elétrons sdo removidos de uma substancia,
aumentando o seu estado de oxidagdo (DEZOTTI; BILA; AZEVEDO, 2008). A principal
caracteristica dos POA ¢ a geracdo de radicais hidroxila (*OH), que se ocorrer em quantidade
suficiente, pode levar a mineralizacdo da matéria organica a dioxido de carbono, agua e ions
inorganicos (GLAZE; KANG; CHAPIN, 1987). Os radicais hidroxila s&o formados em
processos que podem ser classificados em homogéneos ou heterogéneos, conforme a auséncia
ou a presenca de catalisadores na forma solida, além de poderem estar ou ndo sob irradiacéo.
Os radicais hidroxila sdo gerados por meio de reacGes envolvendo oxidantes fortes, como
0zonio (0O3) e perdxido de hidrogénio (H202), semicondutores como dioxido de titanio (TiO>)
e Oxido de zinco (ZnO) e radiacdo ultravioleta (UV) (TEXEIRA; FIGUEIREDO, 2004). Na
Tabela 3 encontram-se potenciais redox dos radicais hidroxila e de alguns oxidantes comerciais.

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

Espécie Potencial redox (V)
Fluor 3,03
Radical hidroxila (*OH) 2,80
Oxigénio atdbmico 2,42
Ozbnio 2,07
Peroxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,68
Dioxido de cloro 1,57
Cloro 1,36
lodo 0,54
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O pré-tratamento oxidativo com perdxidos é um método comum para aumentar a
conversdo bioldgica da biomassa lignoceluldsica em bioetanol. Na maioria dos casos, 0s
perdxidos sdo transformados, in situ, em radicais hidroxila, que sdo muito mais oxidantes do
que o proprio peroxido. O peroxido mais simples e frequentemente utilizado é o perdxido de
hidrogénio (H202), e foram encontrados alguns estudos sobre a aplicagdo de outros peroxidos,
como o &cido peracético, dimetildioxirano e peroximonossulfato, para pré-tratamento de
biomassa lignocelul6sica com vistas a producédo de biogas (ZHENG et al., 2014). As reacoes
de Fenton envolvendo H20- e ions férricos também geram radicais hidroxilicos altamente
reativos que sdo capazes de degradar muitos poluentes organicos (SUMATHI; HUNG, 2004).

Alguns processos combinados, como a foto-oxidagéo que utiliza H.O2/UV ou Oz/UV,
geram radicais com elevado potencial redox, capazes de oxidar compostos organicos pela
abstracdo de hidrogénio. Além disso, tais processos possuem uma taxa de degradacdo muito
maior que a de sistemas envolvendo apenas UV ou O3 (SUMATHI; HUNG, 2004).

Técnicas de oxidacdo tém sido muito utilizadas para o branqueamento de polpas na
industria de papel e celulose e envolvem a remocao e/ou a modificagdo da lignina. O tipo de
oxidante utilizado depende, em grande parte, dos resultados desejados, mas 0 0zonio, peréxido
de hidrogénio e didxido de cloro tem sido muito utilizados para este fim (SUMATHI; HUNG,
2004). O ozbnio, em particular, € um oxidante capaz de atacar e degradar a estrutura do anel
aromatico da lignina, permitindo que a ozonodlise seja aplicada ao pré-tratamento de biomassas
lignocelulésicas, produzindo um substrato altamente suscetivel a hidrélise enzimatica
(MUSSATTO; DRAGONE, 2016). De forma similar, o tratamento da biomassa lignocelulésica
com H>0O, decompde parcialmente lignina e hemiceluloses, e libera uma fracéo de celulose com
elevada degradabilidade para 0os microrganismos anaerdébios (ZHENG et al., 2014).

Os principais constituintes dos residuos lignocelulésicos sdao polimeros ramificados e
heteropolimeros amorfos formando uma estrutura complexa, o que explica a elevada
recalcitrancia desse tipo de biomassa. Por essa razdo, o pré-tratamento precisa ser eficiente a
ponto de romper esta estrutura e favorecer a hidrélise enzimatica. E exatamente neste aspecto
gue os POA se mostram como uma excelente escolha, pois podem aumentar a solubilidade das
hemiceluloses e da lignina, pelo seu fracionamento e modificagdo estrutural, sem gerar
compostos intermediarios toxicos como os furfurais (gerados durante o pré-tratamento acido e
hidrotérmico da biomassa), que possam afetar etapas subsequentes, como a producao de biogas
(CHa e Hy), durante a digestdo anaerdbia (ZHENG et al., 2014).
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A aplicacdo dos POA para a deslignificacdo de residuos de biomassa ainda é alvo de
estudos, entretanto, por serem eficazes na remocdo de compostos recalcitrantes, o pré-
tratamento com processos oxidativos avangados pode promover uma completa deslignificacdo
da biomassa de forma que possa ser aplicado como uma técnica de pre-tratamento de residuos
lignocelul6sicos para a producdo de biogas (ZHANG, 2008; ZHENG et al., 2014).

3.4.2 Pre-tratamento oxidativo com ozénio (Ozondlise)

O ozbnio € um dos mais fortes agentes oxidantes conhecidos (Eo = 2,07 V, 25°C),
superado apenas pelo fltor, o radical hidroxila e 0 &tomo de oxigénio. Este oxidante é formado
a partir do oxigénio em uma forte reacdo endotérmica e se decompde facilmente em oxigénio
atdbmico e molecular (TRAVAINI et al., 2015).

A maioria das referéncias a ozondlise esta relacionada a industria de papel e celulose,
devido ao seu uso na etapa de branqueamento das fibras de celulose (RONCERO et al., 2003;
SUMATHI; HUNG, 2004). Por outro lado, a aplicabilidade do o0zbnio aumentou
substancialmente nos ultimos 20 anos, principalmente no tratamento de aguas residuarias
(AMAT et al., 2005; COCA; PENA; GONZALEZ, 2005; SANGAVE; GOGATE; PANDIT,
2007; ZHENG et al., 2014) e na reducdo da geracdo de lodos de esgoto em estagcOes de
tratamento de aguas residuarias (CHU et al., 2008). No campo da producdo de biocombustiveis
de segunda geracdo, muitos estudos demonstraram a capacidade do ozénio em pré-tratar
biomassa lignocelulésica, visto que o 0zdnio é um poderoso oxidante de materiais organicos e
tem capacidade de degradar a lignina e parte das hemiceluloses (TAHERZADEH; KARIMI,
2008; TRAVAINI et al., 2015; ZHENG et al., 2014).

GARCIA-CUBERO et al (2009) explicam que o ozbnio é altamente reativo com
compostos que possuem ligacdes duplas conjugadas e grupos funcionais com elevada densidade
de elétrons. Ao ataca-los, formam-se compostos soltveis de massas molares menores, como 0s
acidos formico e acético, o que faz com que o pH do meio diminua e contribui para a hidrdlise
de hemiceluloses. Na oxidacdo de compostos lignocelulosicos, o material mais suscetivel a
degradacdo é a lignina, seguida das hemiceluloses, porém com pouca preferéncia pela celulose.
Deste modo, 0 0z6nio se torna eficaz, rompendo a associagdo entre 0s varios componentes da
biomassa lignoceluldsica e produzindo um substrato com melhor reatividade frente a acao das
enzimas hidroliticas (KUMAR et al., 2009; SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI,
2008).
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Apesar da formacéo de &cidos organicos, a baixa geragcdo de compostos inibidores como
o 2-furfuraldeido (FF) e o 5-hidroximetil-2-furfural (HMF), considerados toxicos a digestdo
anaerdbia, sdo caracteristicas importantes do pre-tratamento com ozénio (TRAVAINI et al.,
2013). De acordo com ZHENG (2014), o fato do pré-tratamento ser realizado em temperatura
e pressdo ambiente, também contribui para a ndo geracdo de compostos inibidores.

O tipo de reator € um pardmetro importante no pré-tratamento com ozénio. O reator é
responsavel por promover o contato entre 0 0z6nio e o substrato a fim de garantir a maxima
eficiéncia e a menor perda de 0zonio possivel, devido aos altos custos associados a geracao
deste gas. Alguns tipos de reatores utilizados para este fim sdo, por exemplo, leito fixo, leito
rotatorio, reator continuo de mistura completa e batelada (TRAVAINI et al., 2016).

Reatores de mistura trabalham com concentracdo e fluxo de ozénio continuos, porém o
0zOnio comeca a escapar no inicio do pré-tratamento devido a dificuldade na transferéncia de
massa entre 0 gas e o solido, além da solubilizacéo de parte do gas na fase liquida. Os reatores
de leito fixo (coluna) s&o mais eficientes ao se comparar a razdo entre o consumo de 0z6nio e
a solubilizacdo de lignina, no entanto, a canalizacdo e a exposicdo desigual da biomassa ao
0zO6nio sdo as principais desvantagens desta configuracdo (TRAVAINI et al., 2016). De toda
forma, ao otimizar a quantidade de agua e as configuracdes do reator durante o pré-tratamento
da biomassa, € possivel maximizar a degradacdo de hemiceluloses e lignina e favorecer a
producdo de biogas e/ou etanol 2G nas etapas posteriores (ADARME et al., 2017). Neste
trabalho, foi avaliada a ozonizacao em reator do tipo CSTR.

Os mecanismos de oxidacdo da matéria organica pela aplicacdo do oz6nio podem ser
classificados em direto (reacdo molecular) ou indireto (reagéo radicalar). O mecanismo direto
denominado de ozondlise (mecanismo de Criegee) ocorre quando a propria molécula de ozénio
(O3) promove uma adicdo eletrofilica a uma ligagdo dupla (m) entre carbonos, formando
ozonideos que se decompdem em compostos carbonilicos (aldeidos ou cetonas) e peroxido de
hidrogénio. Devido a sua natureza eletrofilica, 0 0zonio também reage com estruturas com
grande densidade eletrdnica, como 0s compostos aromaticos, atacando as duplas ligacdes e
causando a abertura do anel e formacdo de produtos alifaticos com grupos carbonilicos e/ou
carboxilicos (MUSSATTO; DRAGONE, 2016). A Figura 9 mostra exemplos do mecanismo
de reacdo direta da molécula de 0z6nio com liga¢Oes insaturadas e com compostos aromaticos

em meio aquoso.
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Figura 9: Mecanismo de reagdo direta do ozénio com (A) ligagdes insaturadas e (B)
compostos aromaticos. Fonte: Adaptado de (MUSSATTO; DRAGONE, 2016; RAGNAR,
2000).
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O mecanismo indireto predomina em meios alcalinos ou na presenca de formadores de
radicais livres (peréxido de hidrogénio, radiacdo UV, metais, 6xidos metélicos, etc.) no qual
sdo formados oxidantes como 0s radicais hidroxila (*OH), superoxido (O2¢) e hidroperoxido
(HO2¢) (GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000). Esses radicais s&o muito reativos e ndo
seletivos. Nesse caso, a ozonizagdo é considerada um processo oxidativo avangado (POA) e o
elevado potencial de reducdo (elevado poder oxidante) dos radicais tem despertado bastante
interesse (MUSSATTO; DRAGONE, 2016; NASCIMENTO et al., 1998). Na Figura 10 é
possivel ver o mecanismo de reacdo para a formacdo do radical superoxido durante o pré-

tratamento com ozonio, em condicdes alcalinas, de uma unidade de lignina aromética.
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Figura 10: Mecanismo de reacdo para a formacdo do radical superdxido durante o pré-
tratamento com oz6nio, em condigdes alcalinas, de uma unidade de lignina aromatica. Fonte:
Adaptado de (RAGNAR, 2000).
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De forma geral, em ambos os mecanismos 0 0zonio tende a atuar em regides de elevadas
densidades eletronicas como nas ligacGes insaturadas entre carbonos e nas estruturas aromaticas
(NASCIMENTO et al., 1998). O mecanismo de reacdo do 0zénio com uma substancia pode
envolver ambas reaces, direta (com o 0z6nio) e indireta (com radicais), devido a presenca de
peréxidos formados durante 0 mecanismo de reacdo direta, como pode ser visto na Figura 9,
pois os perdxidos sdo formadores de radicais livres (MUSSATTO; DRAGONE, 2016).

A Tabela 4 apresenta alguns estudos encontrados na literatura que utilizaram o 0zénio no
pré-tratamento de biomassas lignocelulosicas. A partir da revisdo da literatura é possivel
observar que existem muitas pesquisas envolvendo a aplicacdo de processos oxidativos com
0z6nio como tecnologia de pré-tratamento de residuos lignocelulésicos, entretanto, ndo foram
encontrados estudos que avaliam a viabilidade de utilizagdo desta técnica para pré-tratamento
de cascas de café, principalmente com vistas a utilizacdo da fase liquida resultante para a
geracdo de biogéas. Isto abre a possibilidade de novos estudos utilizando tal tecnologia para a
producdo de metano utilizando o hidrolisado gerado no pré-tratamento das cascas de café e

etanol a partir da fracdo sélida.
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Tabela 4: Revisao da literatura sobre o uso de 0z6nio no pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas. Fonte: Adaptado de (ADARME,

2015) (inicio).

Objetivo principal Matéria-prima

Produto final

Condicdes do processo de Pré-

tratamento

Resultados mais
significativos

Referéncias

-Suspensdo contendo 5% (m/v) de

palha -Remocéo de lignina: 40 a (BINDER;
-Umidade: 45 a 50% 64 % PELLONI;
S -Mistura ozonio/ar: 0,63 a 12 L/min -Aumento de agucares FIECHTER,
De:ﬁﬂgr'?:gzo € Metano e -pH: 70u 9 fermentesciveis: 115 a 1980; HEISKE
biodearadabilidade Palha de trigo Hidroaénio -Concentracdo de ozénio: 9,5 mg/L; 266 % etal., 2013;
g g 0,6al1l%m/me1,65a6,58 mg -Aumento da producdo de  WU; UPRETI,
Os/g.d H,: 107 a 158 % EIN-
-Tempo de operacgdo: 60 a 1440 min  -Aumento de producdo de  MOZAFFARI,
-Massa de amostra: 5 g metano: 45 % 2013)
-Temperatura ambiente
-Reator de leito fixo
-600 3
Gramineas ‘Energy -Tamanho de particula: 0,354 a 2 mm 60% dﬁ remocao de
. . > (Mi : 3-5 g de biomassa seca 'gnina
Deslignificagdo; Melhoria Grasse? (Miscanthus Massa: 3~5 gde -Boa recuperacao de
da hidrali L giganteus, -Concentracdo de Os: 40 a58 mg/L e , Lo (PANNEER-
a hidrolise enzimética . . . acucares fermentesciveis
Miscanthus sinensis, Metano e 5,3% m/m (48,5%) SELVAM et al.,
~ , Saccharum hidrolisado -Umidade: 30 a 90% . 270) 2013; YU et al.,
Producdo de acUcares : ) . -Néo foi possivel
R arundinaceum e -Fluxo: 0,2 2 0,25 L/min . e 2014)
fermentesciveis. o identificar os
Saccharum -Dois tipos de fluxo (reverso e

ravennae,) e Grama

unidirecional)

Tempo de reacdo: 10 a 120 min

componentes que inibiram
a hidrolise enzimatica
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Tabela 4: Revisdo da literatura sobre o uso de ozoénio no pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas. Fonte: Adaptado de (ADARME,

2015) (continuagéo).

Objetivo principal

Matéria-prima Produto final

Condicdes do processo de Pré-
tratamento

Resultados mais
significativos

Referéncias

-Reator de batelada
-Tamanho de particula: 0.5a 1 mm
-Fluxo: 1 L/min
-Solucdo em agua destilada ou em
45 % de &cido acético

Reator de batelada

-Diminuicéo do pH de 7 até

3
-7 mol de 0zbnio
consumido por unidade de

Serragem de lamo -Concentracdo de substrato: 50 g/L lignina
Deslignificagdo e 9 s . x -Concentracdo de ozénio: 35 a 65 -Eficiéncia de remocéo de (VIDAL;
. Indulina AT lignina  Alimentag&o de o
melhoria da (lignina 99 % ruminantes mg/L lignina: 66% MOLINIER,
biodegradabilidade g 0 -Tempo de contato: 180 min 1988)
pureza) o
Reator de leito fixo
Reator de leito fixo -3 mol de 0zbnio
-Tamanho de particula:1-2 mm consumido por grama de
-Razdo liguido-sélido: 30 a 75 % lignina reator batelada
-Massa de material seco: 10 g -Eficiéncia de remogéo
-Tempo de operacdo: 6 horas inferior ao reator em
batelada
. ) (EQRA,;
- 0,
, Concentracdo substrato: 30a40% — g404 go melnoriada ~ AJABSHIRCHI:
Bagaco de cana; -Umidade: 10 a 80 % m/m . . _
- . ~ . ] biodegradabilidade SARSHAR, 2014;
cascas de amendoim;  Alimentacédo de -Tamanho de particula: 0,08 a AN )
g N . -Deslignificagéo: 60 a 80 % Ll et al., 2015;
Deslignificagdo e Palha de trigo; ruminantes 5mm N '
. . ) . -Remocéo de NEELY, 1984,
melhoria da Madeira de -Fluxo: 0,3 a1 L /min . ~ ]
. - L . « « ~ hemiceluloses: =30 % PURI, 1983;
biodegradabilidade e da Eucalipto; Liberacéo de -Concentracao de Ozobnio: 16,7 a
oo s L . -65 % da celulose SOUZA-
hidrolise enzimatica Lascas de Pinheiro; acucares 10000 mg Os/L de O3 X -
) Co . . convertida em glucose CORREA et al.,
feno verde; serragem  fermentesciveis -Tempo de reacdo: 30 a 360 min ,
. -52,44 % de aumento em 2013a, 2013b;
de carvalho vermelho -Temperatura ambiente . o
. ) acucares fermentesciveis  TRAVAINI et al.,
-Massa de biomassa seca: 20 a 35 g 2013)
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Tabela 4: Revisdo da literatura sobre o uso de ozoénio no pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas. Fonte: Adaptado de (ADARME,
2015) (continuagéo).

Condicdes do processo de Pré-
tratamento

Resultados mais significativos

Referéncias

Combinacéo de
Oz06nio/UV/H,0;

Reator de leito fixo
-Umidade: 20 a 40 % m/m
-Fluxo de 0z6nio: 60 a 90 L/h
-Concentracéo de O3z: 2,7a 3,0
% m/m
(=57 a 64 mg/L)
-Tempo de contato: 150 min
-Tamanho de particula: 0,1 a5
mm

-Consumo de 0,10-0,12 g Os/g
material seco
-Tempo 6timo de ozonizacéo:
150 min
-Perdas de celulose ndo
significativas
-Auséncia de HMF
-Diminuicéo da lignina acida
insoluvel (45 %)
-Aumento da lignina acida
soluvel (57 %)
-Aumento das concentracOes de
acucares fermentaveis liberados
pela palha de trigo (cerca de
40% de glicose e 34% de xilose)

(GARCIA-
CUBERO; et al.,
2009; GARCIA-
CUBERO et al.,
2010; GARCIA-
CUBERO et al.,

2012)

Objetivo principal Matéria-prima P';?:;to
Investigar a influéncia
do pré-tratamento para a
producdo de aglcares
fermentesciveis Palha de gréos de
. o trigo, centeio, aveia e Etanol
Analisar as variaveis de
cevada
processo e estudar a
reacédo de
deslignificagdo ao longo
do leito
Dearadacio da lianina SolucBes de lignina  Tratamento
gradag gn obtidas de licor preto  de efluentes
presente em solugdes N .
de uma inddstria de ricos em
aquosas X J
papel (pinho) lignina

Combinacéo de
Oz6nio/UV/H0;

-Concentracao de lignina 500 a
1000 mg/L
-POA usados: O3, O3+UV,
O3+UV+H,0,
-pH: 9a 10
-Poténcia lampada UV:15W
-Dose de H,0,: 2 mL/L solu¢éo
-Doses de O3: 0,1a 3,71
mgOs/mg DQO

-Degradacdo de lignina: 40 a
96,6 %
-1 mg Oz/mg DQO removeu
80% da lignina e 35% da DQO

(MICHNIEWICZ;
STUFKA-
OLCZYK;

MILCZAREK,
2012)
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Tabela 4: Revisdo da literatura sobre o uso de ozoénio no pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas. Fonte: Adaptado de (ADARME,

2015) (continuagéo).

Objetivo principal

Matéria-prima

Produto final

Condicdes do processo de Pré-
tratamento

Resultados mais
significativos

Referéncias

Producéo de
compostos oxi-
aromaticos e
andlise de produtos
de oxidagao

Ligninas do
processo organo-
solvolitico e fragcdes
da auto hidrolise de
talo de milho e
madeira de dlamo

Compostos oxi-
aromaticos
(&cidos
organicos e
aldeidos)

Reator semi-batelada de leito fixo
-Tamanho de particula: 0,2 a 0,5 mm
-Concentracdo de ozénio: 30 a 40
mg/L
-Fluxo: 10a 45 L/h
-Tempo de contato: 5 a 120 min

-Tempos de reagdo entre 1
a 8 minutos
-Maximo rendimento de
aldeidos aromaticos
-Umidade 6tima de 60%
-Deslignificagdo de 49 a
59,2 %

(QUESADA;
RUBIO;
GOMEZ, 1998,
1999)

Deslignificagdo e
melhoria da
hidrélise
enzimatica

Talos de algodao;
palha de trigo

Etanol

- Tamanho de particula: 0,2a 1 mm
-Massa: 1,5 a 100 g de biomassa seca
-Concentracdo substrato: 35 % a 50%

-Concentracdo de ozonio: 45 mg/L

-Fluxo: 0,37 L/min
-Tempo de contato: 60 a 420 min
-Condicdes ambiente

-Deslignificagdo de 42 a
95%

- Aumento da concentracéo
de glicose de 53% a 78%
em relagdo a biomassa ndo
tratada

(KAUR et al.,
2012; SCHULTZ-
JENSEN et al.,
2011)

Deslignificagdo

Cipreste japonés
(Chamaecyparis
obtusa Endl.)

Biomassa
deslignificada
para posterior

producéo de
bioetanol

Combinac&o de ozbnio e extracio
dioxano-agua

-Tamanho de particula: sessdes
transversais (10x10 cm) de 50 um de
espessura
-Concentracao de 0zénio: 3% m/m
-Fluxo: 100 L/h
-Tempo de contato: 1 a 120 min
-Extracdo com 50 mL de solucéo
dioxano-agua (9/1; v/v) por 5 a 120
min apds a 0zonizagado
-Temperatura ambiente

-Ozonizagéo de 10 a 30 min
foi suficiente para remocao
da lignina

(YOKOTA et al.,
2006)
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Tabela 4: Revisdo da literatura sobre o uso de ozoénio no pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas. Fonte: Adaptado de (ADARME,

2015) (continuagéo).

_— . Matéria- . _— ) Resultados mais A
Objetivo principal prima Produto final Condicdes do processo de Pré-tratamento significativos Referéncias
Combinacao de 0z6nio / moagem umida a disco -Condicio 6tima para
-Tamanho de particula: 2 mm ba : o' moa e?n
-Massa: 20 a 40 g biomassa com umidade de 60% @ ciclosg ng.min/ g) sequida
-Concentracéo de ozonio: 204 mg/L q ' q g) sequ
-Fluxo: 0,5 L/min e 60 (T'rl € 0z0nizacao
-Tempo de contato: 30 a 120 min 'ﬁion q |(;ac_)”(1)t|.ma para d
-Temperatura: 40 °C paiha de mifho. 9(? m('jn €
Palha, -Velocidade de rotagdo dos discos: 1800 rpm Ozfnr;:lzir?g?nziggé t?c?lase 8 (BARROS et
Melhoria da palha de Liberacdo de al., 2013;
hidrolise milho e agucares Combinacéo de 0zénio e moinho de bolas -Liberacio de acticares: SHI;
enzimatica bagaco de  fermentesciveis -Tamanho de particula: 0,6 mm 39624 m ¢ Iicose% ba a- 0 XIANG; LI,
cana -Massa: 10 g de biomassa base seca 125’ 11 99 ilose / gb gag 2015)
-Umidade: 50% -1 Mg XI0SE /g bagaco
x O 418,88 mg glicose / g palha
-Concentracéo de ozonio: 60 mg/L 128.93 ilose / Ih
-Fluxo: 1 L/min > Mg XII 0se /g Pa Iha
-Tempo de contato: 30 a 120 min 407,76 mgegr:i:ﬁfg g paina
- Temperatura ambiente 101,87 mg xilose / g palha de
-Velocidade das bolas: 139,5 rad./s ’ 9 milho gp
Tempo no moinho de bolas: 1 a 12 min
-Condigdo otima:
Deslianificacio e Metano e -Tamanho de particula: 1,7 mm Conc. Ozbnio 8 mg/min,
meg:horia (éa hidrogénio a -Massa: 10 g de biomassa base seca pH 11, 15 min,
biodegradabilidade Bagaco de partir do -Carga OZOHIF)Z 8a 17,5 mg/min RSL~de 0,075 g/_mlT (ADARME
cana de hidrolisado -pH:3,7e11 -Remocgéo 45,2 % lignina e etal., 2017)
Hidrolisado acucar erado no pré- -Tempo: 15 a 120 min 48,3 % hemiceluloses N
. g P -RSL: 0,05a 0,075 -Producdo de
fermentescivel tratamento

-Temperatura ambiente

2,6 Nm?® metano/ kg COD e
0,2 Nm® Hy/ g COD
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3.5 Digestao anaerdbia da biomassa lignocelulosica

A digestdo anaerobia representa um sistema ecoldgico delicadamente balanceado,
envolvendo processos metabdlicos complexos, que ocorrem em etapas sequenciais e que
dependem da atividade de, no minimo, trés grupos fisiolégicos de microrganismos: bactérias
acidogénicas (fermentativas), bactérias acetogénicas (sintréficas) e microrganismos
metanogénicos. Nesse sistema, acontece a oxidagdo da matéria organica, na auséncia de
oxigénio, por meio dos processos metabolicos de fermentacéo e respiracdo (CHERNICHARO,
1997).

O processo de digestdo anaerdbia se aplica a quase todos os residuos biodegradaveis, tais
como cortes de grama, restos de comida, esgoto, residuos animais, ou de residuos industriais.
Este método tem sido amplamente aplicado na gestdo de subprodutos agricolas, como estrume
animal e residuos de colheita com multiplos beneficios (BAUEN et al., 2009; HEISKE et al.,
2013) e é considerado um processo de baixo custo operacional cuja eficiéncia é dependente do
tipo de matéria-prima empregada (ZHENG et al., 2014).

De acordo com CHERNICHARO (1997), a digestdo anaerdbia pode ser considerada um
ecossistema onde diversos grupos de microrganismos trabalham interativamente na conversao
da matéria organica complexa em: metano, gas carbdnico, 4gua, gas sulfidrico, aménia e novas
células microbianas. Embora o processo possa ser separado em duas fases, acidogénica e
metanogénica, ele pode ser dividido em vérias rotas metabdlicas, com a participacdo de diversos
grupos microbianos, cada um com um comportamento fisioldgico diferente.

O principal produto do processo de digestdo anaerdbia é o biogas, uma mistura gasosa,
incolor, insoltvel em &gua e de baixa densidade. Este gas resulta da fermentacéo anaerdbia de
matéria organica e € normalmente constituido de 50 a 80% de metano (CHa4), de 20 a 50% de
dioxido de carbono (COy) e de outros gases em baixas concentragdes como o hidrogénio (Hz),
oxigénio (O>) e o gés sulfidrico (H2S). A proporc¢do de cada gas na mistura depende de varios
parametros, como o tipo de biodigestor e o substrato a ser digerido (COUTO et al., 2004).

O biogéas proveniente da digestdo anaerdbia de residuos solidos ou efluentes liquidos
constitui uma fonte de energia alternativa, bem como contribui em muito na questdo ambiental,
pois reduz potencialmente os impactos ambientais da fonte poluidora. Seu potencial energético,
determinado pelo seu poder calorifico, € funcdo da quantidade de metano contida na mistura
gasosa (SALOMON; LORA, 2005).

A conversao biologica da matéria organica complexa a metano sob condigdes anaerobias

ocorre por uma série de reac6es em cadeia divididas em quatro etapas (hidrolise, acidogénese,
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acetogénese e metanogénese) sendo que em cada etapa, as reacdes sao desenvolvidas por grupos
distintos de micro-organismos anaerobios (MONLAU et al., 2013). A Figura 11 apresenta um
esquema com as etapas envolvidas na degradacao anaerobia de residuos lignocelulésicos, bem

como as distintas classes microbianas envolvidas e seus principais produtos.

Figura 11: Esquema com as etapas envolvidas na degradacdo anaerobia de residuos
lignoceluldsicos. Fonte: BAETA (2016) apud MONLAU et al., (2013).
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Depois do pré-tratamento, a celulose e as hemiceluloses ficam mais acessiveis as
exoenzimas dos micro-organismos, de forma que, na etapa de hidrolise, estes compostos
complexos sdo transformados a compostos mais soltveis (glicose, xilose, arabinose e manose)
por bactérias fermentativas hidroliticas. Uma vez solubilizados, estes agUcares sao utilizados
por micro-organismos fermentativos acidogénicos e convertidos a acetato, outros &cidos graxos
de cadeia curta (propibnico, butirico, valérico), alcoois, hidrogénio e gas carbénico. A etapa
seguinte da digestdo anaerdbia consiste na acdo de bactérias acetogénicas envolvidas na
conversao dos produtos organicos a acido acético, hidrogénio e gas carbénico que serdo entdo
utilizados por micro-organismos metanogénicos (arqueias metanogénicas) na producdo de
metano. A mistura de hidrogénio e gés carbdnico é transformada em metano por bactérias
metanogénicas hidrogenotroficas, enquanto o acetato é transformado em metano por bactérias
metanogénicas acetoclasticas (MONLAU et al., 2013). A etapa de hidrdlise tem sido
considerada a etapa limitante no caso da digestdo anaerdbia de biomassa lignocelulésica de
forma que o pré-tratamento deste material é fundamental para aumentar a eficiéncia e as taxas
de producdo de metano (CIRNE et al., 2007; PAVLOSTATHIS; GIRALDO-GOMEZ, 1991).

O hidrogénio ¢é produzido predominantemente durante a etapa de acetogénese da digestéo
anaerobia, também chamada de fermentagdo escura, e os carboidratos sdo a principal fonte deste
biocombustivel gasoso (KAPDAN; KARGI, 2006). No entanto sua concentracdo no biogas €
normalmente pequena uma vez que ele é utilizado como fonte de energia para producgédo de
metano por alguns micro-organismos metanogénicos. Assim, para que o hidrogénio se acumule
no meio ha necessidade de interromper sua utilizacdo por grupos hidrogenotroficos do
consarcio anaerdbio. A otimizacdo da conversdo da matéria organica a hidrogénio, ao invés de
metano, por processos anaerobios ja tem sido desenvolvida com sucesso por diferentes grupos
de pesquisa (ANTONOPOULOU et al., 2008; CHEN; LIN; CHANG, 2001; FERNANDES et
al., 2010; FONTES LIMA,; ZAIAT, 2012).

Para aumentar a producdo de metano, uma promissora estratégia € utilizar a digestao
anaerdbia em dois estagios. Este processo consiste na separacao espacial da fase acidogénica,
na qual é produzido hidrogénio, da fase metanogénica, na qual o metano é produzido. Essa
separagdo proporciona maior estabilidade e eficiéncia ao processo (HAWKES et al., 2007). Os
grupos de micro-organismos acidogénicos e metanogénicos séo diferentes no que diz respeito
as suas necessidades nutricionais, fisiologia, pH 6timo de crescimento e absor¢éo de nutrientes.
Nos processos de digestdo anaerdbia em um estagio, condi¢fes uniformes sdo impostas a estes

diferentes grupos, 0 que, por sua vez, nos sistemas continuos de duplo estagio, onde as etapas
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de degradacdo microbioldgica sdo separadas em dois digestores, o problema das diferencas nas
condicBes Otimas para cada grupo de microrganismos é superado (ASLANZADEH et al.,
2013). Segundo GHOSH et al (1985) a separa¢do da producao de hidrogénio e metano, leva a
uma melhor estabilizacdo do material organico bem como uma maior producéo de gas.

O processo de digestdo anaerdbia pode ser classificado em estado solido (DA-S) e liquido
(DA-L) dependendo do percentual de solidos totais (ST). De acordo com ZHENG et al. (2014),
processos contendo mais de 15% de ST podem ser classificados como digestdo anaerobia em
estado sélido ao passo que processos de digestdo anaerdbia contendo menos que 15% sao
considerados digestdo anaerdbia em estado liquido. Ambos processos (DA-S e DA-L) tém sido
estudados para producdo de biogds a partir da biomassa lignocelulésica (CHANDRA,;
TAKEUCHI; HASEGAWA, 2012; ZHENG et al., 2014).

3.5.1 Digestdo anaerdbia de hidrolisados hemiceluldsicos

Os processos de pré-tratamento de biomassa lignocelulésica geram uma fragdo solida,
rica em celulose, e uma fracdo liquida, que consiste no hidrolisado hemicelul6sico, rico em
agucares Cs, tais como xilose e arabinose. A producdo de biogés por digestao anaerobia a partir
dessa fracdo liquida é uma opcdo tecnoldgica a ser considerada para maximizar a recuperacao
de energia a partir de biomassa lignoceluldsica (BAETA et al., 2016a, 2016b; BARAKAT et
al., 2012; TRAVAINI et al., 2016).

Estudos recentes utilizaram o hidrolisado gerado no pré-tratamento de bagaco de cana
para producéo de biogas. Em seu trabalho, BAETA et al. (2016) pré-tratou o bagaco de cana
de agUcar por auto hidrélise (178,6 °C; 43,6 min; RLS de 0,24 g/mL) alcancando uma producao
de metano por digestido anaerdbia do hidrolisado de 1,56 Nm3®kg TOC. No trabalho de
ADARME et al. (2017) foi utilizado o pré-tratamento oxidativo com 0z6nio no bagaco de cana-
de-acucar (Dose de 0zonio 8 mg/min, pH 11, 15 min, RSL de 0,075 g/mL), no qual foi obtida
uma producdo de 2,6 Nm? metano/kg TOC utilizando o hidrolisado obtido no pré-tratamento
na digestdo anaerobia.

Além disso, como ja foi mencionado anteriormente, BAETA et al. (2017) utilizou, juntas,
a fragdo solida e liquida resultante do pré-tratamento por exploséo de vapor de cascas de café,
cuja melhor condicéo (120 °C, 60 mim, 2 bar) resultou em uma producdo de 144,96 NmL CHa/g
DQO com recuperacao energeética de 0,59 KWh/g cascas.

Na literatura, pouco existe sobre a utilizacdo de cascas de café para producdo de biogas

por meio de digestdo anaerdbia. Esses estudos, em sua maioria, utilizam simultaneamente as
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fracOes solida e liquida, ou somente a fracdo sélida, geradas ap6s o pré-tratamento. O uso
apenas do hidrolisado obtido apds a etapa de pré-tratamento oxidativo das cascas de café, além
de servir para producdo de energia (biogas), pode viabilizar a utilizacdo da fragdo sélida como
matéria-prima para producdo de etanol, depois da mesma ser submetida a uma etapa de hidrolise
enzimaética e fermentagdo dos agUcares liberados. Portanto, este estudo pode contribuir com a
geracgdo de duas fontes de energia renovavel (etanol e biogas) a partir de um residuo agricola.

3.6 Hidrolise enzimatica

O grande desafio da biotecnologia moderna é o desenvolvimento de novos métodos para
a producdo de aglcares e bioetanol a partir de compostos contendo celulose (BEN’KO;
MANISOVA,; LUNIN, 2013). A biomassa lignoceluldsica pode ser convertida em etanol por
meio, principalmente, de dois processos: hidrolise da celulose contida no complexo
lignocelulésico para producdo de acucares fermentesciveis e fermentacdo desses aclcares a
etanol. A hidrélise é geralmente catalisada por enzimas conhecidas como celulases e a
fermentacdo é realizada por leveduras ou bactérias (SUN; CHENG, 2002).

O complexo enzimatico denominado de celulase é composto, principalmente, por trés
enzimas: endoglucanases, celobiohidrolases (exoglucanases) e as B-glicosidases. Todas atuam
na degradacdo das fibras de celulose, mas em partes distintas desse substrato. As enzimas
endoglucanases atuam em regides de baixa cristalinidade das fibras de celulose criando
extremidades de cadeias livres, as celobiohidrolases degradam ainda mais a molécula, liberando
as unidades de celobioses das extremidades das cadeias, enquanto as $-glucosidases hidrolisam
a celobiose para produzir glicose (CANILHA et al., 2012; SUN; CHENG, 2002).

No entanto, como ja foi dito anteriormente, a presenca de lignina e hemiceluloses no
complexo lignocelulésico dificulta o acesso das celulases a celulose, o que prejudica a hidrélise
enzimatica. Por isso se faz necessaria a etapa de pré-tratamento na biomassa lignocelulésica
(ALVIRA et al., 2010).

Apds o pré-tratamento, a fracdo sélida, rica em celulose, passa pela etapa de hidrélise
enzimatica, na qual a celulose é convertida em glicose que sera fermentada a etanol (NAIK et
al., 2010). O rendimento da hidrélise é governado por muitos fatores, tais como: tipo de pré-
tratamento do substrato, presenca de inibidores oriundos do pré-tratamento na superficie das
fibras, inibicdo da atividade enzimatica pelos produtos finais da biodegradacéo,
termoestabilidade das enzimas, concentragcdo e adsorgéo do substrato, tempo de duragdo da

hidrélise, pH do meio, concentracdo de substrato no meio e velocidade de agitacéo.
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Consequentemente é necessario otimizar as condi¢bes de hidrdlise para se obter um
funcionamento satisfatério dos processos de sacarificacdo (CANILHA et al., 2012; SUN;
CHENG, 2002; VALLANDER; ERIKSSON, 1985).

3.7 Consideracdes sobre a revisao bibliografica

A partir da revisdo da literatura é possivel perceber que o Brasil gera elevadas quantidades
de residuos lignocelulésicos, dos quais as cascas de café se destacam pela elevada producéo,
estimada em 2,7 milhGes de toneladas para o ano de 2017. A rica composi¢do de tais residuos
torna-os desejaveis para utilizacdo como matéria-prima em bioprocessos, visando a producédo
de bioenergia e bioprodutos de valor agregado.

Como foi mencionado anteriormente, existem muitos estudos visando o aproveitamento
das cascas de café como combustivel em fazendas, racdo animal, fermentacao em estado sélido
e liquido, producédo de biodiesel e etanol de segunda geracdo. Alguns trabalhos as utilizam,
ainda, no cultivo de fungos e leveduras e como matéria-prima para a producdo de enzimas,
acidos organicos, compostos aromatizantes e cogumelos. Outras aplicacGes estudadas para
estes residuos incluem compostagem para gestao de residuos solidos, painéis aglomerados para
construcdo, fertilizantes, adubo e até mesmo a producdo de adsorventes. Porém, como foi
reportado por OLIVEIRA e FRANCA (2015), muitas dessas aplicagdes ndo utilizam grandes
quantidades de biorresiduo e ainda ndo sdo tao eficientes e adequadas para implementacéo. Para
0 bioetanol, por exemplo, ndo ha registros de producédo em larga escala e 0s processos precisam
ser melhor estudados para entdo serem implementados. Dessa forma, ainda ha uma necessidade
de se buscar melhores alternativas e usos mais rentaveis para este residuo.

Devido ao pH &cido e a presenca de compostos de dificil degradacdo, as cascas de café
sdo resistentes a producdo de metano via digestdo anaerdbia e um pré-tratamento normalmente
se faz necessario para melhorar o rendimento e tornar o processo mais rapido. Como pdde ser
visto na literatura, poucos estudos foram feitos sobre o pré-tratamento das cascas de café
visando a producéo de biogas. Além disso, ndo existem trabalhos na literatura, até o presente
momento, que utilizaram o pré-tratamento oxidativo para este fim. Ademais, ndo foi encontrado
na literatura o uso do hidrolisado gerado no pré-tratamento oxidativo com o0z6nio das cascas de
café para producéo de energia.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia da oxidagdo com ozonio
no pré-tratamento de cascas de café visando a obtencdo de hidrolisados susceptiveis a digestdo

anaerobia para a producgdo de biogads (CH4 e H2), viabilizando, dessa forma, a utilizacdo da
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fracdo solida como matéria-prima para producdo de etanol de segunda geracdo, visto que é
esperado que a lignina seja modificada quimicamente no pré-tratamento, diminuindo o seu
efeito inibitorio sobre a acdo das enzimas. Além disso, espera-se que com a solubilizacéo de
parte das hemiceluloses e lignina, a fracdo soélida residual seja menos recalcitrante,

proporcionando um maior rendimento na etapa de hidrélise enzimatica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma geral do projeto

A Figura 12 mostra o fluxograma geral do projeto de mestrado contendo as etapas que

foram realizadas durante o0 mesmo.

Figura 12: Fluxograma esquematico das etapas realizadas no projeto de mestrado.
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4.2 Biomassa lignocelulosica

A biomassa lignocelulosica utilizada no projeto foi a casca de café. Este residuo foi

coletado na fazenda Jangada, localizada no distrito de Criminoso, no municipio de Lavras-MG.

As cascas foram previamente secadas (sob a luz solar) para remog¢do de umidade e, apés a

secagem, as mesmas foram armazenadas em sacos plasticos e acondicionadas em ambientes

sem umidade.
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4.3 Caracterizacdo da biomassa lignocelul6sica

As cascas foram caracterizadas antes e ap0s 0 pré-tratamento oxidativo. As andlises

fisico-quimicas empregadas estdo detalhadas a seguir.

4.3.1 Determinacao do teor de umidade
O teor de umidade das cascas de café foi determinado por meio de uma balanga
termogravimétrica OHAUS, modelo MB200. Para tanto, o equipamento aqueceu cerca de 0,9
gramas de amostra até 105° C por um determinado tempo até que a variacdo do peso fosse
minima (menor que 5%). O procedimento foi realizado em triplicata e o calculo para a

determinacéo do teor de umidade foi feito de acordo com a Equagéo 1.

) _ Myotar — Mseca

U/ (% * 100

Miotal

Equacéo 1

sendo U a umidade da amostra (%), Mseca @ Massa seca (g) e Miotal @ Massa total (g) utilizada no

teste.

4.3.2 Determinacao de Extrativos

Extrativos sdo uma mistura de diferentes compostos quimicos, incluindo resinas,
proteinas, fito-esterois, gorduras, graxas, sais € um nimero de hidrocarbonetos ndo volateis em
pequenas porcdes. Em analises de componentes, 0s extrativos interferem na quantificacdo da
lignina, de forma que residuos lignocelul6sicos com grande conteldo de extrativos devem
passar pela etapa de extracdo previamente a caracterizacdo (KARIMI; TAHERZADEH, 2016).

As cascas de café brutas, previamente moidas (40-60 mesh), foram submetidas a extracéo
em um extrator Soxhlet, utilizando uma mistura de solventes organicos, cicloexano/etanol (1:1,
v/v), conforme a norma TAPPI T204 cm 97 modificada, utilizando cicloexano no lugar de
benzeno. Essa metodologia foi aplicada apenas para a caracterizacdo das cascas de café in
natura para quantificacdo de extrativos.

Para tanto, pesou-se 10,0000 g (em base seca) da biomassa e transferiu-se para um
cartucho Soxhlet feito com papel filtro. Adicionou-se 125 mL de etanol e 125 mL de cicloexano
em um bal&o volumétrico de 250 mL e, montou-se o sistema Soxhlet, onde procedeu-se com a
extracdo por 48 horas. Apés a etapa de extracdo, o cartucho com a biomassa foi lavado com
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aproximadamente 100 mL de &gua destilada e em seguida foi colocado em estufa com
circulacdo forcada de ar a 60 °C por 72 horas para secagem. Apds a etapa de secagem, 0
cartucho com a biomassa livre de extrativos foi pesado. Retirou-se uma fracdo de
aproximadamente 1,0 grama para fazer o teste de umidade e fez-se a correcao para base seca.

O caélculo do percentual de extrativos foi feito de acordo com a Equacéo 2.

. m; — mf
Teor de extrativos / (%) = (T) x 100
i

Equacéo 2

sendo que m; é a massa inicial da amostra de biomassa e ms é a massa de biomassa livre de

extrativos, ambas em base seca.

4.3.3 Determinacgdo de inorganicos (cinzas)

Para a determinacéo de inorganicos foi utilizada a norma TAPPI T211 om-02. Para tanto
os cadinhos e suas tampas foram calcinados em mufla a 550°C por quatro horas. Logo apds, 0s
mesmaos foram resfriados em dessecador, a temperatura ambiente, para sua pesagem em balanca
analitica. Uma massa de 1,0000 g de amostra, previamente moida (40-60 mesh) e livre de
umidade, foi entdo colocada no cadinho, sendo esse procedimento realizado em triplicata. Os
cadinhos foram aquecidos a 100°C e essa temperatura foi mantida por 1 hora. Logo apds,
aumentou-se a temperatura gradualmente de 50 em 50°C a cada 40 minutos (taxa de
aquecimento de 1,25° C por minuto), para permitir a carbonizacdo suave da amostra. Os
cadinhos foram mantidos a 525°C por 4 horas e logo em seguida resfriados em dessecador, a
temperatura ambiente (GURGEL, 2010).

Dessa forma, o teor de inorganicos foi determinado gravimetricamente e calculado

utilizando a Equacéo 3.
AL mg
Inorganicos | (%) = (ﬁ) x 100
i

Equacdo 3

sendo que mra massa final (apos a calcinagdo) e m; a massa inicial de amostra livre de umidade.
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4.3.4 Determinacdo do teor de lignina soltvel e insolGvel

Para a determinacdo do teor de lignina da biomassa, deve-se considerar o teor de lignina
soluvel e insolavel. Para isso, utilizou-se 0 meétodo Klason, de acordo com a Norma TAPPI
T222 om-2 modificada. Essa etapa foi realizada para as cascas in natura (livres de extrativos)
e para as cascas pre-tratadas como apresentado a seguir.

Sabendo-se o teor de umidade, pesou-se 0,7133 g de amostra em base seca, previamente
moida (40-60 mesh), e transferiu-se para um tubo de vidro autoclavavel de 500 mL. Adicionou-
se 10,7 mL de solucdo de acido sulfarico 72% (1,64 g/mL) e manteve-se a suspensao sob
agitacdo magnética por 2 horas. Esse periodo é chamado fase de condensacdo. Logo apo6s a fase
de condensacao, prosseguiu-se para a fase de hidrélise, na qual adicionou-se 400 mL de agua
deionizada em cada tubo, fazendo com que a concentracdo do acido passasse para 4% (m/m).
Apbs a diluicdo do acido, os tubos foram levados para a autoclave, previamente aquecida a uma
temperatura de 121°C e presséo de 1 atm, onde permaneceram por 1 hora.

Ap0s a etapa de hidrolise, seguiu-se para a etapa de filtracdo, na qual a solucéo foi filtrada
em cadinhos de placa sinterizada do tipo ASTM 10-15M. Os cadinhos foram previamente
calcinados, a 550°C por 2 horas, para em seguida serem pesados e armazenados em dessecador
até o inicio da filtragdo.

Apos a filtracdo, o material insoltvel foi lavado com 100 mL de &gua destilada, seco em
estufa a 80°C por 4 horas e resfriado em dessecador para a pesagem. Apds a pesagem, 0S
cadinhos foram colocados em mufla com uma taxa de aquecimento de 2°C/mim até alcancar
525°C. Nessa temperatura eles ficaram por 2 horas. Logo apds, os cadinhos foram levados para
um dessecador para resfriamento controlado e posterior pesagem. Nessa etapa, considerou-se
que toda a matéria organica insoltvel era lignina (GURGEL, 2010; MARABEZI, 2009). O teor
de lignina insoltvel foi determinado gravimetricamente e calculado de acordo com a Equacéo
4,

Me_Myy,

Lignina / (%) = ( )x 100

1

Equacdo 4

em que me é a massa de amostra que saiu da estufa, mm é a massa de amostra que saiu da mufla

e mj amassa inicial da amostra livre de umidade. Essa equagao permite corrigir o teor de lignina
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insoltvel pelo teor de inorgénicos, evitando contabilizar essa fracdo duas vezes no balanco de
massa.

O liquido proveniente da filtracdo foi diluido 15 vezes e posteriormente foi utilizado para
quantificar a lignina soltvel de acordo com a metodologia adaptada (MARABEZI, 2009), na
qual foram feitas medidas de absorbancia em 215 nm e 280 nm. As concentracOes de lignina
soluvel foram entdo calculadas utilizando a Equacéo 5.

(4,53 * Abs@215) — Abs@280

9/ =
Equacéo 5
A Equacdo 5 é resultante da solucdo simultanea das equacdes 6 e 7:
Abs@280 = 0,68Cp + 18(;,
Equacdo 6
Abs@215 = 0,15Cp + 70C,,
Equacéo 7

sendo que Abs@280 s&o valores de absorbancia da solugéo a 280 nm, Abs@215 séo valores de
absorbancia da solugdo a 215 nm, Cp é a concentragdo de carboidratos (g/L) e CL é a
concentracdo de lignina soltvel (g/L). Os valores 0,68 e 0,15 séo as absortividades molares dos
carboidratos em 280 nm e 215 nm, respectivamente. Os valores 18 e 70 sdo as absortividades
molares da lignina soltvel em 280 e 215 nm, respectivamente.

Para encontrar o valor da concentracdo de lignina solivel em porcentagem em massa, foi

utilizada a Equacéo 8.

(4,53 * Abs@215) — Abs@280> %

300 *m

C/(%)=<

Equacdo 8

sendo que V e m sdo o volume da suspensédo e a massa de amostra utilizadas no teste Klason,

respectivamente.
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4.3.5 Determinacao do teor de celulose e hemiceluloses

Os teores de celulose e hemiceluloses foram determinados por meio da analise
cromatografica dos componentes do hidrolisado gerado no método de determinacéo do teor de
lignina insoluvel (Klason) das cascas de café. Para isso, foram quantificados os seguintes
compostos no hidrolisado: celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido formico, &cido acético,
2-furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF).

As analises dos acucares foram feitas em um cromatografo de fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE), equipado com um sistema binario de bombas (modelo LC-30AD
Shimadzu®), amostrador automatico, detector de indice de refracdo (RID-6A Shimadzu) e
coluna Aminex HPX 87H (300 x 7.8 mm BIO-RAD). A fase mével foi composta de acido
sulfurico 5 mmol/L e o fluxo no qual a mesma foi bombeada para o sistema foi de 0,6 mL/min.
A temperatura do forno (CTO-10A Shimadzu) na qual a coluna foi mantida foi de 45°C.

As analises dos acidos organicos e furfurais foram realizadas nas mesmas condic6es que
as andlises dos acucares, porém com deteccdo diferente. Para estes compostos, a deteccao foi
feita com o auxilio de um detector UV-Vis (SPD-10AV Shimadzu) operado em canal duplo. O
comprimento de onda para analise dos acidos foi de 210 nm e para anélise de FF e HMF foi de
274 nm.

Apos as analises, as massas de celobiose e glicose foram convertidas em quantidade
equivalente de glicana (celulose); as massas de xilose em xilana; as massas de arabinose em
arabinana (hemiceluloses), e a massa de acido acético convertida em grupos acetila. Além disso,
os teores de HMF e FF foram convertidos em quantidade equivalente de glicana e xilana
multiplicando-se a quantidade de HMF e FF pelos fatores de conversdao 1,286 e 1,375,
respectivamente. A conversao dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses foi
feita de acordo com as equacbes simplificadas 9 e 10 respectivamente, como descrito por
GURGEL (2010).

Celulose _ [(Otgsccelobiose) + (0:9Cglicose) + (3'52Céc férmico) + (1'29CHMF)XVH20+HZSO4] ¥ 100
% m;
Equacdo 9
Polioses _ [(0188Cxilose) + (0,88Cqrabinose) t+ (1'375Cfurfural)]x VH20+HZSO4 x 100
% m;
Equacéo 10
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4.3.6 Balanco de massa
O balango de massa para os componentes das cascas de café foi calculado conforme a

Equacdo 11 depois da quantificagdo dos mesmos.

Balancode massa / (%) =C+H+L+I1+E
Equacédo 11

sendo que C ¢ o teor de celulose; H ¢é o teor de hemiceluloses; L é o teor de lignina total (soltvel

+ insolavel); I o teor de inorganicos e E o teor de extrativos.

4.4 Planejamento experimental

Para entender e obter informacdes significativas a respeito da influéncia das variaveis
operacionais (independentes) nas varidveis resposta (dependentes) durante o pré-tratamento
oxidativo das cascas de café, fez-se o uso de um planejamento experimental Doehlert (PED).

Para o pré-tratamento com 0z0nio, as principais varidveis operacionais sdo o contetdo de
agua no reator, o tamanho da particula e a concentracao de 0zonio na corrente gasosa (ZHENG
et al., 2014); além disso, em pH basico, o processo deixa de ser ozonolise e passa a ser um
POA. Dessa forma, as variaveis operacionais escolhidas para este trabalho foram pH, razéo
liquido s6lido (RLS, mL/g) e carga de ozdnio especifica aplicada (COEA, mg Os/Qcascas). A
COEA é um valor que englobou a concentracdo de 0z6nio (mg/L), o fluxo de gas (L/min), o
tempo de reacdo (min) e a massa de cascas de café usadas (g) para cada ensaio sendo que a
concentracdo de ozonio foi fixada em 45 mg/L, o fluxo em 0,75 L/min, a massa de cascas em
25 g e o tempo foi variado entre 5 a 60 minutos.

As variaveis resposta foram as porcentagens de remocdo de lignina, celulose e
hemiceluloses, demanda quimica de oxigénio no hidrolisado (DQO, g/L), concentracdo de
acucares Cs e Cs (g/L) e potencial de producéo de metano ou hidrogénio (NmL/g DQOapiicada).
O tamanho de particula foi mantido entre 40 e 60 mesh para que a mistura dentro do reator
fosse homogénea.

Foram realizados 19 experimentos de oxidacdo utilizando oz6nio dissolvido como agente
oxidante, sendo que 7 destes eram pontos centrais (replicatas). Os niveis (codificados e
decodificados) de cada variavel independente adotados no PED e as condi¢fes experimentais
empregadas em cada ensaio de oxidagdo podem ser vistos na Tabela 5. As analises estatisticas

foram realizadas com nivel de significancia de 95%.
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Tabela 5: Niveis (codificados e decodificados) de cada parametro considerado no

planejamento experimental Doehlert e as condi¢des experimentais empregadas nos ensaios do

pré-tratamento oxidativo das cascas de cafe.

Variavel Niveis
-0,817 0 0,817
pH
3 7 11
-1 -0,5 0 0,5 1
RLS (mL/g)
10 12,5 15 17,5 20
COEA -0,866 -0,577 -0,289 0 0,289 0,577 0,866
(MgOs/Qeesca) | 6,75 19,14 31,49 4388 | 5626 | 6861 81
Carga de oz6nio
Ensaio RLS (mL/qg) especifica aplicada pH
(mg Os/ gcascas)

1 20,0 43,88 7
2 17,5 81,00 7
3 17,5 56,26 11
4 10,0 43,88 7
5 12,5 6,75 7
6 12,5 31,49 3
7 17,5 6,75 7
8 17,5 31,49 3
9 12,5 81,00 7
10 15,0 68,61 3
11 12,5 56,26 11
12 15,0 19,14 11
13 15,0 43,88 7
14 15,0 43,88 7
15 15,0 43,88 7
16 15,0 43,88 7
17 15,0 43,88 7
18 15,0 43,88 7
19 15,0 43,88 7
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4.4.1 Teste de Grubbs
Para as respostas dos pontos centrais (replicatas), foi aplicado o teste de Grubbs afim de
identificar outliers, ou seja, pontos cujo valor apresenta um grande afastamento da média. De
acordo com o teste de Grubbs, quando um ponto € identificado como um outlier, ele deve ser
descartado da anélise (HARRIS, 2010).
O teste consiste em comparar o valor obtido da Equagdo 12 com o valor correspondente
na Tabela 6. Se o valor calculado for maior que o valor na tabela, o ponto questionavel pode

ser descartado sem comprometimento da andlise estatistica.

|valor questionado — x|

Gealculado = S

Equacéo 12
Sendo:
G caiculado- Valor calculado para o teste de Grubbs
Valor questionado: valor que se deseja questionar
x: média do conjunto de dados

s: desvio padréao

Tabela 6: Valores criticos de G para a rejeicdo do outlier. Fonte: Adaptado de (HARRIS,
2010).

NUmero de observagdes G (95% de confianca)
4 1,463
5 1,672
6 1,822
7 1,938
8 2,032
9 2,110
10 2,176
11 2,234
12 2,285
15 2,409
20 2,557
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4.4.2 Ferramenta estatistica de desejabilidade

Apos a andlise e entendimento dos resultados obtidos pelo PED, foi utilizada uma
ferramenta estatistica de desejabilidade, executada pelo programa Statistica® (versdo 12), com
0 objetivo de predizer os valores das variaveis independentes do sistema em funcéo do nivel de
desejabilidade de cada varidvel dependente. Para cada varidvel foi atribuido um valor de 0 a 1
sendo o valor 0 muito indesejavel e 1 muito desejavel.

Neste trabalho, a ferramenta de desejabilidade foi usada com o objetivo de obter, apds o
pré-tratamento das cascas de café, uma fracdo solida com condicdes propicias para producéao
de etanol de segunda geracdo e uma fracdo liquida com condi¢es propicias a producdo de
biogas. Para tanto, foram escolhidas trés condi¢cdes para cada objetivo. Para a producdo de
etanol foi analisado o efeito da lignina na hidrélise enzimatica, mantendo-se sempre uma
elevada remocédo de hemiceluloses e uma pequena remocdo de celulose. Para a producéo de
biogas, foi analisado o efeito da lignina no hidrolisado, mantendo-se sempre elevada remocéo
de celulose e hemiceluloses. As pontuacGes de desejabilidade utilizadas para cada uma das

variaveis dependentes podem ser vistas na Tabela 7.

Tabela 7: Valores desejaveis de entrada do pré-tratamento oxidativo das cascas de café e
valores de saida gerados pela ferramenta de desejabilidade.

Condicdes decodificadas geradas pela
ferramenta de desejabilidade
(valores de saida)

Condigdes desejadas
(valores de entrada)

Ensaio
Remocdo | Remocdo | Remocéao Carga de oz6nio
RLS Sl ;
_ d(_e de _ de (mL/g) pH especifica aplicada
lignina | celulose |hemiceluloses (mg Os/g cascas)
1 0 0 1 15,8 3 65,40
2 0,5 0 1 14,2 3 73,20
3 1 0 1 10 11 81,00
4 0 1 1 20 11 81,00
5 0,5 1 1 10 9 6,75
6 1 1 1 10 11 18,50

A partir das pontuagdes atribuidas a cada uma das trés varidveis dependentes em cada
uma das seis condicOes, a ferramenta de desejabilidade gerou os valores de saida para as
variaveis independentes (RLS, pH e COEA) que retratam as condigdes de desejabilidade pré-

estabelecidas para respeitar os niveis almejados de remocdo de lignina, celulose e
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hemiceluloses. Em seguida, foram realizados os pré-tratamentos com as novas condi¢des
geradas pela ferramenta estatistica de desejabilidade e, ao final, foram analisadas as
composicdes dos hidrolisados e da fracdo solida para se avaliar as remocGes de celulose,

hemiceluloses e lignina e verificar se a previsdo foi satisfatoria.

4.5 Ensaios de oxidagdo para o pré-tratamento das cascas de café

Os ensaios de oxidacgdo foram realizados nas 19 condi¢des do PED e posteriormente nas
6 condicBes geradas pela ferramenta de desejabilidade. Para todos os ensaios, foi fixada uma
amostra de 25,0000 g (em base seca) de cascas de café, previamente moida (40-60 mesh). Essa
amostra foi submetida a oxidagdo em um reator de mistura completa, operando em batelada
com alimentacdo continua de o0z6nio, de acordo com as condi¢des geradas pelo PED e pela
desejabilidade. O reator foi confeccionado em vidro, com volume de 500 mL e possui uma
tampa com entrada para a corrente de ozonio, a qual passa por uma pedra porosa para melhor
distribuir o gas no meio e uma saida para o 0zonio ndo absorvido pela biomassa que é
direcionada a um frasco contendo solucéo de Kl (2g/L).

O o0zbnio gasoso foi obtido por meio de um gerador de 0z6nio de descarga elétrica modelo
O&L3.0RM fornecido e calibrado pela empresa Ozone & Life, com capacidade de producéo
de 3 g Os/h, usando como gas de alimentacdo oxigénio de pureza 99,99%. O equipamento
permite regular a concentracdo de 0z6nio produzida com um dosador de frequéncia e com um
regulador da vazdo de oxigénio adaptavel no cilindro (0 até 2 L/min), gerando assim
concentracdes na faixa de 3 até 54 mg Oa3/L.

O oz6nio residual (ndo absorvido) foi borbulhado em uma solucédo de iodeto de potassio
(K, 2 g/L) para ser convertido em O antes de seu langcamento no ambiente, permitindo, assim,
a quantificacdo do ozonio residual ao final do pré-tratamento. A Figura 13 ilustra o aparato

experimental utilizado.
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Figura 13: Esquema do aparato experimental utilizado no pré-tratamento das cascas de
café.
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4.6 Quantificacdo de oz6nio

No final de cada ensaio havia 0zénio gasoso residual na corrente de saida, ou seja, nem
todo 0z6nio enviado ao reator estava efetivamente sendo utilizado até o final do pré-tratamento
e como cada ensaio utilizou um tempo diferente, também consumiu uma quantidade de o0zénio
diferente, de forma que foi necessario fazer a quantificagdo do ozbnio gasoso residual (ndo
absorvido) ao final do teste. Esta quantidade, subtraida da carga afluente, indica a quantidade
efetiva de 0zbnio que estava reagindo com a biomassa naquele tempo.

A quantificacdo do ozénio gasoso foi feita de acordo com o método semi-batelada de
demanda de o0z6nio, como descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA; AWWA; WWE, 2005). O método consiste em titular a solugédo de K,
com um padréo de tiossulfato de sédio (Na2S203, 0,1 mol/L) logo apds a absor¢éo do 0zdnio
residual. Para isso, adicionou-se 10 mL de uma solucéo de &cido sulfarico (1 mol/L) em um
frasco Erlenmeyer, juntamente com a solucdo de KI (250 mL) contendo o ozonio residual e
procedeu-se a titulacdo. Quando a cor amarela estava quase desaparecendo, adicionou-se cerca
de 1 mL de indicador de amido e continuou-se a titulacéo até que a cor amarela desaparecesse

por completo.
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A reacdo entre 0 0zonio e o ion iodeto da solugdo de Kl é resultado da oxidacdo do ion

pelo ozdnio formando iodo molecular, como pode ser visto na equagdo quimica (1):

O34y + 217 (aq) + H20 = Ly + Oz + 20H  (ag)
1)
A estequiometria desta reagdo é preservada quando conduzida em meio acido, por isso é
adicionado ao frasco a ser titulado, 10 mL da solugdo de &cido sulfurico (1 mol/L) (APHA,
AWWA; WWE, 2005). O iodo liberado € titulado com a solucdo de tiossulfato de sodio
(Na2S203) usando indicador de amido para acentuar o ponto final da titulacdo (equacéo quimica
(2)).

2- - 2—
Iz(aq) + 25203 (aq) - 21 (aq) + 5406 (aq)

)
O célculo da quantidade de 0z6nio gasoso que reagiu com a amostra foi dado pela
Equacdo 13 (APHA; AWWA; WWE, 2005)

mg) 3 (V xCx O,SMM)
t
Equacéo 13

A mg L A
Demanda de ozonio / (—) = Dose inicial de ozbnio ( :
min min

sendo:

Dose inicial de ozonio = carga afluente de 0z6nio enviada ao reator
V= Volume de titulante (L)

C = concentracdo da solucdo de tiossulfato de sédio (mol/L)

MM = massa molecular do 0zénio (mg)

t = tempo de contato (min)

4.7 Caracterizacdo do hidrolisado obtido no pré-tratamento e identificacdo de

subprodutos

ApoOs o pre-tratamento, a fragdo liquida liberada foi caracterizada em termos de
monossacarideos (glicose, xilose, arabinose), acidos organicos e produtos de degradacdo de

sacarideo (HMF e FF) como descrito na secdo 4.3.5. A concentragdo de carbono organico
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dissolvido (COD) nos hidrolisados foi determinada utilizando um equipamento analisador de
carbono organico total (COT) soltvel modelo TOC-L CSH/CSN da marca SHIMADZU.

4.8 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) filtrada

As analises de DQO foram realizadas de acordo com o método colorimétrico de refluxo
fechado, como descrito no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA/AWWA/WEF, 2005). Para a andlise de DQO, as amostras (em triplicatas) foram
aquecidas em termoreator Dry Block MA 4004, Marconi (por 2 horas a 148 °C). Ap0s seu
completo resfriamento, as amostras foram entdo analisadas em espectrofotémetro HP UV-vis,

modelo 8453, em comprimento de onda de 610 nm.

4.9 Ensaios de producéo de metano e hidrogénio

Os potenciais de producdo bioguimica de metano (PBM) e hidrogénio (PBH) foram
avaliados por meio de ensaios de digestdo anaerdbia em batelada, utilizando a fase liquida
(hidrolisados) gerada no pré-tratamento das cascas de café com oz6nio nas condi¢Oes geradas
pela ferramenta estatistica de desejabilidade (Tabela 7). Foram avaliadas a producdo de biogas
em batelada por processos de um estagio (metanogénico) ou de dois estagios (acidogénico
seguido de metanogénico). No processo de digestdo anaerobica de dois estagios foi possivel
avaliar se a etapa acidogénica atuou como uma etapa de hidrdlise e biodetoxificacdo,
produzindo hidrogénio e melhorando a etapa subsequente de producao de metano. Na Figura
14 é apresentado um fluxograma com o resumo do que foi feito durante os testes de PBM e
PBH.
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Figura 14: Fluxograma dos testes de digestdo anaerdbia em batelada para producédo de
metano e hidrogénio.
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4.9.1 Potencial de producéo bioquimica de metano (PBM) em uma Unica fase

Os testes de PBM em uma Unica fase foram realizados em frascos de vidro &mbar de 275
mL, dos quais 150 mL correspondiam ao volume util de liquido e 125 mL ao volume vazio
acima da coluna de liquido (head space). Os testes foram feitos em duplicata, sendo que para
cada condicdo, um teste controle (sem substrato) também foi feito a fim de se verificar a
atividade metanogénica do inoculo.

Os frascos foram preenchidos com o hidrolisado obtido no pré-tratamento das cascas de
café, solugdo nutriente contendo bicarbonato de sédio (tampéao) e micro e macro nutrientes
como descrito por ANGELIDAKI et al. (2009) e indculo, de forma que foi mantida uma relagédo
alimento/microrganismo de 0,7 gDQO/gSSV. Esta relacdo foi obtida a partir de um estudo
preliminar, realizado pelo grupo de pesquisa, no qual variou-se este valor em trés niveis (0,4;
0,7 e 1,0 gDQO/gSSV).

Para a preparacao do indculo, foi feita uma mistura de estrume bovino e lodo anaerdbio,
mantendo-se uma relagdo de 1:1 (m/m) baseado em testes realizados anteriormente pelo grupo
de pesquisa (LIMA et al., 2017) presumindo que 0 estrume ja possuia, em seu consorcio
microbiano, microrganismos anaerobios adaptados a fragdes hidrolisadas de residuos

lignocelulosicos. O estrume foi coletado em uma fazenda localizada em Conselheiro Lafaiete,
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Minas Gerais, e 0 lodo foi proveniente de um reator UASB alimentado com esgoto sanitario e
operado em escala de demonstracdo no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) UFMG-COPASA, localizado na Estacdo de tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas, na
cidade de Belo Horizonte, MG.

Apos a inoculagdo, os frascos foram purgados com Ny durante 3 min e fechados
hermeticamente com tampa de borracha e lacre de aluminio. Este procedimento foi feito em
duplicata para cada condicdo, sendo os frascos mantidos em incubadora Shaker (Thoth® e
modelo 6440) sob controle de agitacdo constante de 150 rpm, para favorecer uma melhor
transferéncia de massa, e sob temperatura de 35°C (na faixa mesofilica), almejando maximizar
as atividades das bactérias metanogénicas. O pH dos frascos foi ajustado para a faixa de 6,9 a
7,2 adicionando-se NaOH ou HCI quando necessario.

A producdo de biogas (CHj4) foi avaliada medindo-se a pressdo acumulada no interior dos
frascos. As amostras de biogas foram tomadas usando uma seringa de vidro esmerilhado e
injetadas em um cromatografo de fase gasosa acoplado a um detector de condutividade térmica
(CG-DCT) (JUNG; THEATO, 2012). Os valores da concentracdo dos gases foram corrigidos
para condi¢fes normais de temperatura e pressao (CNTP) (1 atm., 273 K) usando a teoria dos
gases ideais. As amostras foram tomadas, inicialmente, de 8 em 8 horas, e ap6s o sistema entrar
na fase de producédo exponencial, uma vez cada 24 horas até a finaliza¢do dos testes, quando a
producdo acumulada de CHg ficou constante (variagdo menor que 1%).

4.9.2 Potencial de producéo bioquimica de hidrogénio (PBH)

Os testes de PBH foram realizados da mesma forma que os testes de PBM, porém,
manteve-se uma relagéo alimento/microrganismo de 1,8 (gDQO/gSSV) (FOSSALUZA, 2014).

A fonte de in6culo para os testes de PBH foi a mesma usada nos testes de PBM, porém,
a mistura lodo-estrume passou por uma etapa de pré-tratamento térmico a 90°C, por 10 min em
banho maria termostatizado (SOLAB®), que objetivou inativar 0s microrganismos
consumidores de hidrogénio (arqueias metanogénicas) e selecionar microrganismos produtores
de hidrogénio, uma vez que esses tém a capacidade de esporular e, por isso, resistem ao
tratamento térmico (LAZARO, 2012).

4.9.3 Potencial de producdo bioquimica de metano (PBM) — duplo estagio
Os testes de PBM em duplo estagio foram realizados com o sobrenadante obtido dos

frascos de PBH. Apds os testes anaerdbios acidogénicos, cada frasco de vidro foi aberto e a
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fracdo liquida restante foi separada da fase sélida por meio de centrifugacdo a 3.600 rpm durante
15 minutos. Uma parte da fracdo liquida foi separada para caracterizagdo da quantidade de
acucares e DQO, enquanto outra parte foi usada para os testes metanogénicos, como descrito

na secdo 1.8.1, porém substituindo o hidrolisado pelo sobrenadante do PBH.

4.9.4 Potencial de producdo bioquimica de metano (PBM) com adicéo de carvao
ativado

Na tentativa de maximizar a producéo bioquimica de metano, foi utilizado carvéo ativado
em po (Synth®) nos frascos de PBM a fim de adsorver possiveis compostos recalcitrantes ao
tratamento bioldgico.

Os testes de PBM com carvao ativado foram realizados com o hidrolisado da condicéo
gue mais produziu metano nos testes de PBM em uma Unica fase. Foram preparados 4 frascos
da mesma forma que nos testes de PBM, porém, foi adicionado 0,6 g de carvéo ativado em pé
em dois destes frascos, mantendo-se a dose de 4 g/L de carvéo ativado como no trabalho de
BAETA et al. (2012). Um teste controle (sem substrato) também foi feito a fim de se verificar

a atividade metanogénica do inéculo.

4.10 Analise cinética

A frequéncia das medidas de concentracdo de biogas nos testes de PBM e PBH teve como
objetivo permitir a modelagem da cinética de producdo dos biocombustiveis de interesse
(metano ou hidrogénio) mediante a digestdo anaerdbia dos hidrolisados das cascas de café pré-
tratadas oxidativamente com ozonio.

Para a analise cinética e modelagem foi utilizada a ferramenta Solver do Microsoft Office
Excel por meio da qual os dados de producédo de biogas foram ajustados com quatro modelos
de cinética: primeira ordem, Gompertz-modificado, exponencial de duas fases e multiplos
estagios. A qualidade de ajuste foi avaliada levando em consideragédo as seguintes funcdes de
erro: coeficiente de determinacao (R?), erro quadratico médio (RMSE), erro quadratico medio
normalizado (NRMSE) e o critério de informagdo de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1973;
MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003). Dessa forma, o modelo que melhor descreveu a
producéo de biogas pdde ser escolhido.

O modelo de Primeira ordem (Equacdo 14) considera a hidrélise do substrato como a
etapa limitante do processo (DONOSO-BRAVO; PEREZ-ELVIRA; FDZ-POLANCO, 2010).
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No entanto, este modelo ndo permite estimar a taxa especifica de producdo de biogés e nem a
fase lag.
P = Py[1 — exp(—kt)]
Equacéo 14
sendo:
P = rendimento de biogas acumulado (NmL biogas X g DQOaplicada );
Po = rendimento maximo de biogas (NmL biogas X g DQOaplicada );
k = constante da taxa de producdo de metano (horas )

t = tempo de incubacdo (horas);

O modelo de Gompertz modificado (Equacdo 15) € um modelo com fundamentacédo
empirica e amplamente utilizado para expressar a producéo de biogas em reatores anaerdbios
(BAETA et al., 2016a, 2016b). Esse modelo permite a determinacao de pardmetros importantes
da digestdo anaerdbia como a fase lag, taxa especifica méxima de producgdo de biogas (um) e
sua producdo maxima acumulada (Po) (ZWIETERING et al., 1990).

P = Pyexp {—exp l% A1—-t)+ 1]}
0

Equacéo 15

sendo:

P = rendimento de biogas acumulado (NmL biogas X g DQOzpiicada );

Po = rendimento maximo de biogas (NmL biogas x g DQOaplicada ™);

t = tempo de incubacdo (horas);

A = fase lag (horas);

um = taxa maxima de producio de biogas (NmL biogas x hora™ x g DQOaplicada );
e = constante de Euler (2,71828)

O modelo exponencial de duas fases (Equacdo 16) também é usado para monitorar
processos anaerdbios e considera que a producdo de biogéas pode ocorrer em dois ou mais
estagios. O modelo descreve a conversdo do substrato a biogas para cada fase, desconsiderando
a interacdo entre elas (LIMA et al., 2017(submetido); PELLERA; GIDARAKOS, 2016).
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P = P,[1 —exp(—K;it)] + P;[1 — exp(—K;t)]
Equacéo 16

sendo:
Pn = producéo de biogas acumulada da fase n (NmL biogas X g DQOzpiicada ™);

kn = constante cinética para a fase n (hora™®)

O modelo de multiplos estagios (Equacdo 17) descreve o comportamento da producéo de
biogas considerando diferentes substratos, estagios e suas interacdes. Tal modelo explica a
producdo de biogas de materiais lignocelul6sicos em estagios distintos e considera a interacdo
entre cada estagio para a producao total de biogas (LIMA et al., 2017 (submetido); LOPEZ et
al., 2011).

k, exp(—K;t) kiexp(—K,t)

P = As[1 — exp(=Ki0)] + A1 — exp(=Ka0)] + Ajs |1 =
s[1 —exp(=Kit)] + A;[1 — exp(—K, )] + Ajs K, — kq Ky =k,

Equacéo 17

sendo As, Ar e Ais a producio de biogas acumulada em cada estagio (NMLbiogas g pqoaplicada )

e K1 e K3 as taxas de constantes cinéticas (hora™).

Os valores de RMSE (Equacéo 18) e NRMSE (Equacdo 19) representam o desvio entre 0s
valores preditos pelo modelo e os valores experimentais, ou seja, quanto menor o valor de
RMSE e NRMSE, menor é o desvio e, consequentemente, melhor é o modelo (EL-MASHAD,
2013).

RMSE = \/ZL(YL exp Yiest)2

n
Equacéo 18
RMSE
NRMSE = [ ]xlOO
Yméx_Ymin
Equacéo 19

sendo:
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Yiexp =0ados experimentais;

Yiest = dados estimados pelo modelo;
n = nimero de pontos experimentais;
Ymax = maximo valor experimental;

Ymin = minimo valor experimental

O AIC (Equacéo 20) é um método para comparar modelos e prever qual modelo melhor
descreve os dados experimentais obtidos. Para tanto, o0 melhor modelo resultard no menor valor
de AIC (MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003).

ss
AlC =N*ln(ﬁ) + 2k

Equacéo 20

Sendo:
N = namero de pontos experimentais;
SS = soma quadratica dos residuos;

k = nimero de parametros do modelo

4.11 Ensaios de hidrélise enziméatica

A fracdo sélida gerada no pré-tratamento oxidativo das cascas de café foi submetida a
ensaios de hidrélise enzimatica. Os testes foram realizados em frascos Erlenmeyer de 25 mL
mantidos sobre agitagdo (150 rpm) em uma incubadora orbital da marca New Brunswick
Scientific®, mantida a 50°C por 72 horas. A razdo liquido-sélido aplicada nos ensaios foi de
10:1 (mL/qg), sendo a massa da fracdo sélida de 1,0000 g em base seca. O pH do meio reacional
foi mantido em 4,8 com tampao citrato 0,05 mol/L.

Foram utilizados dois coquetéis enzimaticos comerciais gentilmente cedidos pela
Novozymes® denominados de Cellic CTec2 e Cellic HTec2 na proporgdo 85:15%,
respectivamente. A determinacéo da atividade do coquetel Cellic CTec 2 (323,6 FPU.mL™) foi
realizada de acordo com Ghose (1987) recomendada pela IUPAC. A atividade da -glicosidase
(1690,1 Ul.mL™) foi determinada pela metodologia descrita por Visser et al., 2013. A celulase
(Cellic CTec2) foi aplicada em uma concentracdo de 10 FPU/gcascas (Dase seca) e a B-glicosidase
(Cellic Htec2) em uma concentracéo de 52,2 Ul/gbagaco (base seca).
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Nos frascos Erlenmeyer foram adicionadas as amostras dos residuos lignocelul6sicos
juntamente com a solucédo de enzima e solugdo tampéo. Para evitar qualquer tipo de danos
biolégicos, como crescimento de fungos durante os ensaios, foi introduzida, em cada frasco
Erlenmeyer uma pequena massa de azida sodica (0,02% m/v).

Apo6s 72 horas de incubagdo a atividade enzimaética foi interrompida pela imersdo dos
frascos Erlenmeyer em banho de gelo por 30 min. As amostras foram ent&o centrifugadas (4.500
rpm por 15 min) e parte da fracdo liquida foi filtrada em membrana 0,45 um para posterior
analise de acucares fermentesciveis (celobiose, glicose, xilose e arabinose) pelo método

cromatogréfico descrito na secdo 4.3.5.

4.12 Balanco de energia

Foi realizado um balanco de energia para todos os ensaios de digestdo anaerdbia
utilizando os hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo das cascas de café sob as
condicdes de desejabilidade. Para tanto, foi considerado que o CH4 e 0 Hz possuem poder
calorifico inferior (PCI) de 34,5 MJ/Nm?3 e 10,8 MJ/Nm3, respectivamente, sendo possivel
quantificar a energia na saida do sistema levando-se em conta as producfes de metano e
hidrogénio e considerando uma eficiéncia de queima de 90% (ADARME et al., 2017). De
acordo com TRAVAINI et al. (2016), a producdo de 100 g de ozdnio requer 1,65 MJ de energia,
dessa forma, com os valores da carga de ozénio aplicada em cada ensaio de pré-tratamento, foi

possivel quantificar a energia gasta na entrada do sistema.

63



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do pré-tratamento oxidativo na composi¢cao das cascas de café

A caracterizacdo quimica das cascas de café in natura foi realizada em base seca (% em
peso) e apresentou os seguintes resultados médios: 32,5% + 1,1 de celulose, 20,8% + 0,5 de
polioses (hemiceluloses), 27,1% + 0,8 de lignina, 22,0% * 1,6 de extrativos e 4,5% + 1,7 de
cinzas. A composi¢do quimica das cascas de café, reportada por alguns autores, varia muito,
como pbde ser visto na Tabela 1 (ver se¢do 3.3.1). Segundo PANDEY et al (2000) tais
diferencas podem ser decorrentes do tipo de processamento, das diferentes variedades de
cultivos e das condicdes de cultura, além da falta de metodologias analiticas padronizadas para
caracterizacdo deste material. De qualquer forma, observa-se que a caracterizacdo das cascas
de café obtidas neste trabalho estd dentro da faixa de valores reportada na literatura (celulose:
24,5 a 43%; hemiceluloses: 7 a 29,7%; lignina: 9 a 30,2%; cinzas: 3 a 10,7%).

Vale ressaltar que, em andlise de componentes, os extrativos interferem na quantificacéo
da lignina, de forma que os residuos lignoceluldsicos com grande contetido de extrativos devem
passar pela etapa de extracdo previamente a caracterizacdo (KARIMI; TAHERZADEH, 2016).
Como ainda ndo ha uma metodologia especifica para a quantificacdo de extrativos das cascas
de café, foi utilizada a extracdo com cicloexano e etanol, como feito para bagaco de cana por
MARABEZI, (2009). Além disso, na analise cromatografica, os picos de xilose e frutose séo
muito préximos, fazendo com que os valores de concentracdo destes componentes ndo sejam
tdo precisos. Tais fatores podem ter contribuido com o erro no fechamento do balango de massa
(106,9%).

O pré-tratamento oxidativo realizado na casca de café teve como objetivo principal
solubilizar as hemiceluloses e a lignina, de forma a gerar uma fracdo solida rica em celulose
(que poderia ser direcionada a producdo de etanol 2G ap6s sua hidrdlise enzimatica) e uma
fracdo liquida residual que poderia ser utilizada para recuperacdo de energia via producao de
biogads (metano e hidrogénio). O planejamento experimental utilizado no referido pré-
tratamento oxidativo € apresentado na Tabela 8.

A Tabela 8 apresenta as condi¢des experimentais geradas pelo planejamento experimental
Doehlert (PED) bem como o tempo de reacdo e a carga de ozénio residual ao final do ensaio.

Além disso, a Tabela 8 apresenta os dados da composicao das cascas de café pré-tratadas com
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0zOnio juntamente com o rendimento do processo, a perda de massa e a composi¢do do
hidrolisado gerado no pré-tratamento.

A carga de ozonio especifica aplicada (COEA, mg Os/g cascas) englobou a concentragao
de o0z6nio (mg/L), o fluxo de gas (L/min), o tempo de reacdo (min) e a massa de cascas de café
usadas (g) para cada ensaio. A concentracdo de ozonio foi fixada em 45 mg/L, o fluxo em 0,75
L/min e a massa de cascas em 25 g, de forma que foi possivel determinar o tempo de reacdo em
cada ensaio. Estes valores foram escolhidos por meio de testes preliminares levando-se em
conta o volume do reator, a capacidade de mistura, a capacidade de quantificacdo do ozénio
residual e resultados obtidos em trabalhos que utilizaram POA em biomassa lignocelulésica,
como no trabalho de ADARME (2015).

Visto que as cascas de café constituem um material complexo, os resultados de balanco
de massa observados na Tabela 8 para tal material pré-tratado foram coerentes e os valores
fecharam entre 94-101%.

O planejamento experimental Doehlert (PED) foi utilizado devido a sua alta eficiéncia e
necessidade de poucos pontos experimentais para sua aplicagdo. Além disso, cada variavel pode
ser estudada em diferentes numeros de niveis, como pode ser visto na Tabela 5, caracteristica
importante quando se tem interesse que alguns fatores sejam estudados em quantidades maiores
ou menores de niveis (NOVAES et al., 2017). Neste trabalho, o pH, a RLS e a COEA foram
variados em trés, cinco e sete niveis respectivamente.

Com base nos resultados da Tabela 8, foi possivel observar que as condicdes de
ozonizacdo que levaram a maior remocao de lignina e hemiceluloses foram aquelas utilizadas
no ensaio 12: RLS 15 mL/g, pH 11 e COEA 19,14 mg Os/g cascas. Era esperado maiores
remocdes destes compostos nos ensaios com pH alcalino devido ao fato de que neste pH o
processo é considerado um POA, entdo os resultados corresponderam as expectativas, muito
embora a alta remocao de celulose possa prejudicar a producéo de etanol celulésico. Pensando
no consumo de 0zo6nio, € valido destacar que este ensaio teve tempo de duragéo relativamente
baixo (14,2 minutos), o que contribui economicamente para o processo, levando-se em conta
que a geracdo de ozonio demanda gasto de energia. Em relagdo ao consumo de &gua, o ideal
seria 0 menor gasto possivel, porém, o ensaio 12 utilizou valor médio, visto que a RLS variou
entre 10 e 20 mL/g.
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Tabela 8: Condicbes experimentais de pré-tratamento oxidativo das cascas de café geradas pelo planejamento experimental Doehlert e composicédo das

cascas de café pré-tratadas nestas condicdes.

*A demanda de ozonio pela biomassa é a quantidade de oz6nio que estava reagindo com a biomassa ao final do teste.

Condigdes experimentais Comp03|g;rc‘>éfit?aft:ﬁzcr)nzol|da apos Efeito do pré-tratamento Ci:ggg'ﬁgﬁ?gada
Demanda de
Ensaio RLS Cargszgsigtzzgnlo Tempo l;)izoogéc;sge;?) Celulose | Lignina | Hemiceluloses Ba:ja: ¥ R Re_mo_géo Re_mogéo Pt(ejréia . DQ.O Aguca}res

(mL/g) pH aplicada (min) | final do teste” %) (%) %) massa Celulose | Lignina | Hemiceluloses massa hidrolisado | totais

(mg Oalg cascas) (mg Os/g @w | ) (G4 (%) (/L) ©

cascas)
1 20,0 | 7 43,88 32,5 34,59 49,11 | 28,79 22,12 100,03 2,73 31,56 31,60 35,71 13,37 2,71
2 175 | 7 81,00 60,0 39,71 48,30 | 28,67 22,68 99,65 14,38 39,02 37,23 42,46 20,56 3,19
3 175 |11 56,26 41,7 41,88 46,42 | 29,41 22,95 98,77 13,22 34,02 33,01 39,31 18,53 3,09
4 100 | 7 43,88 32,5 30,03 43,00 | 29,50 22,09 94,60 17,89 32,39 34,13 38,02 29,43 3,22
5 125 | 7 6,75 5,0 5,22 42,47 | 30,50 22,29 95,26 18,58 29,83 33,30 37,77 24,37 3,31
6 125 | 3 31,49 23,3 8,01 47,58 | 31,33 21,76 100,66 2,51 22,97 30,39 33,49 21,89 3,00
7 175 | 7 6,75 5,0 4,94 46,50 | 31,27 22,36 100,13 6,62 24,65 29,89 34,81 15,35 2,82
8 175 | 3 31,49 23,3 3,17 46,75 | 32,15 21,58 100,48 1,74 18,91 29,19 31,77 16,35 3,46
9 125 | 7 81,00 60,0 23,54 48,54 | 28,80 22,83 100,17 8,41 34,79 32,75 38,75 25,40 3,11
10 150 | 3 68,61 50,8 14,70 46,29 | 32,34 21,21 99,84 14,42 28,27 38,79 40,00 20,44 3,46
11 125 |11 56,26 417 46,95 45,79 | 28,91 23,20 97,89 20,94 40,11 37,46 43,96 26,51 3,08
12 150 |11 19,14 14,2 17,61 46,18 | 30,34 21,42 97,93 31,55 46,03 50,43 51,88 23,26 2,88
13 150 | 7 43,88 32,5 11,10 46,52 | 30,43 20,87 97,82 11,15 30,25 37,76 38,00 18,58 3,18
14 150 | 7 43,88 32,5 17,87 4454 | 29,28 20,83 94,65 9,71 28,78 34,07 34,20 19,93 3,14
15 150 | 7 43,88 32,5 15,30 46,66 | 30,95 21,20 98,81 9,90 28,29 36,07 33,36 18,20 2,96
16 150 | 7 43,88 32,5 16,87 49,25 | 30,27 21,77 101,28 | 14,11 36,66 40,73 43,39 20,65 2,87
17 150 | 7 43,88 32,5 21,14 48,16 | 30,77 21,96 100,88 9,59 30,70 35,64 39,07 21,44 3,11
18 150 | 7 43,88 32,5 18,45 46,78 | 30,51 21,53 98,82 5,23 25,83 31,90 33,71 17,16 3,02
19 150 | 7 43,88 32,5 17,57 49,48 | 29,77 21,86 101,11 | 13,29 37,40 40,18 43,11 18,21 3,25
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Para entender, com base estatistica, a influéncia das varidveis experimentais nos

resultados de remocéo de lignina, celulose e hemiceluloses apresentados anteriormente foi feita

a analise de variancia (ANOVA), na qual, por meio dos p-valores, foi possivel verificar qual

efeito padronizado teve maior influéncia nas variaveis dependentes (VD). Apds realizacdo dos

experimentos e obtengéo das respostas relacionadas a cada ponto experimental foi ajustada uma

funcdo matematica com o objetivo de descrever o comportamento das respostas de acordo com

a variacdo dos niveis das variaveis independentes por meio da ANOVA com 95% de

confiabilidade. Os coeficientes de regressdo (Tabela 9) possibilitaram a construcdo de um

modelo matematico para cada variavel dependente, que permitiu avaliar o0 comportamento

destas e entdo fazer predi¢des da variavel de resposta. Para tanto, a Equacdo 21 gera uma

superficie de resposta para cada variavel dependente.

VD = by + b;(RLS) + b,(COEA) + b3(pH) + by (RLS?) + by, (COEA?) + b33 (pH?)

+ by, (RLSxCOEA) + by3(RLSxpH) + b,s(COEAxpH)

Equacédo 21

Tabela 9: Coeficientes de regressdao para variaveis dependentes consideradas no

planejamento Doehlert e coeficiente de correlagdo R2.

REQGESEr lignina | hemiceluloses| celulose
bo Média das respostas | 13,17767 -26,968 -3,00194
b1 RLS -1,54517 4,3701 -0,83537
D11 RLS? 0,03391 -0,1504 -0,0047
b2 COEA 0,04800 0,4105 -0,24108
b22 COEA? 0,00053 -0,0017 0,00116
b3 pH 6,16239 5,7253 7,70175
b33 pH? 0,01805 0,0679 0,20667
b1z RLS x COEA 0,02533 0,0212 0,04827
b13 RLS x pH -0,12895 -0,1471 -0,32319
D23 COEA x pH -0,05464 -0,0805 -0,08633

R? 0,7898 0,7980 0,9285
RZ3justado 0,5797 0,5960 0,8570
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Os coeficientes de regressdo séo os termos que acompanham os fatores na equacgéo de
regressdo (Equacdo 21). O coeficiente bo € 0 termo constante, ou seja, € o intercepto quando 0s
fatores forem zero. Os coeficientes b1, b, e bs acompanham os termos lineares, enquanto bis,
b22 e b3z sdo os coeficientes dos termos quadraticos. Ja b1z, b1z e bz sdo os coeficientes das
interacOes entre os fatores.

A Equagdo 21 pode ser usada para determinar as condi¢des Otimas para os dados
modelados ao passo que gera a superficie de resposta que permite uma analise grafica. Os sinais
dos coeficientes estdo diretamente relacionados a resposta das variaveis dependentes (remocdes
de celulose, hemiceluloses e lignina), entdo, ao substituir os valores dos coeficientes e dos
fatores na Equacédo 21, de acordo com o sinal (positivo ou negativo), estes valores poderédo
aumentar ou diminuir as remogoes.

Para as replicatas no ponto central, foi aplicado o teste Grubbs, com intervalo de
confianga de 95%, para decidir se algum resultado suspeito deveria ser retirado da andlise. O
teste indicou que nenhum dos valores para as variaveis dependentes dos pontos centrais deveria

ser descartado, mesmo havendo uma variacdo aparentemente grande.

5.1.1 Remogé&o de lignina

Os resultados de remocgéo de lignina pelo tratamento oxidativo foram analisados por
ANOVA (Tabela 10) sendo possivel a construcdo de um diagrama de Pareto (Figura 15) para
observar os efeitos significativos, do ponto de vista estatistico, das variaveis independentes (pH,
RLS e COEA) sobre a variavel dependente (remocdo de lignina).

O diagrama de Pareto é uma ferramenta muito Util para identificar quais efeitos estimados
padronizados foram significativos ao nivel de 0,05 de confianga, de acordo com a ANOVA. O
diagrama mostra a magnitude (positiva ou negativa) e a importancia dos efeitos sobre a variavel
dependente selecionada (resposta). No gréafico, as barras que cruzam a linha de referéncia sao
estatisticamente significativas (PANDEY et al., 2000b).
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Tabela 10: Andlise de variancia para remocdo de lignina.

ANOVA - Remocaéo de lignina

Fonte de variacao C_;raus de | Somados Quafjrgdo F-calculado | p-valor
liberdade | Quadrados | médio

RLS (g/mL) 1 10,1844 | 10,1844 0,54250 | 0,489183
RLS? 1 1,1178 1,1178 0,05955 | 0,815345
COEA (mg Os/g cascas) 1 62,3031 | 62,3031 3,31878 | 0,118333
COEA? 1 1,4789 1,4789 0,07878 | 0,788389
pH 1 416,7423 | 416,7423 | 22,19915 | 0,003286
pH2 1 0,3356 0,3356 0,01788 | 0,898011
RLS x COEA 1 22,1117 | 22,1117 1,17785 | 0,319463
RLS x pH 1 5,9850 5,9850 0,31881 | 0,592790
COEA x pH 1 79,0250 | 79,0250 4,20953 | 0,086038
Falta de ajuste 3 48,0243 | 16,0081 0,85272 | 0,514095

Erro 6 112,6373 | 18,7729

Total 18 764,4277

Figura 15: Diagrama de Pareto para o pre-tratamento oxidativo com ozonio das cascas de

café considerando os efeitos padronizados das variaveis independentes (pH, RLS e COEA) na

remocao da lignina.

Varidvel: Remocdo de Lignina

pH

COEAX pH

COEA (mg Os/g cascas)
RLS x COEA

RLS (g/mL)

RLS x pH

COEA?

RLS?

pH?

-,564632
2806719
2440202

1337003

p=0.05

Efeito estimado padronizado (valor absoluto)
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O diagrama de Pareto (Figura 15) mostra que somente a variavel pH possui um efeito
significativo (positivo) sobre a variavel dependente remogdo de lignina, o que é confirmado
pelo p-valor inferior a 0,05 na analise de variancia realizada (Tabela 10).

De acordo com a Tabela 8, a maior remocao de lignina total (46,03%) aconteceu no ensaio
12 que empregou COEA de 19,14 mg Os/g cascas, RLS de 15 mL/g e pH 11. Nessas condigfes
0 processo oxidativo é considerado um POA por haver geracdo de radicais (GLAZE; KANG;
CHAPIN, 1987). A liberacdo de radicais hidroxila provavelmente favoreceu o ataque aos
componentes da lignina e resultou em maior deslignificacéo.

De acordo com DOMENECH; JARDIM e LITTER (2001), a 0zonizago ¢ sensivelmente
mais eficiente em meio alcalino, o que € explicado por meio da diferenca entre as constantes de
velocidade. Segundo os autores, a ozoniza¢do de compostos aromaticos em meio alcalino
apresenta constante de velocidade muito maior que em meio &cido ou neutro, como pode ser
visto nas equacdes (3) e (4), respectivamente, pois pode iniciar-se de diferentes modos devido

a formacao de espécies como HO e HO-'.

OH™
205 + H,0 — 2HO" + 20, + HO; k ~ 108 - 101 L/mol.s
3)
0;+5—-S, k=1-100 L/mol.s
(4)

sendo S um composto aromatico.

O pH influencia diretamente na decomposi¢éo do 0z6nio molecular. Em situagdes em que
uma pequena concentragdo do ion hidroxila esta presente (pH < 3) a decomposic¢ao do 0z6nio
é pouco afetada e a reagdo ocorre predominantemente via 0zénio molecular (reacéo direta), por
meio de adicdo eletrofilica, como j& foi mencionado anteriormente na segéo 3.4.2 (Figura 9). A
presenca do ion hidroxila (OH") em concentracdo consideravel pode iniciar a decomposi¢do do
0zonio molecular, levando a formacéo do radical hidroxila, conforme mostrado nas equacées
quimicas de (5) a (7) (ASSALIN; DURAN, 2007; GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000;
RAGNAR; ERIKSSON; REITBERGER, 1999).
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0;+0H™ - 05"+ HO;

(5)
HO; < 05" +H”
(6)
O;+0;°+H" > HO™" + 20,
(7)

Nestas situacdes, as reacOes de oxidagdo ocorrem via radical hidroxila (reagdo indireta),
sendo estas ndo seletivas. A reacdo do 0z6nio com compostos aroméaticos em meio alcalino,
pode resultar na formacao de radicais como o superdxido (O2¢) e o hidroperéxido (HO2"), como
pode ser visto na secdo 3.4.2 (Figura 10), fazendo com que reacGes em cadeia se iniciem
gerando mais radicais que poderdo atacar os compostos organicos (GOTTSCHALK; LIBRA,;
SAUPE, 2000; RAGNAR; ERIKSSON; REITBERGER, 1999). Sendo assim, os radicais
formados constituem um poderoso agente oxidante podendo ser efetivo na degradacdo de
compostos de elevada resisténcia quimica como a lignina.

E importante relatar que no estudo de ADARME (2015), que pré-tratou o bagaco de cana
com 0z0nio, 0 ensaio que mais removeu lignina total (45,2%) empregou pH 11, RLS 13,33
mL/g e COEA de 12 mg Os/g bagaco, condi¢Bes bem préximas das observadas neste trabalho.

N&do foi encontrado na literatura nenhum trabalho que empregou o pré-tratamento
oxidativo nas cascas de café, mas, comparando com a oxidacdo de outras biomassas, é possivel
perceber que o tempo de 15 min foi significativamente menor. GARCIA-CUBERO et al. (2010)
pré-trataram palha de grdos com ozonio para posterior producédo de etanol, sendo que o tempo
6timo de ozonizac4o foi de 150 min para remogc&o de 45% lignina insoldvel. SOUZA-CORREA
et al. (2013) e TRAVAINI et al. (2013) usaram tempos de 60 a 240 min para ozonizacdo do
bagaco de cana e obtiveram eficiéncias de deslignificacéo entre 50 e 67%. KAUR et al. (2012)
usaram oxidagdo em talos de algoddo e obtiveram deslignificacdo de 42% com tempo de
ozonizagdo de 150 min. Nesse aspecto, é possivel perceber que processos de oxidagdo
molecular, que empregam 0zOnio gasoso em meio aquoso neutro, necessitam de maiores
tempos de reacdo para deslignificacdo quando comparados aos POA, como o usado neste
trabalho.

E importante mencionar que grande parte dos estudos sobre pré-tratamento de biomassa
com 0z6nio utilizam processos de ozonizacdo em coluna por ter configuragdo mais simples
(GARCIA-CUBERO; GONZALEZ-BENITO; INDACOECHEA, 2009; GARCIA-CUBERO
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et al.,, 2010, 2012; PANNEERSELVAM et al., 2013; TRAVAINI et al., 2013; V.
EUPHROSINE-MOY, T. LASRY, R.S. BES, 1990; VIDAL; MOLINIER, 1988), porém, neste
trabalho, foi avaliada a aplicacdo de reatores de mistura (CSTR) na ozonizacdo das cascas de
café. A grande diferenca esta na relacéo entre o consumo de o0zénio e a solubilizagéo da lignina.
Reatores de mistura trabalham com concentracéo e fluxo de ozdnio continuos, porém o ozonio
comeca a escapar no inicio do pré-tratamento devido a dificuldade na transferéncia de massa
entre o gas e o sélido, além da solubilizagéo de parte do gas na fase liquida. Os reatores de leito
fixo sdo mais eficientes ao se comparar a razéo entre o consumo de 0zonio e a solubilizacéo de
lignina, no entanto, a canalizacdo e a exposi¢do desigual da biomassa ao 0zoOnio sdo as
principais desvantagens desta configuracdo (TRAVAINI et al., 2016).

Foi possivel construir um modelo (Equacédo 22) que permitiu avaliar a remocao de lignina
com base na andlise de variancia, sendo que o coeficiente de determinacdo foi de 0,7898, de
forma que 79% dos valores de remocéo de lignina puderam ser explicados pelo modelo. Este
coeficiente de correlagdo foi razoavel, tendo em vista a complexidade da biomassa e a falta de

metodologias padronizadas para sua caracterizagao.

% Remocao de lignina
= 13,18 — 1,55RLS + 0,03RLS? + 0,05COEA + 6,16pH + 0,02pH?
+ 0,03RLSxCOEA — 0,13RLSxpH — 0,05COEAxpH
Equacéo 22

Foi construido um grafico de superficie de resposta (Figura 16) gerado pelo modelo
quadratico resultante do PED. Analisando a superficie de resposta da Figura 16, € possivel
perceber que para atingir remocdes significativas de lignina é preciso usar valores de pH acima
de 8 (provavelmente devido a liberacdo de radicais hidroxila) mantendo-se a carga de 0zénio
em baixos valores. Em contrapartida, ao usar valores de pH inferiores a 8, porém, com valores
de COEA elevados, também houve remocéo de lignina, muito embora tais valores de remogéo
ndo foram tdo elevados como aqueles observados em pH alcalino, além de terem necessitado
de tempos de ozonizagdo maiores. Nesse caso, 0 0z0nio reagiu de forma direta com as cascas
de café, promovendo uma reaco lenta e seletiva (DOMENECH; JARDIM; LITTER, 2001).
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Figura 16: Grafico da superficie de resposta para remocao de lignina em funcéo da carga

de ozbnio aplicada (COEA, mg Os/g cascas) e do pH mantendo-se o valor de RLS (mL/g) fixo
no ponto central (15 mL/g).

= ->50
g Bl <48
0, Bl <38
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5.1.2 Remocao de hemiceluloses
Os resultados de remocéo de hemiceluloses pelo tratamento oxidativo foram analisados
por ANOVA (Tabela 11) sendo possivel a construcdo de um diagrama de Pareto (Figura 17)

para observar os efeitos significativos, do ponto de vista estatistico, das variaveis independentes
(pH, RLS e COEA) sobre a variavel dependente (remocdo de hemiceluloses).
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Tabela 11: Andlise de variancia para remocao de hemiceluloses.

ANOVA - Remogéo de hemiceluloses

Fonte de variacao C_sraus de | Soma dos Quafjr_ado F-calculado | p-valor
liberdade | Quadrados| médio

RLS (g/mL) 1 5,8136 5,8136 0,57287 |0,477779

RLS? 1 22,0017 | 22,0017 2,16805 |0,191326

COEA (mg Os/g cascas) 1 1,3279 1,3279 0,13085 |0,729948

COEA? 1 15,8042 | 15,8042 1,55734 |0,258547

pH 1 84,5902 | 84,5902 8,33553 |0,027798

pH2 1 4,7402 4,7402 0,46710 |0,519830

RLS x COEA 1 15,5270 | 15,5270 1,53004 |0,262322

RLS x pH 1 7,7857 7,7857 0,76720 |0,414769

COEA x pH 1 171,3781 |171,3781 | 16,88762 |0,006290

Falta de ajuste 3 28,6610 | 9,5537 0,94142 |0,477301

Erro puro 6 60,8889 | 10,1481

Total 18 443,2963

Figura 17: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento oxidativo com ozénio das cascas de

café considerando os efeitos padronizados das variaveis independentes (pH, RLS e COEA) na

remog&o da hemiceluloses.

COEAXx pH

COEA?

RLS x COEA
RLS x pH
RLS (g/mL)
pH?

COEA (mg Os/g cascas)

Varidvel: Remocdo de Hemiceluloses

, 3617343

-1,24794

-,875901

-,756882

6834467

1,236946

p=0,05

Efeito estimado padronizado (valor absoluto)
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O diagrama de Pareto (Figura 17) mostra que a variavel pH possui um efeito significativo
positivo sobre a variavel dependente remocdo de hemiceluloses, porém, a interacdo entre as
variaveis independentes pH e COEA possui um efeito significativo negativo de maior
magnitude (-4,10945), o que € confirmado pelos p-valores inferiores a 0,05 na andlise de
variancia realizada (Tabela 11).

De acordo com a Tabela 8, a maior remocdo de hemiceluloses (50,43%) aconteceu,
também, no ensaio 12 que empregou COEA de 19,14 mg Os/g cascas, RLS de 15 mL/g e pH
11, caracterizando o processo como um POA.

E importante relatar a relacio observada entre as remogdes de lignina e hemiceluloses.
De acordo com MUSSATTO; DRAGONE (2016), o ozonio degrada preferencialmente a
lignina, porém, em meio aquoso e pH alcalino, o 0z6nio dissolvido na &gua gera radicais
hidroxila que reagem com carboidratos, resultando em clivagem aleatoria de ligacdes
glicosidicas e formacdo de acidos, alcoois e aldeidos (RAGNAR; ERIKSSON; REITBERGER,
1999; TRAVAINI et al., 2015). Sendo assim, a solubilizagdo de hemiceluloses pode aumentar
com o aumento da deslignificacdo em virtude de que as cadeias de hemiceluloses sdo
susceptiveis a ataques pelos acidos organicos formados, levando a solubilizacdo conjunta de
ambos os constituintes do complexo lignina-hemiceluloses. Este comportamento também foi
relatado por outros autores como GARCIA-CUBERO et all. (2009) e LI et al. (2015). No
trabalho de ADARME (2015), o ensaio que mais removeu lignina também foi o que mais
solubilizou hemiceluloses (48,28%).

O mecanismo de reacdo para o0 ataque do ozbnio a carboidratos é explicado por
OLKKONEN et al. (2000) e por TRAVAINI et al. (2015) e possui varias rotas de fragmentacéo.
A degradacdo ocorre por meio do ataque direto do ozonio aos carboidratos no carbono
anomérico ou no oxigénio que estdo envolvidos nas liga¢cdes glicossidicas, levando a clivagem
destas ligacOes, ou pelo ataque do 0zdnio em outras posicdes nas unidades de hexoses, levando
a formagdo de grupos carbonila e carboxila. Em meio alcalino acontecem, ainda, reacdes néo-
seletivas de radicais, que contribuem para a degradacao dos carboidratos. Os produtos finais
podem ser monossacarideos, lactonas, furanos, acidos e compostos volateis (OLKKONEN et
al., 2000).

Foi possivel construir um modelo (Equacdo 23) que permitiu avaliar a remocdo de
hemiceluloses com base na anélise de variancia, sendo que o coeficiente de determinagéo foi
0,7980, de forma que 80% dos valores de remocao de hemiceluloses puderam ser explicados

pelo modelo. Tal coeficiente se mostrou razoavel, tendo em vista a complexidade do sistema.
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% Remocao de hemiceluloses
= —26,97 + 4,37RLS — 0,15RLS? + 0,41COEA — 0,002COEA? + 5,73pH
+ 0,07pH? + 0,02RLSxCOEA — 0,15RLSxpH — 0,08COEAxpH
Equacéo 23

Foram construidos gréficos de superficie de resposta (Figura 18 e Figura 19) gerados pelo
modelo quadratico resultante do PED. Analisando a superficie de resposta da Figura 18, é
possivel perceber que existem duas regibes para atingir remocOes significativas de
hemiceluloses. A primeira se refere aos ensaios que usaram valores de pH acima de 8 mantendo
a RLS media e baixos valores de COEA, provavelmente devido a liberagdo de radicais hidroxila,
resultando em uma reacdo rapida, ndo especifica, como ¢€ tipico da oxidacdo radicalar. Em
contrapartida, é possivel observar que ao usar valores de pH menores que 8, porém com COEA
alta e RLS média, também houve remoc¢éo de hemiceluloses, muito embora tais remog6es ndo
tenham sido tdo elevadas como aquelas observadas em pH alcalino, demandando ainda tempos
de ozonizacdo maiores. Nesse caso, 0 0zOnio reagiu de forma direta com as cascas de cafe,
promovendo uma reacdo lenta e seletiva (DOMENECH; JARDIM; LITTER, 2001).

Ao manter a COEA média (Figura 20), o pH foi a varidvel independente mais
significativa, ou seja, para uma grande faixa de valores de RLS, a remocao de hemiceluloses foi
mais elevada em pH alcalino. Essas observacgdes sdo condizentes com o diagrama de Pareto que
mostra que a interacdo entre as variaveis independentes pH e COEA teve um efeito significativo

negativo seguido do efeito significativo positivo da variavel independente pH.
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Figura 18: Gréfico da superficie de resposta para remocao de hemiceluloses em funcao

da carga de ozonio aplicada (COEA, mg Os/g cascas) e do pH, mantendo-se o valor da RLS
(mL/g) fixo no ponto central (15 mL/g).
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Figura 19: Gréfico da superficie de resposta para remocdo de hemiceluloses em fungéo

da RLS (mL/g) e do pH, mantendo-se o valor da carga de o0z6nio aplicada (COEA, mg Oaz/g
cascas) fixo no ponto central (43,88 mg Os/g cascas).
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5.1.3 Remocao de celulose
Os resultados de remocédo de celulose pelo tratamento oxidativo foram analisados por
ANOVA (Tabela 12) sendo possivel a construcdo de um diagrama de Pareto (Figura 20) para
observar os efeitos estatisticamente significativos das variaveis independentes (pH, RSL e

COEA) sobre a variavel dependente (remogéo de celulose).

Tabela 12: Analise de variancia para remocao de celulose.

ANOVA - Remocao de celulose
Fonte de variacao ICI; brzfja?jz Sﬁzjarla%?)i eri]agdr?(;jo F-calculado | p-valor

RLS (g/mL) 1 125,5984 | 125,5984 | 14,82964 |0,008451
RLS? 1 0,0215 0,0215 0,00254 | 0,961454
COEA (mg Os/g cascas) 1 2,7831 2,7831 0,32861 | 0,587306
COEA? 1 7,0692 7,0692 0,83467 |0,396153
pH 1 368,7014 | 368,7014 | 43,53329 |0,000583
pH? 1 43,9704 43,9704 5,19167 | 0,062927
RLS x COEA 1 80,2981 80,2981 9,48096 |0,021688
RLS x pH 1 37,5932 37,5932 4,43870 |0,079722
COEA x pH 1 197,2527 | 197,2527 | 23,29001 |0,002922
Falta de ajuste 3 16,6930 5,5643 0,65699 |0,607584

Erro 6 50,8165 8,4694

Total 18 944,0271
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Figura 20: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento oxidativo com ozonio das cascas de
café considerando os efeitos padronizados das variaveis independentes (pH, RLS e COEA) na

remocao da celulose.

Varidvel: Remocdo de Celulose

pH 6.597976

COEAx pH -4,82597

RLS (g/mL)
RLS x COEA

2,278523

pH?

RLS x pH -2,10682

COEA? 21

COEA (mg O;/g cascas) 2

RLS? -,050381

p=0,05

Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

O diagrama de Pareto (Figura 20) mostra as varidveis independentes que tiveram efeito
significativo na remocao de celulose, confirmadas pelo p-valor inferior a 0,05 na anélise de
variancia realizada (Tabela 12). E possivel observar que a variavel pH e a interacdo entre RLS
e COEA tiveram um efeito significativo positivo sobre a variavel dependente remogdo de
celulose, assim como a variavel RLS e a interacdo entre COEA e pH, que tiveram um efeito
significativo negativo sendo que o valor padronizado do efeito do pH foi 0 mais pronunciado
(6,597976) dentre os demais.

Alguns autores ja relataram que a ozondlise é seletiva para lignina e pouco afeta a celulose
(L1 et al., 2015; SCHULTZ-JENSEN et al., 2011; SOUZA-CORREA et al., 2013a;
TRAVAINI et al., 2016), porém em meio aquoso e pH alcalino, a geracdo de radicais hidroxila
faz com que a reagéo passe a ser nédo seletiva, podendo solubilizar, inclusive, parte da celulose
(DOMENECH; JARDIM; LITTER, 2001). No trabalho de BINDER; PELLONI e FIECHTER
(1980), por exemplo, foi realizada a ozonizagdo de palha de trigo com vias a deslignificar este
material, e 0s autores relataram que houveram melhorias na degradabilidade da celulose. Eles

observaram que quando as fibras de celulose sdo expostas ao 0zénio, o resultado é a formacéo

79



de varias cadeias de celulose mais curtas, melhorando a hidrélise enzimética, no caso da
producdo de etanol de segunda geracédo. De acordo com a Tabela 8 a maior remocdo de celulose
(31,55%) também aconteceu no ensaio 12 que empregou COEA de 19,14 mg Os/g cascas, RLS
de 15 mL/g e pH 11. O mecanismo de reacdo entre o 0zonio e carboidratos foi discutido
anteriormente na sec¢do 5.1.2, que abordou a remocao de hemiceluloses e também se aplica para
explicar a remogéo de celulose.

Com base na andlise de variancia, foi possivel construir um modelo (Equacdo 24) que
permitiu avaliar a remocdo de celulose, sendo que o coeficiente de determinacao foi de 0,9285,

de forma que 93% dos valores de remocéo de celulose puderam ser explicados pelo modelo.

% Remocao de celulose
= —3,00 — 0,84RLS — 0,005RLS? — 0,24COEA + 7,70pH + 0,21pH?
+ 0,05RLSxCOEA — 0,32RLSxpH — 0,09COEAxpH
Equacéo 24

Foram construidos gréficos de superficie de resposta (Figura 21 e Figura 22) gerados pelo
modelo quadratico resultante do PED. Analisando a superficie de resposta da Figura 21 é
possivel perceber que as maiores remocGes de celulose foram observadas em ensaios com
valores de pH acima de 8 mantendo-se a RLS baixa e carga de 0z6nio média. Na Figura 22 é
possivel observar que as maiores remocdes de celulose aconteceram com COEA baixa e valores
de pH acima de 8 e que ensaios com pH acidos e COEA altas também removeram celulose, mas

em menor quantidade.
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Figura 21: Gréfico da superficie de resposta para remocao de celulose em funcdo da RLS

(mL/g) e do pH, mantendo-se o valor da carga de ozénio aplicada (COEA) fixo no ponto central
(43,88 mg Os/g cascas).
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Figura 22: Gréfico da superficie de resposta para remocao de celulose em fun¢éo da carga

de oz6nio aplicada (COEA, mg Os/g cascas) e do pH, mantendo-se o valor da RLS fixo no ponto
central (15 mL/g).
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5.2 Estudos de desejabilidade para otimizacdo do pré-tratamento visando a

producao de etanol e/ou biogas

Ap0s a analise dos resultados de pré-tratamento das cascas de café, obtidos pelo PED, foi
utilizada uma ferramenta estatistica de desejabilidade, executada pelo programa Statistica®
(versdo 12), com o objetivo de predizer os valores das varidveis independentes do sistema em
funcdo do nivel de desejabilidade de cada variavel dependente.

O uso da ferramenta de desejabilidade teve como objetivo obter, ap6s o pré-tratamento
das cascas de café, uma fracdo sélida susceptivel a sofrer hidrélise enzimética visando a
producdo de etanol de segunda geracdo e uma fracdo liquida residual que seria submetida a
digestdo anaerdbica com vistas a producdo de biogas. Para tanto, foram escolhidos trés ensaios
com condicdes favoraveis a producdo de etanol (ensaios 1, 2 e 3) a partir da fase solida e trés
ensaios com condicdes favoraveis a producdo de biogés (ensaios 4, 5 e 6) a partir da fracdo
liquida residual, variando a remocéo de lignina (baixa, média e alta) a fim de avaliar o efeito
desta variavel independente na hidrdlise enzimatica e na digestdo anaerdbia.

Os valores desejaveis de entrada e os valores de saida gerados pela ferramenta de
desejabilidade podem ser vistos na Tabela 7 (ver secdo 4.4.2) e os niveis almejados para cada
objetivo estdo explicados na Tabela 13. A partir das pontuacgdes atribuidas a cada uma das trés
variaveis dependentes em cada uma das seis condicdes, a ferramenta de desejabilidade gerou
os valores de saida para as variaveis independentes (RLS, pH e COEA) que retratam as
condicGes de desejabilidade pré-estabelecidas (conforme reviséo da literatura) para respeitar os
niveis almejados de remocdo de lignina, celulose e hemiceluloses. Em seguida, foram
realizados os pré-tratamentos com as novas condicGes geradas pela ferramenta estatistica de
desejabilidade e, ao final, foram analisadas as composicdes dos hidrolisados e das fracdes
solidas para se avaliar as remocdes de celulose, hemiceluloses e lignina e, além disso, verificar

se a previsdo do modelo foi satisfatoria.
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Tabela 13: Niveis almejados para as variaveis dependentes (remogéo de lignina, celulose

e hemiceluloses) para a producéo de etanol e biogas.

Condicdes desejadas (valores de entrada)
Ensaio ~ ~ ~
. Remocao de | Remocéo de | Remocao de
Objetivo AN 2 . 3
lignina celulose hemiceluloses
1 x baixa baixa alta
Producao
2 de etanol média baixa alta
3 2G alta baixa alta
4 baixa alta alta
5 Proo!uc;a,to média alta alta
de biogas
6 alta alta alta

1Segundo a literatura a lignina pode afetar adversamente a hidrélise enzimética e a
digestdo anaerobia.

%Para a producdo de etanol 2G deseja-se preservar a fragdo celuldsica, ao passo que
para a producéo de biogas, deseja-se solubilizé-la.

3Tanto para a producéo de etanol 2G quanto para biogas, é necessaria elevada remog&o
de hemiceluloses.

Para a producdo de etanol 2G foi analisado o efeito da lignina na hidrélise enzimatica,
mantendo-se sempre uma elevada remoc¢do de hemiceluloses e uma pequena remocdo de
celulose, visto que, na hidrélise enzimatica, a celulose é convertida em glicose que sera
fermentada a etanol (NAIK et al., 2010). Sabe-se que a presenca de lignina e hemiceluloses no
complexo lignoceluldsico dificulta o acesso das celulases a celulose e também ocasiona em
adsorcdo improdutiva das enzimas, diminuindo, portanto, atividade enzimatica, o que leva a
uma menor conversao de celulose a glicose (ALVIRA et al., 2010).

Para a producdo de biogas, também foi analisado o efeito da lignina no hidrolisado,
mantendo-se sempre elevada remocédo de celulose e hemiceluloses, ou seja, a transformacao
destes compostos complexos em compostos mais soltveis como glicose, xilose, arabinose e
manose que poderiam ser utilizados por micro-organismos durante a digestdo anaerobia
(MONLAU et al., 2013).

As condicOes experimentais geradas pela ferramenta de desejabilidade bem como o
tempo de reagdo e a carga de 0z6nio residual ao final do ensaio séo apresentadas na Tabela 14.
Além disso, a Tabela 14 apresenta os dados da composi¢édo das cascas de café pré-tratadas com
0zOnio juntamente com o rendimento do processo, a perda de massa e a composi¢cdo do
hidrolisado gerado no pré-tratamento.
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Tabela 14: Condicdes experimentais de pré-tratamento oxidativo das cascas de café geradas pela ferramenta de desejabilidade e composi¢éo

das cascas de café pre-tratadas nestas condicdes.

Desejabilidade

Condicdes experimentais

Composicdo da fracdo sélida ap6s
pré-tratamento

Efeito do pré-tratamento

Caracterizacdo da
Fracdo liquida

Carga de
e i Ozgnio | Perd
8 ozonio - Balanco x x x erda .
Ensaio RLS especifica | Tempo resn_jual Celulose | Lignina | Hemiceluloses de RENEREO Re_mo_gao Re_mogao de - DQ.O Aguca}res
pH . - ao final @ Celulose | Lignina | Hemiceluloses hidrolisado | totais
(mL/g) aplicada (min) . (%) (%) (%) massa massa
do ensaio . (%) (%) (%) . (o/L) (9)
(mg Os/g (%) (%)
(mg Os/g
cascas) cascas)
1 15,8 65,40 48,4 1,02 48,89 | 32,46 21,03 102,38 2,23 17,03 34,33 35,08 23,24 3,29
2 14,2 73,20 54,2 20,14 49,64 | 32,14 21,87 103,65 3,68 24,79 33,75 37,02 24,48 3,59
3 10 |11 81,00 60,0 24,35 53,30 | 27,97 22,17 103,44 6,33 41,01 39,18 42,95 43,78 1,98
4 20 |11 81,00 60,0 9,78 50,54 | 29,56 22,72 102,82 3,16 32,05 32,03 37,81 22,34 3,20
5 10 9 6,75 5,0 6,08 50,39 | 30,46 21,66 102,52 7,65 33,01 38,01 40,51 38,36 1,51
6 10 |11 18,50 13,7 17,67 51,44 | 27,30 20,64 99,38 2,48 37,90 38,91 38,47 39,52 2,26
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Por meio da Tabela 14, foi possivel observar que as maiores remogdes de lignina
aconteceram nos ensaios com pH acima de 8, caracterizando as reagdes como POA. E possivel
perceber que a remocéo de lignina seguiu em concordancia com os valores previstos pela
ferramenta de desejabilidade e com os 19 ensaios feitos anteriormente.

Os valores para as remocdes de hemiceluloses foram proximos uns dos outros, uma vez
que a ferramenta de desejabilidade foi calibrada para manter elevada a remoc¢do de tal
constituinte. Por outro lado, como foi visto anteriormente, no ensaio em que houve maior
remocao de lignina, houve também maior remocéo de hemiceluloses (ensaio 3) que, de acordo
com MUSSATTO; DRAGONE (2016), é explicado pelas reacoes radicalares ndo seletivas que
solubilizam as hemiceluloses juntamente com a lignina em meios aquosos alcalinos.

As remoc0des de celulose foram relativamente baixas, mesmos nos ensaios planejados
para ter elevada remocdo deste constituinte, quando comparadas as maiores remocdes de
celulose dos 19 ensaios anteriores como, por exemplo, no ensaio 12 (31,55% de remogéo de
celulose). Contudo, é vélido destacar que o0 modelo para remocao de celulose possui quatro
varidveis dependentes com efeito significativo (pH, RLS, interacdo entre COEA x pH e
interacdo entre RLS x COEA) de forma que para atender simultaneamente todas as condicdes
desejadas, o sistema se torna complexo.

Além disso, em decorréncia das caracteristicas estruturais, as cadeias de hemiceluloses
sdo mais labeis do que a de celulose. Enquanto a celulose é cristalina, coesa e resistente, as
hemiceluloses tém uma estrutura aleatéria e amorfa, sendo mais propensas a reacfes iniciadas
pelos radicais hidroxila (MONLAU et al., 2013). Por isso, as hemiceluloses oferecem maior
acessibilidade e menor grau de polimerizagdo, comparadas a celulose (FENGEL; WEGENER,
1989; MONLAU et al., 2013).

Para entender de fato se a ferramenta de desejabilidade gerou bons resultados, é
necessario avaliar a producdo de metano e de etanol para cada ensaio, sendo esperado que o
ensaio 3 produza mais etanol 2G que os demais, devido a menor remocéo de celulose da fracéo
solida e que o ensaio 6 produza mais metano que os demais, devido a solubilizacdo de maior
quantidade de carga organica para a fragdo liquida . Tais resultados serdo apresentados e

discutidos nas proximas se¢oes.
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5.3 Dados de hidroélise enziméatica

Logo apds o pré-tratamento das cascas de café com 0z6nio, a fracdo sélida, sem nenhum
tipo de lavagem, foi submetida a ensaios de hidrolise enzimética (HE), conforme experimentos
descritos na secdo 4.11. A Tabela 15 mostra a massa de glicose esperada (supondo-se uma
eficiéncia de conversdo de celulose em glicose de 100%) apds a HE e a massa de glicose
efetivamente obtida, juntamente com o rendimento da HE e a produgéo estimada de etanol 2G.
A producdo de etanol 2G foi estimada com base na conversdo da glicose a etanol que,
teoricamente, € 51,1% em base massica (JACQUES; LYONS; KELSALL, 2003). Para tanto,
foi utilizada a massa de glicose quantificada ao final do ensaio de hidrolise enzimatica e

considerada que a eficiéncia da conversdo de glicose em etanol pelas leveduras seria de 100%.

Tabela 15: Ensaios de hidrolise enzimatica com a fragdo solida resultante do pre-

tratamento das cascas de café com ozonio.

Celulose na Massa de Producéo estimada
. s . : Massa de 2 . 3
.| fracdo sélida apds glicose . . de etanol Rendimento
Ensaio . 1 glicose obtida
0 pré-tratamento esperada @) (mg etanol/g casca (%)
(%) (0) g pré-tratada)
1 48,89 0,5379 0,0533 27,2566 9,9
2 49,64 0,5463 0,0550 28,0814 10,1
3 53,30 0,5864 0,0705 36,0369 12,0
4 50,54 0,5572 0,0629 32,1183 11,3
5 50,39 0,5545 0,0597 30,5116 10,8
6 51,44 0,5664 0,0610 31,1849 10,8

1 Com base em 100% de conversdo na etapa enzimatica de conversdo de celulose em glicose;
2 Com base em 100% de conversdo na etapa enzimatica de conversdo de glicose em etanol;
3 Com base na massa de glicose esperada em relagdo a massa de glicose obtida.

O rendimento da hidrolise é governado por muitos fatores, tais como tipo de pré-
tratamento do substrato; presenca de inibidores oriundos do pré-tratamento na superficie das
fibras; estabilidade das enzimas; concentracdo e adsor¢do no substrato; tempo de duracdo da
hidrélise; pH do meio e velocidade de agitacdo. Consequentemente é necessario otimizar as
condi¢cBes de hidrolise para se obter um funcionamento satisfatorio dos processos de
sacarificacdo (CANILHA et al., 2012; SUN; CHENG, 2002; VALLANDER; ERIKSSON,
1985).
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A partir da Tabela 15 é possivel observar que os ensaios de HE nédo tiveram bons
rendimentos e que a massa de glicose obtida foi bem menor (de 10 a 15%) do que aquela
esperada. De certa forma, os baixos rendimentos na HE podem estar atrelados ao fato de esta
etapa ter sido baseada em condicdes otimizadas para o0 bagaco de cana. Para as cascas de cafe,
provavelmente seria necessario um coquetel enziméatico contendo pectinases, ja que esta
biomassa pode conter pectina (LEIFA; PANDEY; SOCCOL, 2001; MURTHY; MADHAVA
NAIDU, 2012).

A baixa obtencdo de glicose durante a HE pode ser explicada pela presenca de
hemiceluloses e lignina na biomassa, visto que as remogdes de lignina mostradas na Tabela 14
ndo ultrapassaram 41,01% e de hemiceluloses 39,18%. Como mencionado anteriormente, a
presenca destes compostos dificulta o0 acesso das enzimas ao substrato e pode ainda ocasionar
em adsorcdo improdutiva e inibicdo, ou seja, adsorcao de fragmentos de lignina nos sitios ativos
das enzimas celuloliticas, diminuindo a atividade enziméatica (CHANG; HOLTZAPPLE, 2000;
KO et al., 2015; YU et al., 2011). O ensaio 3, que era 0 ensaio do qual se esperava maior
producdo de etanol 2G, de acordo com a ferramenta de desejabilidade, confirmou esta hipétese,
visto que foi o ensaio com maior remocao de lignina (Tabela 14) e com maior producédo
estimada de etanol 2G.

Além disso, como ja foi dito, a ozondlise ndo gera inibidores como 2-furfuraldeido (FF)
e 0 5-hidroximetil-2-furfural (HMF), porém, pode gerar &cidos organicos, como o acido acético,
principalmente quando a reacdo € radicalar, o que atrapalha a etapa de HE. Esse fato foi avaliado
no estudo de TRAVAINI et al. (2013), que realizaram a lavagem da biomassa apds o pré-
tratamento e comprovaram a melhoria da etapa de hidrolise enzimatica. Os autores
hipotetizaram que, ao remover, com a lavagem, material depositado na superficie das fibras,
tais quais fragmentos de lignina e acidos organicos, melhora-se a acessibilidade das enzimas,
diminui-se a adsorcdo improdutiva e aumenta-se a eficiéncia de conversdo da celulose em
glicose. No trabalho de COCA; GONZALEZ-BENITO e GARCIA-CUBERO, (2016) é
enfatizado que a presenca de compostos fendlicos (fragmentos de lignina) pode causar
inativacdo de enzimas e reduzir a velocidade de hidrolise. Além disso, os autores afirmam que
0 &cido formico também pode inibir a sacarificacdo. No presente trabalho, a fracdo solida gerada
apos o tratamento oxidativo das cascas de café ndo passou pela etapa de lavagem, fator que
também pode ter contribuido para o baixo rendimento.

Alguns trabalhos anteriores, que utilizaram residuos do café para producdo de etanol,

obtiveram rendimentos melhores. GOUVEA et al. (2009) obtiveram 80 mg etanol/g cascas de
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café usando fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae, obtendo rendimento de 64,5%.
SHENOY et al. (2011) obtiveram producéo de etanol com rendimento de 40% fermentando
hidrolisado da polpa de café com Saccharomyces cerevisiae ap0s pré-tratamento acido.
MUSSATTO et al. (2012) obtiveram rendimento de 50,2% na fermentacdo de borra de café
apos hidrolise acida. CHOI et al. (2012) obtiveram rendimento de 87,2% na producéo de etanol
a partir da borra de café ap6s hidrélise enzimatica, com producdo de etanol de 15,3 g/L.
MENEZES et al. (2014) utilizaram pré-tratamento alcalino na polpa de café e apos hidrolise
enzimatica obtiveram 13,66 g/L de etanol por fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae.

E valido destacar que para os trabalhos citados, as porcentagens de lignina observadas na
biomassa, antes da hidrélise enzimaética, foram mais baixas (9 a 20%) do que aquelas
observadas neste trabalho. Ja as concentracBes de hemiceluloses relatadas por tais autores
variaram entre 11 a 63%, evidenciando que a lignina é o principal obstaculo para a HE, pois
forma uma barreira fisica envolvendo a celulose e seus fragmentos podem causar adsor¢ao
improdutiva e inibicdo (MENEZES et al., 2014).

A partir destas consideracdes, é possivel concluir que as cascas de café possuem potencial
para producdo de etanol, porém o pré-tratamento deve ser eficiente na remocéo de lignina e
hemiceluloses. Além disso, as condi¢fes de hidrolise enzimética precisam ser otimizadas de
acordo com a biomassa utilizada. Ademais, apesar dos baixos rendimentos, a maior producao
esperada de etanol 2G foi do ensaio 3, condizente com o esperado pela ferramenta de

desejabilidade.

5.4 Producdo de biogas a partir de hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo
das cascas de café

5.4.1 Potencial Bioquimico de Metano (PBM) em sistema de digestao anaerdbia
de fase unica
Foram feitos testes de PBM com os hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de
café das seis condicOes obtidas pela ferramenta de desejabilidade para verificar qual dos
hidrolisados seria capaz de produzir maior quantidade de metano. A Tabela 16 mostra
resultados de producéo de metano em funcéo do conteudo de matéria organica inoculado (NmL
CHa/g DQOugplicada)-
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Tabela 16: Producdo de metano nos testes de PBM em fase Unica com os hidrolisados
gerados no pré-tratamento com o0z6nio das cascas de café sob as condi¢des de desejabilidade.

Condicoes de pre-tratamento que geraram o hidrolisado Producéo CH4
Ensaio COEA RLS t COEA residual em fase Unica
g (mg Os/g cascas) | (mL/g) | (min) |(mg Os/g cascas) | (NML CHa/g DQOxpiicasa)
1 3 65,40 15,8 48,4 1,02 72,63 + 5,80
2 3 73,20 14,2 54,2 20,14 88,46 + 2,49
3 11 81,00 10,0 60,0 24,35 67,00 + 0,87
4 11 81,00 20,0 60,0 9,78 52,82 + 0,90
5 9 6,75 10,0 50 6,08 81,71 + 13,66
6 11 18,50 10,0 13,7 17,67 91,07 £ 8,78

De acordo com a Tabela 16, o ensaio que mais produziu metano foi o ensaio 6, condizente
com o esperado pela ferramenta de desejabilidade, cujas condi¢es almejadas foram maior
remocao de lignina, celulose e hemiceluloses, ou seja, maior solubilizacdo de carga orgénica na
fracdo liquida. Como pdde ser visto, este ensaio empregou condi¢es de oxidacdo avancada
(pH 11), menor quantidade de 4gua (RLS 10 mL/g) e um dos menores tempos de reacdo (13,7
min), visto que foi utilizada uma carga de 0z6nio especifica aplicada (COEA) de 18,50 mg Os/g
cascas.

Tais resultados sdo condizentes com os 19 experimentos gerados pelo PED (Tabela 8),
visto que o0 ensaio que mais removeu lignina, celulose e hemiceluloses foi 0 ensaio 12, cujas
condigdes foram: RLS 15 mL/g, pH 11 e COEA 19,14 mg Os/g cascas (14,2 min), demonstrando
que a previsao feita pela ferramenta de desejabilidade foi satisfatoria.

Ndo ha na literatura trabalhos que utilizam o hidrolisado gerado no pré-tratamento
oxidativo com ozonio das cascas de café para producao de biogés. No entanto, comparando-se
alguns resultados obtidos na literatura com outros tipos de pré-tratamentos e outros tipos de
biomassa, foi possivel perceber que os valores encontrados neste trabalho foram menores que
os da literatura. Em seu trabalho, (BAETA et al., 2017) pré-trataram cascas de café com
explosdo a vapor (120 °C, 60 mim, 2 bar) e utilizaram a fracdo sélida e liquida juntas para
producéo de metano por digestdo anaerdbia, obtendo 144,96 NmL CHa4/g DQO. BAETA et al.
(2016) pré-trataram o bagaco de cana de agucar por auto hidrdlise (T: 178,6 °C; t: 43,6 min e
RLS: 4,17 mL/g) alcangando uma producdo de metano por digestdo anaerobia do hidrolisado
de 1,56 Nm®kg TOC. No trabalho de ADARME (2015) foi utilizado o pré-tratamento oxidativo
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com 0zoénio no bagaco de cana-de-agUcar (dose de ozénio: 8 mg/min; pH: 11; t: 15 min e RLS:
13,33 mL/g), no qual foi obtida uma producao de 2,6 Nm* CHa/kg TOC utilizando o hidrolisado
obtido no pré-tratamento oxidativo. Para fazer a comparacdo, foi determinado o carbono
organico total (TOC) do hidrolisado a fim de gerar valores de producdo de metano em Nm?®kg
TOC, sendo que 0 ensaio que mais produziu metano (ensaio 6) obteve 0,24 + 0,02 Nm?3/kg
TOC, que equivale a cerca de 10% da producéo obtida por ADARME (2015) com o hidrolisado
gerado da ozonizacgédo do bagaco de cana.

A baixa producdo de metano pode indicar compostos recalcitrantes no hidrolisado, como
a lignina e seus fragmentos fendlicos, ou mesmo a falta de compostos prontamente
biodegradaveis. Comparando-se o ensaio 6, no qual houve maior producdo de metano, com o
ensaio 4, no qual a producao de metano foi a menor, é possivel observar que a quantidade de
acucares totais no hidrolisado 4 foi maior que no hidrolisado 6, indicando que,
contraditoriamente, o hidrolisado 4 continha mais material prontamente biodegradavel que o
hidrolisado 6. Além disso, ao observar o efeito do pré-tratamento no ensaio 4, foi possivel
perceber que neste ensaio houve menor remocao de lignina que no ensaio 6, o que indica que 0
hidrolisado 6 continha mais compostos recalcitrantes vindos da fracdo solida (lignina) do que
o0 hidrolisado 4. Desta forma, a diferenca na producdo de metano destes ensaios pode estar
atrelada a outro fator, como, por exemplo, a auséncia de condic¢Oes ideais ao crescimento
bioldgico.

Os resultados de baixa producédo de metano podem ser um indicio de que os hidrolisados
continham compostos que, por serem toxicos, afetaram adversamente a digestdo anaerdbia
(DA). Durante o pré-tratamento com 0z6nio em meio aquoso, compostos ja oxidados podem
reagir novamente com o 0zOnio em excesso gerando diferentes compostos inibitérios,
dependendo da reatividade do grupo funcional (TRAVAINI et al., 2016). Os produtos da
degradacdo da lignina constituem em uma variedade de compostos aromaticos e poli-
aromaticos que, dependendo do mecanismo de reacdo podem ser convertidos em acidos
carboxilicos, saturados ou insaturados, gerando algum tipo de inibicdo em processos posteriores
de DA (TRAVAINI et al., 2015). Alguns trabalhos ja reportaram a presenca de compostos
inibitérios como acidos acético, formico, oxalico, glioxalico e lactico, bem como xilitol na
fragdo liquida resultante do pré-tratamento com 0z6nio na madeira de aspen (BEN’KO;
MANISOVA,; LUNIN, 2013) e no bagaco de cana (TRAVAINI et al., 2013). No trabalho de
(ADARME et al., 2017), por exemplo, que utilizou o hidrolisado gerado no pré-tratamento

oxidativo com ozénio do bagaco de cana, foram formados, além dos compostos citados
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anteriormente, compostos derivados de furanos tais como a furanona, 2,5-furanona, D-
eritrotetrofuranose e D-eritro-pentofuranose, bem como derivados de lignina como benzaldeido
e butanal, que afetaram negativamente a digestdo anaerdbia. Além disso, a0 comparar as cascas
de café com o bagaco de cana, é possivel observar que, além de uma maior quantidade de
lignina, existe uma quantidade de extrativos dez vezes maior nas cascas de café que no bagago
de cana, o0 que poderia resultar em outros tipos de compostos tdxicos que explicariam a menor
producdo de metano em relacdo ao trabalho de ADARME et al. (2017).

De acordo com AQUINO e CHERNICHARO, (2005), o acumulo de &cidos graxos
volateis (AGVs) esté relacionado a auséncia de condicOes ideais ao crescimento bioldgico
(limitagBes cinéticas) ou a presenca de compostos toxicos que afeta principalmente os
microrganismos de crescimento lento, ou seja, 0s acetogénicos e metanogénicos acetoclasticos,
resultando em baixa producdo de metano. A analise de AGVs ao final do PBM em fase Unica
(Figura 23) mostrou que houve geragdo, principalmente, de &cidos butirico e isobutirico. Tais
acidos ndo sdo substratos diretos dos microrganismos metanogénicos e precisam ser
convertidos a acido acético, porém, a conversao de butirato a acetato (equacao quimica (8)) ndo
é termodinamicamente favoravel nas condicdes padrdo (AG° = +48,1 kJ/mol). Esta reacdo so
ocorrera se a concentracdo de produtos (hidrogénio e acetato) for mantida em baixas
concentracdes pelos microrganismos consumidores de hidrogénio e acetato. A formacao de
acidos butirico e isobutirico, pode ter sido um indicio de que a toxicidade do meio afetou estes

microrganismos consumidores.

CH;CH,CH,CO0™ + 2H,0 — 2CH;CO0~ + H* + 2H,
(8)

Ao comparar 0 ensaio 6 com o ensaio 3 € possivel inferir que a menor producéo de metano
no ensaio 3 pode estar atrelada a toxicidade dos fragmentos de lignina, que provavelmente
inibiu 0s microrganismos metanogénicos e acetogénicos e resultou em maior producéo de &cido
isobutirico (Figura 23), visto que o ensaio 3 foi aquele no qual o pré-tratamento mais removeu
lignina da fracéo sélida e, consequentemente, a transferiu para a fracdo liquida, coerente com
as condicdes de desejabilidade, as quais previram elevadas remoc¢Oes de lignina para este
ensaio.

Comparando-se 0 ensaio 3 com o0 4, é possivel justificar a menor produgdo de metano no

ensaio 4 pela severidade do pré-tratamento, visto que ao final dos 60 min, o ensaio 4 consumia
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mais 0zOnio que 0 ensaio 3, ou seja, a maior severidade do ensaio 4 pode ter solubilizado mais
compostos que, por ndo serem prontamente biodegradaveis ou por serem toxicos, podem ter
resultado em menor producéo de gas.

Atentando para os ensaios 5 e 6 é possivel justificar a menor producdo de metano do
ensaio 5 provavelmente porque o teor de agUcares totais foi um pouco menor que no ensaio 6
(Tabela 14). Os dados mostram que ndo houve acumulo de AGVs nestes ensaios, ou seja, Nndo
houve toxicidade como no ensaio 3, cuja grande diferenca esta na severidade do pré-tratamento,

visto que a carga de 0zonio do ensaio 3 foi muito maior que a dos ensaios 5 e 6.

Figura 23: Concentracdo de &cidos graxos volateis no final do ensaio de PBM fase Unica.
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Para modelar os dados de cinética de producdo de metano, foram testados 4 modelos:
primeira ordem, Gompertz-modificado, exponencial de duas fases e mdltiplos estagios. A
qualidade do ajuste foi avaliada levando-se em consideracdo as seguintes fungdes de erro:
coeficiente de determinacdo (R?), erro quadratico médio (RMSE), erro quadratico medio
normalizado (NRMSE) e o critério de informagdo de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1973;
MOTULSKY; CHRISTOPOULQS, 2003). A Tabela 17 mostra os parametros da cinética de
producéo de metano estimados pelo ajuste dos modelos citados aos dados dos ensaios de PBM
em fase unica.

Comparando-se a qualidade dos ajustes fornecidos pelos quatro modelos de cinética

avaliados usando a funcdo de erro AIC, foi possivel notar que 0 modelo Gompertz-modificado
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melhor ajustou os dados experimentais (valor AIC mais baixo) para a producdo de metano em
fase Unica. A Figura 24 mostra as curvas de producdo de metano em funcdo do tempo,
juntamente com os dados estimados pelo modelo de Gompertz-modificado, para 0 PBM com
os seis hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de café sob as seis condigdes de
desejabilidade.

Com base na andlise dos dados da Tabela 17 e da Figura 24 foi possivel confirmar que o
hidrolisado gerado no ensaio 6 apresentou melhor biodegradabilidade anaerobia, o que foi
refletida pela taxa maxima de producao de metano estimada pelo modelo de Gompertz (0,2156
NMLCHs gDQOgpiicada> ht). Foi possivel notar que o modelo de Gompertz foi capaz de
reproduzir a producdo de metano com bons ajustes, uma vez que os coeficientes de
determinacéo (R?) foram maiores que 0,99. Além disso, a producdo de metano observada no
ensaio 6 foi de 91,07 NmL CHa/g DQOapiicada, €nquanto o modelo previu 92,17 NmL CHa/g
DQOxzplicada, dado este bem préximo do valor experimental.

A fase lag (1) de crescimento microbiano ¢ o tempo de adaptagdo dos microrganismos ao
meio e precede o inicio da producdo de metano (BARAKAT et al., 2012). Nessa fase, 0s
microrganismos se encontram em um estado de laténcia e ndo ha crescimento celular (PRATS
et al., 2008). De acordo com a Tabela 17, o maior periodo de fase lag (79,53 h) foi do ensaio 1
e o menor (21,29 h) foi do ensaio 4. Em geral, esses tempos de adaptacdo foram baixos, levando-
se em conta a complexidade da biomassa e do sistema. Ademais os periodos de fase lag dos
seis ensaios de PBM foram de 3 a 12 vezes menores que o periodo de fase lag do ensaio que
mais produziu metano (265,68 h) a partir do hidrolisado de bagaco de cana pré-tratado com
0zo6nio no trabalho de ADARME (2015). Visto que o ensaio 4 foi aquele com menor produgéo
de metano e, contraditoriamente, com menor A, ndo se pode relacionar o periodo da fase lag
com a producdo de metano neste caso. Ao observar as condi¢es de pré-tratamento, pode-se
dizer que a severidade dos ensaios 3 e 4 contribuiu para a menor fase de adaptacdo durante a
digestdo anaerdbia, visto que estes ensaios foram aqueles que utilizaram maior COEA (81 mg
Os/g cascas), ou seja, apesar da toxicidade, a maior severidade do pré-tratamento solubilizou
mais compostos e facilitou as etapas de hidrdlise e acetogénese. O maior periodo de fase lag do
ensaio 1 foi bem diferente dos demais e pode estar relacionado a alguma condicao de estresse,
Visto que os microrganismos s&o sensiveis a variagdes no ambiente, como em variagdes na

temperatura.
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Tabela 17: Pardmetros de cinética estimados pelos modelos de produgdo de metano para

0s ensaios de PBM em fase Unica com os hidrolisados gerados nas condic¢des de desejabilidade.

Potencial de producéo bioquimico de metano em fase Unica

Modelo Parametros Ensaios
1 2 3 4 5 6
Po (NML CH./g DQOupicas) | 253,8132 | 161,0704 | 109,2200 | 75,5822 | 149,6999 | 125,0545
k (hora ) 0,0004 | 0,0010 | 0,0012 | 0,0016 | 0,0010 | 0,0017
L ordem R? 0,9750 | 0,9750 | 0,9927 | 0,9875 | 0,9749 | 0,9767
RMSE 4,0335 | 51373 | 2,0259 | 2,1193 | 4,8029 | 5,3571
NRMSE 55527 | 5,8060 | 3,0231 | 3,8825 | 5,8768 | 5,8813
AIC 144,4542 | 168,6431 | 75,5922 |80,0981 |161,9131 |172,8320
Po (NML CH./g DQOupicas) | 78,7546 | 93,4661 | 70,6572 | 56,3185 | 87,4200 | 92,1672
Hm (NML CHa/g DQOgpicass) | 0,1292 | 0,1692 | 0,1179 | 0,1023 | 0,1590 | 0,2156
) (hora) 79,5284 | 55,2041 | 28,0603 |21,2909 | 55,8564 | 53,3914
Gompertz R? 0,9929 | 0,9903 | 0,9955 | 0,9941 | 0,9928 | 0,9979
RMSE 2,1813 | 3,0962 | 1,5551 | 1,4317 | 2,4957 | 1,5272
NRMSE 3,0028 | 3,4992 | 2,3205 | 2,6229 | 3,0537 | 1,6766
AIC 84,9807 |120,0080 | 51,1420 |42,8794 | 98,4461 | 49,3329
As(NML CH4/g DQOgiiea) | 0,0000 | 0,0001 | 1,1467 | 0,0221 | 8,4724 | 7,7910
Ai (NML CH4/g DQOuiicaca) | 12,7832 | 14,5449 | 19,2188 |16,0616| 0,0001 | 0,0000
Ais (NML CH4/g DQOupiicaca) | 74,9460 | 85,2000 | 56,1301 |43,3284 | 83,6967 | 87,7310
Miitiplos ks (hora™) 0,0043 | 0,0054 | 0,0039 | 0,0045 | 0,0045 | 0,0055
estagios k (hora™) 0,0031 | 0,0037 | 0,0039 | 0,0045 | 0,0047 | 0,0062
R? 0,9884 | 0,9861 | 0,9964 | 0,9927 | 0,9883 | 0,9939
RMSE 2,7702 | 3,7029 | 1,3653 | 1,5821 | 3,1849 | 2,5691
NRMSE 3,8135 | 4,1849 | 2,0374 | 2,8984 | 3,8970 | 2,8205
AIC 112,8807 | 141,9030 | 42,1312 |56,8674 |126,8329 | 105,3464
P1 (NML CH4/g DQOupicacs) | 14,6417 | 0,0177 | 46,5248 [51,8533| 0,0000 | 0,0000
P, (NML CH4/g DQOupiicacs) | 92,7907 |160,9145 | 37,7819 |18,8802| 99,2340 | 99,1133
_ ks (hora™) 0,0012 | 0,0006 | 0,0017 | 0,0017 | 0,0045 | 0,0074
Exgogenc'a' ko (hora'l) 0,0012 | 0,0010 | 0,0018 | 0,0017 | 0,0019 | 0,0025
‘]fasgsas R? 0,9604 | 0,9734 | 0,9850 | 0,9862 | 0,9567 | 0,9588
RMSE 5,1423 | 5,1376 | 2,8195 | 2,2246 | 6,1560 | 6,6845
NRMSE 7,0790 | 5,8064 | 4,2073 | 4,0754 | 7,5324 | 7,3387
AIC 172,7402 | 172,6493 | 112,6460 | 88,9473 | 190,7334 | 190,7334
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Figura 24: Dados de produgdo acumulada de metano na digestéo anaerdbia em fase nica
estimados pelo modelo de Gompertz-modificado e obtidos experimentalmente para o0s

hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de café nas condi¢des de desejabilidade.
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Pensando em melhorar os valores de producdo de metano foi feita a separacéo espacial
das fases acidogénica e metanogénica que, como ja foi dito anteriormente, tem-se mostrado
uma promissora estratégia para 0 aumento da producdo de biogas a partir de hidrolisados
hemicelul6sicos (BAETA et al., 2016a; HAWKES et al., 2007; MONLAU et al., 2013).
Segundo GHOSH et al (1985), a separacgéo da producao de hidrogénio e metano facilita a etapa
de hidrdlise, levando a uma melhor estabilizacdo do material organico, bem como uma maior

producdo de gas. Este topico € abordado na proxima secéo.

5.4.2 Dados do Potencial de produgéo de Hidrogénio (PBH)

Foram feitos testes de PBH com os hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de
café nas seis condicBes obtidas pela ferramenta de desejabilidade, a fim de separar a fase
acidogénica da fase metanogénica. Os testes geraram resultados de producédo de hidrogénio que
foram expressos em funcdo da quantidade de matéria organica inoculada (NmL Ha/g
DQOapiicada). A Tabela 18 mostra os valores de producéo de hidrogénio obtidos.

Tabela 18: Producédo de hidrogénio nos testes de PBH com os hidrolisados gerados no

pré-tratamento com 0z6nio das cascas de café sob as condi¢fes de desejabilidade.

Condicdes de pré-tratamento que geraram o hidrolisado N
Ensaio COEA RLS t COEA residual Jopl s ne
pH - (le— Hzlg DQOapllcada)
(mg Os/g cascas) | (mL/g) | (min) (mg Os/g cascas)
1 3 65,40 15,8 54,2 1,02 43,35 + 18,60
2 3 73,20 14,2 48,4 20,14 53,29 + 6,67
3 11 81,00 10,0 60,0 24,35 54,79 £ 7,77
4 11 81,00 20,0 60,0 9,78 40,21 +£2,19
5 9 6,75 10,0 5,0 6,08 55,84 + 2,36
6 11 18,50 10,0 13,7 17,67 48,52 + 3,67

De acordo com a Tabela 18, 0 ensaio com maior producdo de hidrogénio (55,84 + 2,36
NmL H2/g DQOapiicada) fOi 0 ensaio 5, que empregou condi¢des de oxidacdo avancada (pH 9),
menor quantidade de agua (RLS 10 mL/g) e menor tempo de reagdo (5 min), visto que foi
utilizada uma carga de ozonio especifica aplicada (COEA) de 6,75 mg Os/g cascas. E possivel
observar que no ensaio 3 a produgéo de hidrogénio foi proxima a do ensaio 5 e que a diferenca

entre estes ensaios foi basicamente a carga de oz6nio aplicada, que no ensaio 3 foi de 81 mg
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Os/g cascas (60 min), o que permite inferir que a menor severidade e consequentemente 0 menor
tempo de pré-tratamento, contribuiu para a maior producdo de hidrogénio. Porém, ao analisar
a producdo deste gas do ensaio 2 (53,29 * 6,67), que também foi proxima a do ensaio 5, €
possivel inferir que 0 menor contetdo de agua no sistema de pré-tratamento também contribuiu
para a producéo de hidrogénio, visto que nestes ensaios o contetdo de &gua foi mais baixo que
nos ensaios 1 e 4, que obtiveram menores producdes de hidrogénio. Vale ressaltar que a unica
diferenca entre os ensaios 3 e 4 foi o conteddo de agua, o que confirma a hipotese anterior.

Em seu trabalho, ADARME et al. (2017) relatam que as maiores producées de hidrogénio
foram observadas nos ensaios com menores tempos de reacdo e conteldo de agua reduzido.
Tais condigdes foram seletivas para a producdo de &cido formico e acético em elevadas
concentracgdes, indicadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
MS), que podem ter favorecido a producdo de hidrogénio pela acdo de microrganismos
acetogénicos que atuam na digestdo anaerobia.

Durante a etapa acidogénica da digestdo anaerdbia, os acidos organicos de cadeia curta
(AGVs) sdo os principais produtos acumulados, uma vez que sdo subprodutos da fermentacédo
de compostos biodegradaveis (BAETA, 2016). No presente trabalho, os principais AGVs
acumulados ao final da etapa acidogénica foram os acidos acético e propiénico, como pode ser
visto na Figura 25. E possivel observar que a fermentag&o dos hidrolisados obtidos em todos os
ensaios favoreceram a rota acética, visto que a concentracao de &cido acético foi maior que a
de outros acidos. O elevado acimulo deste acido é explicado pela auséncia de microrganismos
metanogénicos acetoclasticos, pois o indculo usado na etapa acidogénica passou por um pré-
tratamento para inativa-los.

Em relacdo ao acido propibnico, sabe-se que ele é um intermediario comum do
metabolismo de acucares, acidos organicos de cadeia longa e compostos organicos mais
complexos, sendo que o acumulo de tal intermediario normalmente reflete um desequilibrio
entre as etapas metabolicas que governam a digestéo anaerébia (MESQUITA et al., 2013). Isso
de certa forma ocorreu em todos 0s ensaios, tendo em vista que o0 acimulo de &cido acético no
meio (em funcdo da auséncia de metanogénicas acetocléasticas) provavelmente desencadeou
mudancas metabdlicas nos microrganismos acidogénicos para minimizar o acumulo de
hidrogénio e garantir a reciclagem interna de transportador de elétrons, tal qual o NAD (equacao
quimica (9)). A conversdo do propionato em acetato (equacdo quimica (10)) ndo e

termodinamicamente favordvel nas condi¢des padréo (AG® = +76,1 kJ/mol) e portanto, essa
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reacdo € inibida na presenca de elevadas concentraces de hidrogénio e acetato, fazendo com
que o &cido acumule no meio (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

NADH + H"* - NAD* + H,

9)
CH5CH,CO0~ + 3H,0 » CH,C00~ + HCO;5 + H* + 3H,

(10)

Figura 25: Concentracdo de &cidos graxos volateis no final do ensaio de PBH.
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E possivel observar que o desvio padréo da producdo de hidrogénio (Tabela 18) no ensaio
1 foi consideravel, mas que possivelmente foi devido a algum vazamento ou perturbacdo do
sistema de um dos frascos da duplicata, visto que os sistemas bioldgicos para obtencéo de
biogas apresentam sensibilidade ante diferentes variaveis, como qualidade na amostragem do
indculo, condicdes de incubacéo, estresse no sistema, temperatura, pH dentre outros (APPELS
et al., 2008).

N&o ha na literatura trabalhos que utilizam o hidrolisado gerado no pré-tratamento das
cascas de café para producdo de hidrogénio. Para fazer a comparacdo, foi determinado o

carbono orgéanico total (TOC) do hidrolisado a fim de gerar valores de producéo de hidrogénio,
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também, em Nm?3/kg TOC, sendo que o0 ensaio que mais produziu hidrogénio (ensaio 5) obteve
0,13 + 0,01 Nm?® Hz/kg TOC (55,84 + 2,36 NmL H2/g DQOapiicada).

Comparando-se os resultados de producdo de hidrogénio obtidos com outros tipos de
biomassas foi possivel perceber que os valores encontrados neste trabalho foram préximos aos
valores de alguns autores como JUNG; KIM; SHIN HANG-SIK (2011) que observaram valores
de PBH de 69,1 NmL H2/g DQOapiicada @ partir de biomassa algal pré-tratada em 170°C por 20
min. ADARME et al. (2017) por sua vez, obteve producdo de 0,18 Nm?® Ho/kg TOC a partir da
digestdo anaerdbia com o hidrolisado obtido do pré-tratamento oxidativo com 0zonio do bagaco
de cana-de-acucar (dose de ozénio: 17,5 mg/min; pH: 3; t: 15 min e RLS: 13,33 mL/g), valor
também préximo ao observado nesse estudo.

Para modelar a cinética de producéo de hidrogénio, foram testados os seguintes modelos:
primeira ordem, Gompertz-modificado, exponencial de duas fases e mdaltiplos estagios.
Comparando a qualidade dos ajustes fornecidos pelos quatro modelos de cinética avaliados
usando a funcéo de erro AIC, foi possivel notar que 0 modelo exponencial de duas fases melhor
se ajustou aos dados experimentais (valor AIC mais baixo) para a producédo de hidrogénio. Na
Tabela 19 apresentam-se os parametros de cinética estimados pelo ajuste dos modelos citados
aos dados dos ensaios de PBH e na Figura 26 as curvas de producdo de hidrogénio em funcéo
do tempo para o0 PBH com os seis hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de café

sob as seis condic¢des de desejabilidade.
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Tabela 19: Parametros de cinética estimados pelos modelos de producdo de hidrogénio

para os ensaios de PBH com os hidrolisados gerados nas condi¢Oes de desejabilidade.

Potencial de producéo bioquimico de hidrogénio

Modelo Parametros Ensalos
1 2 3 4 5 6
Po (NML Hy/g DQOgpiicass) | 37,5071 | 46,2098 | 48,6304 | 37,4622 | 52,2642 | 43,7628
k (hora ) 0,0337 | 0,0225 | 0,0122 | 0,0091 | 0,0364 | 0,0295
12 ordem R? 0,8120 | 0,8036 | 0,8720 | 0,9139 | 0,8928 | 0,8496
RMSE 4,0714 | 54421 | 51515 | 3,4890 | 4,0749 | 4,2656
NRMSE 9,3930 | 10,2119 | 9,4016 | 8,6764 | 7,2967 | 8,7900
AIC 122,9238 | 147,2977 | 142,6889 | 109,9554 | 122,9959 | 126,8364
Po (NML Ha/g DQOgpiicase) | 36,7845 | 44,5983 | 45,9922 | 36,3899 | 51,4271 | 42,7919
Hin (NML Ha/g DQOupiicaca) | 0,9883 | 0,9045 | 0,4640 | 0,2145 | 1,4271 | 1,0250
) (hora) 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
Gompertz R? 0,7663 | 0,7243 | 0,7734 | 0,8600 | 0,8509 | 0,7977
RMSE 45213 | 6,2805 | 6,5353 | 4,5541 | 4,7958 | 4,9050
NRMSE 10,4309 | 11,7851 | 11,9270 | 11,3251 | 8,5876 | 10,1077
AIC 133,7272 |161,3338 | 164,6745 | 134,3342 | 138,6793 | 140,5701
As (NML Ha/g DQOgpiicacs) | 20,4326 | 26,9349 | 33,5058 | 0,6704 | 30,6750 | 28,4521
Ai (NML Ha/g DQOgpiicacs) | 21,0162 | 26,2558 | 20,3580 | 14,0959 | 21,8704 | 18,6636
Ais (NML Ha/g DQOgiicas) | 0,0502 | 0,0075 | 0,1808 | 26,4634 | 1,4381 | 0,0349
Mltiplos ks (hora™) 0,0062 | 0,0043 | 0,0045 | 0,0042 | 0,0143 | 0,0089
estagios k (hora™) 0,1180 | 0,1012 | 0,0970 | 0,1080 | 0,1389 | 0,1368
R? 0,9535 | 0,9743 | 0,9820 | 0,9879 | 0,9465 | 0,9469
RMSE 2,0162 | 1,9059 | 1,7354 | 1,1011 | 2,8719 | 2,5118
NRMSE 46516 | 3,5763 | 3,1672 | 2,7382 | 5,1424 | 5,1760
AIC 69,8969 | 65,1639 | 57,2971 | 19,0810 | 99,6068 | 88,3524
P1 (NmL Ha/g DQOupiicass) | 26,7418 | 28,5173 | 24,8539 | 14,2347 | 36,0493 | 29,1852
P, (NML Ha/g DQOuicass) | 21,9723 | 30,1371 | 36,9807 | 29,4831 | 20,8243 | 21,9359
_ ks (hora™) 0,0822 | 0,0899 | 0,0713 | 0,0954 | 0,0831 | 0,0796
Exgogenc'a' ko (hora'l) 0,0022 | 0,0027 | 0,0025 | 0,0034 | 0,0059 | 0,0037
‘]fasg:‘s R? 0,9764 | 0,9797 | 0,9904 | 0,9902 | 0,9757 | 0,9801
RMSE 1,4366 | 1,6922 | 1,2687 | 0,9938 | 1,9367 | 1,5364
NRMSE 3,3143 | 3,1754 | 2,3153 | 2,4713 | 3,4679 | 3,1661
AIC 39,4891 | 53,1947 | 29,1725 | 8,7884 | 64,5162 | 45,1433
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Figura 26: Dados de producdo acumulada de hidrogénio na etapa acidogénica estimados

pelo modelo exponencial de duas fases e obtidos experimentalmente para os hidrolisados

gerados no pré-tratamento das cascas de café nas condi¢cfes de desejabilidade.
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Com base na analise dos dados da Tabela 19 e da Figura 26, é possivel observar que o
modelo exponencial de duas fases assume que a producdo de hidrogénio ocorreu em duas
etapas, com produgdo maxima de 55,84 NmL Hz/g DQOapiicada NO ensaio 5. Foi possivel notar
que o modelo foi capaz de modelar a producdo de hidrogénio com bons ajustes, ja que 0s
coeficientes de determinacéo (R?) foram maiores que 0,97. Os resultados da Tabela 19 mostram
que, ao utilizar o hidrolisado do ensaio 5, a primeira fase correspondeu a 64,55% da producao
acumulada de hidrogénio (36,05 NmL H2/g DQOxgpiicada), Enquanto a segunda fase correspondeu
aos 35,45% restantes (20,82 NmL Hz/g DQOaplicada). Por meio do grafico (Figura 26) é possivel
observar que a primeira fase durou aproximadamente 30 h e a segunda fase correspondeu ao
restante do ensaio (aproximadamente 686 h). A maior producdo inicial de hidrogénio pode estar
relacionada a conversdo de substancias facilmente biodegradaveis como acucares (glicose,
xilose e arabinose), equacdes quimicas (11), (12) e (13), respectivamente (ABREU et al., 2012;
DE SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014). Por sua vez, a segunda etapa pode estar
relacionada & conversdo de substancias mais complexas como &cidos de cadeia mais longa (ex.:

butirico e propidnico).

CoHy,04 + 2H,0 - 2CH;C00™ + 2C0, + 2H* + 4H,

(11)
CsHy0s + 3H,0 —» CH,CO00™ + 3C0, + HY + 6H,
(12)
CsHy,05 + 1,67H,0 - 1,67CH;C00™ + 1,67C0, + 1,67H* + 3,33H,
(13)

Apés a etapa acidogénica, foi realizada a etapa metanogénica usando como substrato o
sobrenadante dos frascos de PBH que, como foi visto anteriormente, continha boa quantidade
de acido acético, precursor direto dos microrganismos metanogénicos acetoclasticos, que
contribuem com cerca de 70% do metano produzido biologicamente (AQUINO;
CHERNICHARO, 2005). Os dados s&o discutidos na proxima segéo.
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5.4.3 Dados do potencial de producéo de metano (PBM) em duas fases
Os testes de PBM em duas fases foram feitos com os sobrenadantes gerados nos ensaios
de PBH, uma vez que a etapa metanogénica em um sistema anaerébio de duas fases inicia-se
logo apos a fase acidogénica (secdo 4.9.3). Os ensaios geraram resultados de producdo de
metano em funcdo do conteldo de matéria organica que saiu da fase acidogénica, entdo, para
se fazer a comparagdo entre os ensaios de PBM em fase Unica, os dados foram normalizados
para NmL CHa/g cascas de café. A Tabela 20 mostra os valores de produgédo de metano obtidos

nos ensaios de PBM em fase Unica e nos ensaios de PBM em duas fases.

Tabela 20: Producdo de metano nos testes de PBM em duas fases e PBM em fase Unica
com os hidrolisados gerados no pré-tratamento com 0zonio das cascas de café sob as condicdes

de desejabilidade.

Ensaio| Producdo CHa duas fases | Producdo CHa duas fases | Producdo CHq fase Unica
(NmL CHa/g DQOgpiicaca ) |  (NmL CHa/g cascas) (NmL CHa/g cascas)
1 185,92 + 8,45 34,20 £ 1,55 26,67 £2,13
2 163,03 £ 54,11 26,07 + 8,65 30,75+ 0,86
3 277,21 + 46,59 52,44 + 8,81 29,33 +0,38
4 176,14 + 20,79 41,53 +£4,90 23,60 +£ 0,40
5 363,83 + 108,65 42,25 + 12,62 31,35+5,24
6 284,64 + 48,70 48,96 + 8,38 35,99 + 3,47

“DQO do sobrenadante da fase acidogénica.

De acordo com a Tabela 20, é possivel perceber que a digestdo anaerébia em duas fases
melhorou a producdo de metano para quase todos 0s ensaios. No ensaio 2, porém, uma melhoria
ndo foi observada, mas ao analisar o desvio padrdo neste ensaio, é possivel inferir que
provavelmente houve alguma perturbagdo em um dos frascos da duplicata, visto que os sistemas
bioldgicos para obtencdo de biogas apresentam sensibilidade ante diferentes variaveis, como
qualidade na amostragem do indculo, condi¢des de incubacao, estresse no sistema, temperatura,
pH dentre outros (APPELS et al., 2008). E valido considerar também que o substrato utilizado
em cada frasco, veio do frasco da duplicata do ensaio acidogénico correspondente, por este
motivo, pode ter havido alguma diferenca na amostragem que fez com que o desvio na producéo

de metano ficasse maior.
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O ensaio de PBM em duas fases que produziu maior quantidade de metano foi o ensaio 5
(363,83 + 108,65 NmL CHa/g DQOapiicada), porém, o desvio padrdo deste ensaio foi
consideravel, o que pode indicar que, por alguma perturbacdo do sistema, um dos frascos da
duplicata obteve baixo rendimento. Apesar do desvio, mesmo que o valor da producédo de
metano fosse subtraido do erro, este ensaio teria producéo proxima aquelas dos ensaios 3 e 6, 0
que era esperado, visto que, de acordo com a Figura 25, a concentragdo de acido acético ao final
da etapa acidogénica, nos ensaios 3, 5 e 6 foram as mais elevadas, fazendo destes ensaios 0s
mais provaveis de obterem maior producdo de metano no PBM em duas fases, uma vez que
este acido é precursor direto dos microrganismos metanogénicos acetoclasticos (AQUINO;
CHERNICHARO, 2005). N&o obstante, por meio da Figura 25, é possivel observar ainda que
0s ensaios 5 e 6 foram aqueles que acumularam concentracfes mais elevadas de acidos
propibnico e butirico, o que indica que estes acidos foram convertidos a acetato e hidrogénio
por microrganismos acetogénicos e posteriormente convertidos a metano pelas arqueias
metanogénicas. Os valores de producdo de metano (Tabela 20) confirmam essas hipéteses.

Os AGVs que se acumularam ao final do PBM em duas fases (Figura 27), acido
isobutirico principalmente, tiveram reducéo de 3 a 7 vezes em relacdo ao PBM em fase Unica
(Figura 23). De acordo com BAETA et al. (2016a), é possivel que a fase acidogénica tenha
atuado como biodetoxificante do meio, considerando que 0s microrganismos acidogénicos
assimilaram parte de compostos considerados toxicos a digestdo anaerdbia e 0s converteram
em compostos mais facilmente biodegradaveis, levando a uma menor acumulacdo de AGVs e
uma maior producdo de metano na fase metanogénica. Porém, ainda assim, a digestdo anaerobia
dos hidrolisados gerados sob as condi¢cdes de desejabilidade ndo alcancou elevados
rendimentos, sendo possivel inferir que o pré-tratamento oxidativo das cascas de café em meio

aquoso pode gerar compostos toxicos ao consorcio microbiano.
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Figura 27: Concentracdo de &cidos graxos volateis no final do ensaio de PBM em duas
fases.
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Os parametros de cinética estimados pelo ajuste dos quatro modelos testados aos dados
dos ensaios de PBM em duas fases podem ser vistos na Tabela 21. Comparando a qualidade
dos ajustes fornecidos pelos quatro modelos de cinética avaliados usando a funcéo de erro AIC,
foi possivel notar que o modelo de Gompertz-modificado melhor ajustou os dados
experimentais (valor AIC mais baixo) para a producdo de metano no sistema em que a fase
metanogénica foi separada da fase acidogénica. A Figura 28 mostra as curvas de producéo de
metano em funcdo do tempo para 0 PBM em duas fases.
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Tabela 21: Pardmetros de cinética estimados pelos modelos de produgdo de metano para

o0s ensaios de PBM em duas fases nas condicGes de desejabilidade.

Potencial de produgéo bioguimico de metano em duas fases
Ensaios
Modelo Parametros
1 2 3 4 5 6
Po (NmML CHa/g DQOupiicacs) [102552,6322/82260,4862(40704,9691/40749,7349/41060,644143821,0849
k (hora ) 2,5%10° |7,9%106 | 7,9x 10 | 5,1 x 10° 10,9 x 10| 7,9 x 106
L ordem R2 0,9748 0,9765 | 09835 | 0,9747 | 09804 | 0,9826
RMSE 12,7011 | 9,8528 | 17,9755 | 12,5461 | 23,3818 | 18,4156
NRMSE 7,1602 6,3513 | 69836 | 7,7327 | 68799 | 6,7391
AIC 187,9881 | 169,7049 | 212,9951 | 187,1038 | 231,9274 | 214,7368
Po (NmL CHa/g DQOupiicass) | 177,8066 | 148,9201 | 279,3839 | 166,7591 | 349,5582 | 281,8676
(Nm CH/g D'g“oap"mda_hora) 0,4187 0,3353 | 05172 | 0,3638 | 0,7437 | 0,5591
4 (hora) 132,2034 | 114,4922 | 150,7564 | 160,1728 | 134,7500 | 140,3766
Gompertz R? 0,9981 0,9924 | 09965 | 09953 | 09959 | 0,9944
RMSE 2,8695 4,7685 | 53554 | 3,9545 | 7,9890 | 7,1883
NRMSE 1,6177 3,0738 | 20806 | 24373 | 2,3507 | 2,6305
AIC 82,8854 | 119,4519 | 127,8102 | 105,9755 | 156,6072 | 149,0029
As (NML CH4/g DQOgpiicaca) | 0,0010  |1,57 x 107| 0,0006 | 0,0005 | 0,0001 | 0,0000
A (NML CHa/g DQOupiicace) | 1,3341 0,1535 | 6,2469 | 1,7953 | 1,0084 | 0,2313
Ais (NML CHa/g DQOupiicaca) | 189,7952 | 178,8016 | 279,8586 | 179,6218 | 399,2310 | 340,4750
N ki (hora?) 0,0046 0,0042 | 0,0040 | 0,0041 | 0,0040 | 0,0036
“é's‘igéﬁ’(')‘gs ke (hora™) 00045 | 00041 | 00038 | 00039 | 0,0039 | 0,0035
R2 0,9850 0,9908 | 09777 | 09749 | 0,9889 | 0,9899
RMSE 7,9451 51912 | 13,3598 | 9,1185 | 12,8717 | 9,5189
NRMSE 4,4794 3,3463 | 51903 | 56201 | 3,7874 | 3,4834
AIC 160,4611 | 129,7148 | 197,6497 | 170,1327 | 195,7858 | 173,2766
P1 (NmL CHa/g DQOupiicace) | 49,5645 | 69,5149 | 43,7018 | 83,8510 | 100,8450 | 86,2072
P2 (NML CHa/g DQOspiicaca) | 189,1510 | 59,0755 | 294,5842 | 143,7784 | 3953050 | 227,1550
ki (hora?) 0,0014 0,0027 | 0,0013 | 0,0012 | 00012 | 0,0016
Exponencial k2 (hora?) 0,0013 0,0027 | 0,0014 | 0,0013 | 00012 | 0,0016
de duas fases R? 0,9251 08641 | 09032 | 09046 | 09264 | 0,8981
RMSE 17,7839 | 19,9387 | 27,8262 | 17,7809 | 33,1670 | 30,2836
NRMSE 10,0256 | 12,8529 | 10,8106 | 10,9591 | 9,7591 | 11,0822
AIC 217,9665 | 224,4610 | 250,8076 | 216,9845 | 261,1216 | 254,7200
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Figura 28: Dados de producdo acumulada de metano na digestdo anaerébia em duas fases

estimados pelo modelo de Gompertz-modificado e obtidos experimentalmente.
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Com base na andlise dos dados da Tabela 21 e da Figura 28 foi possivel confirmar que o
ensaio 5 de PBM em duas fases apresentou maior producdo de metano, pois a taxa maxima de
producdo de metano estimada pelo modelo de Gompertz no ensaio 5 foi a maior dentre os seis
ensaios (0,74 NmLCH4 g DQOgpiicada X h™Y). Foi possivel notar que o modelo de Gompertz foi
capaz de reproduzir a producdo de metano com bons ajustes, uma vez que os coeficientes de
determinacdo (R?) foram maiores que 0,99. Além disso, a producdo de metano observada neste
ensaio (ensaio 5) foi de 363,83 + 108,65 NmL CH4/g DQOapiicada, €nquanto o modelo previu
349,56 NmL CHa/g DQOapiicada, que, considerando a sensibilidade do sistema, é relativamente
proxima ao experimental.

A fase lag (1) de crescimento microbiano, contraditoriamente ao que alguns autores
relataram na literatura (BAETA et al., 2016a), foi maior na digestio anaerdbia de duas fases do
gue em fase Unica. Esse comportamento pode ter acontecido devido a qualidade do in6culo
utilizado na fase metanogénica, uma vez que este foi a fonte de microrganismos produtores de
metano.

O maior periodo de adaptacdo ocorreu no ensaio 4 (~ 160 h), porém foi bem menor que
0 periodo de fase lag do ensaio que mais produziu metano (~ 266 h) a partir do hidrolisado de
bagaco de cana pré-tratado com 0z6nio no trabalho de ADARME (2015). Desta forma, a fase
de adaptacdo dos microrganismos metanogénicos ndo foi um grande problema para digestdo
anaerobia dos hidrolisados gerados da ozonizacao das cascas de café.

A fim de tentar melhorar a producdo de metano com hidrolisados gerados no pré-
tratamento oxidativo com ozonio, foi feito um teste com o hidrolisado do ensaio 6. A condi¢do
6 foi escolhida em funcdo da producdo de metano em fase Unica obtida com seu hidrolisado ter
sido a maior dentre todos 0s outros ensaios, e pelo fato do ensaio 6 representar o segundo menor
grau de severidade, ou seja, em tese, 0 segundo menor custo de energia. Para tanto, foi
adicionado ao frasco reator carvao ativado em p6 (CAP), conforme metodologia descrita na

secdo 4.9.4. Os resultados séo apresentados na proxima secao.

5.5 Avaliacao do uso de carvéo ativado para melhorar a producéo de biogas

Como foi visto nas sessdes anteriores, a toxicidade presente nos hidrolisados gerados pelo
pré-tratamento oxidativo com ozénio das cascas de café prejudicou a digestdo anaerdbia destes
substratos. Como 0s possiveis compostos toxicos presentes sdo produtos da degradacdo da
lignina como compostos aromaticos e poli-aromaticos que, dependendo do mecanismo de
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reacdo podem ser convertidos em acidos carboxilicos, saturados ou insaturados (TRAVAINI et
al., 2015), uma forma de melhorar a etapa de digestdo anaerdbia é removendo estes compostos.
Neste aspecto, a adsorcdo em carvdo ativado poderia ser uma alternativa tecnoldgica para
remover componentes organicos de baixa massa molar, como os fendis e seus derivados, de
meios aquosos (PODKOSCIELNY; LASZLO, 2007) e por isso, este recurso foi utilizado no
presente trabalho. Uma desvantagem é que acidos orgénicos de cadeia curta também seriam
adsorvidos, como demonstrado por BAETA et al. (2016c).

Por outro lado, como o CAP foi adicionado diretamente dentro do frasco reator, foi
possivel que os compostos adsorvidos fossem lentamente dessorvidos a medida que a
biodegradacdo ocorria na fase liquida devido ao deslocamento do equilibrio quimico,
principalmente no caso dos compostos mais biodegradaveis como os AGVs. Dessa forma, 0s
custos relacionados ao carvao seriam menores pelo fato de que a biodegradacdo promoveria
uma dessorcao e regeneracao dos sitios adsortivos (WALKER, 1999).

Em estudo com biorreator anaerébio de membrana submersa para tratamento de efluente
contendo corante, BAETA et al. (2013) utilizou CAP e obteve excelente desempenho na
remocao de matéria organica, cor, turbidez e AGVs, utilizando 4,0 g/L de CAP. Devido ao
sucesso dos resultados, foi utilizada a mesma concentragdo de CAP nos frascos reatores
anaerdbios do presente trabalho. Para tanto, foram realizados 2 testes de PBM em fase Unica
com carvao e dois sem carvdo para critério de comparacdo. O hidrolisado escolhido foi aquele
gue mostrou maior biodegradabilidade anaerdbia nos ensaios de PBM em fase Unica

(hidrolisado do ensaio 6) e a producdo de metano obtida é apresentada na Tabela 22.

Tabela 22: Valores do teste de PBM em fase Gnica com o hidrolisado da condicdo 6 de
desejabilidade usando CAP.

Ensaio Producdo CH4 em fase Unica Producdo CHsem fase Unica
(NmL CHa4/g DQOaplicada) (NmL CHo./g cascas)
Sem CAP 115,45 + 45,02 45,62 + 17,79
Com CAP 218,25 £ 44,33 86,24 + 17,52
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Pbde-se observar que o uso de CAP contribuiu para a estabilidade do reator e diminui¢do
de AGVs, pois, de fato, ndo foram encontrados AGVs (concentragdo menor que o limite de
deteccdo) no final do ensaio de PBM com CAP. Foi possivel notar também um aumento na
producao de metano de cerca de 89% em relacéo ao frasco que ndo continha CAP, o que mostra
que houve adsor¢do de compostos inibitorios da metanogénese pelo carvao.

Neste teste, foi possivel perceber que o frasco reator sem o carvéo obteve produgdo um
pouco maior do que aquela realizada anteriormente nos ensaios de PBM com o hidrolisado da
condicdo 6 de desejabilidade, porém, isso pode ter sido devido a diferencas no inéculo e na
amostragem durante o preparo dos ensaios.

Ao se comparar a DA com o hidrolisado gerado na condicéo 6 utilizando CAP com 0s
ensaios de DA anteriores (PBM em fase Unica e PBM em duas fases), foi possivel notar que o
CAP maximizou a producdo de metano, correspondendo a 2,4 vezes a producao de metano em
fase Unica e a 1,8 vezes a producéo de metano em duas fases.

Para verificar, do ponto de vista energético, a viabilidade do pré-tratamento oxidativo das
cascas de café, foi feito um balanco de energia obtendo-se resultados em kJ/gcascas Na entrada e

saida do sistema. Os resultados sdo apresentados na proxima secao.

5.6 Estimativa de energia (consumo e geracao)

Foi realizado um balanco de energia para todos os ensaios de digestdo anaerdbia
utilizando os hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo das cascas de café sob as
condicdes de desejabilidade. Para tanto, foi considerado que o CH4 e 0 Hz possuem poder
calorifico inferior (PCI) de 34,5 MJ/Nm3 e 10,8 MJ/Nm3, respectivamente, sendo possivel
quantificar a energia na saida do sistema levando-se em conta as producfes de metano e
hidrogénio e considerando uma eficiéncia de queima de 90% (ADARME et al., 2017). De
acordo com TRAVAINI et al. (2016), a producéo de 100 g de ozdnio requer 1,65 MJ de energia,
dessa forma, com os valores da carga de ozonio aplicada em cada ensaio de pré-tratamento, foi
possivel guantificar a energia gasta na entrada do sistema. Os valores de consumo (input) e

geracdo potencial (output) de energia sdo mostrados na Figura 29.
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Figura 29: Balanco de energia da digestdo anaerdbia de hidrolisados gerados no pre-

tratamento oxidativo das cascas de café sob as condi¢es de desejabilidade.
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A Figura 29 mostra que a digestdo anaerobia em fase Unica so foi vidvel energeticamente
para 0s ensaios 5 e 6, visto que estes ensaios foram aqueles com condi¢Ges mais brandas de pré-
tratamento devido ao valor da carga de ozénio especifica aplicada (COEA) ser mais baixa para
estes ensaios (Tabela 14). O sistema de digestdo anaerdbia em duas fases s6 nao foi viavel
energeticamente para o ensaio 2, que empregou COEA de 73,2 mg Os/g casca, pH 3 e RLS de
14,2 mL/g e obteve producdo de metano mais baixa (26,07 NmL CHa/g cascas). Contudo, o
saldo energético positivo obtido nos ensaios 1, 3 e 4 foi baixo. De forma geral, 0s ensaios 5 e 6
apresentaram melhores recuperacGes de energia, pois foram aqueles que geraram um
hidrolisado com menores teores de compostos toxicos e de mais facil degradacéo.

O objetivo da utilizacdo do carvdo ativado em p6 durante a etapa de digestdo anaerobia
com o hidrolisado gerado no ensaio 6, foi tentar maximizar a produgdo de metano. Como a
condicéo 6 foi de baixa severidade (a segunda menor), isso implica que os custos adicionais
atrelados ao uso do carvao ainda estariam baixos comparados aqueles de maior severidade. A
Figura 30 mostra os resultados da estimativa de energia para os ensaios de digestao anaerobia,

considerando o hidrolisado gerado no ensaio 6.

111



Figura 30: Estimativa de energia para os ensaios de digestdo anaerdbia utilizando o
hidrolisado gerados no pré-tratamento oxidativo das cascas de café sob as condi¢es de

desejabilidade do ensaio 6.
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De acordo com a Figura 30, foi possivel observar que o uso do CAP melhorou a
recuperacgdo de energia 2,9 vezes em relagdo ao PBM em fase Unica e 1,7 vezes em relacdo ao
PBM em duas fases, pois maximizou a producdo de metano ao adsorver compostos inibitorios
da metanogénese. Embora o uso do CAP aumente a recuperacao de energia, é necessaria uma

analise econbmica para se levar em conta 0s custos associados ao uso deste adsorvente.
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6 CONCLUSOES

Os ensaios de pre-tratamento oxidativo com ozonio, realizados nas cascas de café,
indicaram que as condicdes de ozonizagdo que levaram a maior remocéo de lignina, celulose e
hemiceluloses foram aquelas utilizadas no ensaio que empregou RLS de 15 mL/g, pH 11 e
COEA de 19,14 mg Oas/g cascas. Nessas condi¢cOes, o processo oxidativo foi considerado um
POA e, por haver geracdo de radicais, provavelmente favoreceu o ataque aos componentes da
biomassa. Com base nos resultados apresentados, a ferramenta de desejabilidade gerou
condicdes propicias para solubilizar as hemiceluloses e a lignina, de forma a gerar uma fracao
solida rica em celulose (que poderia ser direcionada a producéo de etanol 2G apds sua hidrélise
enzimatica) e uma fracdo liquida residual que poderia ser utilizada para recuperacgdo de energia
via producéo de biogas (metano e hidrogénio).

Na etapa de hidrdlise enzimatica ndo foram obtidos bons rendimentos (10% - 12%), que
podem estar atrelados ao fato desta etapa ndo ter sido otimizada para as cascas de café, ja que
foi baseada em condicGes otimizadas para o bagaco de cana. Além disso, ndo foi feito nenhum
tipo de lavagem na biomassa ap0s o pré-tratamento, o que pode ter dificultado a acessibilidade
das enzimas e contribuido para a adsorcdo improdutiva destas, diminuindo a eficiéncia de
conversdo da celulose em glicose. Porém, como previsto pela ferramenta de desejabilidade, a
maior producdo estimada de etanol 2G (~ 36 mg etanol/g cascas pré-tratada) ocorreu no ensaio
que empregou RLS de 10 mL/g, pH 11 e COEA de 81,00 mg Oas/g cascas, visto que foi 0 ensaio
com maior remocdo de lignina (41,01%).

A digestdo anaerobia dos hidrolisados foi avaliada em fase Gnica e em duas fases, sendo
que a separacao espacial das fases acidogénica e metanogénica favoreceu a produgdo de metano
levando a menor acumulacdo de AGVs e maior producdo de metano na fase metanogénica. Na
digestdo anaerObia em fase Unica, o modelo de cinética que melhor ajustou os dados
experimentais de producdo de metano (AIC mais baixo) foi 0 modelo Gompertz-modificado,
mostrando que o melhor resultado (~ 36 NmL CHa/g cascas) foi obtido utilizando o hidrolisado
gerado no denominado “ensaio 6” que empregou RLS de 10 mL/g, pH 11 e COEA de 18,50
mg Os/g cascas, condizente com o esperado pela ferramenta de desejabilidade, cujas condigdes
almejadas foram maior remocdo de lignina, celulose e hemiceluloses, ou seja, maior
solubilizacdo de material organico na fracdo liquida. O balanco de energia para esta condigdo

foi positivo, com uma recuperacdo de energia de 0,81 kJ/g casca para esta etapa.
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Em contrapartida, na digestdo anaerébia em duas fases, este ensaio apresentou producao
de 19,17 NmL Ho/g cascas (48,52 NmL H2/g DQOapiicada) Na fase acidogénica e 48,96 NmL
CHalg cascas na fase metanogénica com recuperagéo energética de 1,40 kJ/g casca. O modelo
de cinética que melhor se ajustou aos dados experimentais de producédo de hidrogénio na etapa
acidogénica foi 0 modelo exponencial de duas fases e na etapa metanogénica, foi 0 modelo
Gompertz-modificado, uma vez que os valores de AIC para estes modelos foram os mais baixos
em relacdo aos demais.

A toxicidade presente nos hidrolisados gerados pelo pré-tratamento oxidativo das cascas
de café, com ozbnio, possivelmente devido a presenca de produtos da degradacdo da lignina,
prejudicou a digestdo anaerdbia destes substratos e uma alternativa tecnoldgica para mitigar
esse efeito foi a adsorcdo por carvao ativado em pé (CAP) que mostrou melhoria na producéo
de metano. Para a digestdo anaerébia em fase Unica do hidrolisado gerado no ensaio 6, 0 uso
do CAP contribuiu com producéo de 86,24 NmL CHa/g cascas (correspondente a um aumento
de 89% em relacdo ao teste feito nas mesmas condi¢des, porém sem a adicdo de CAP) e
recuperacdo energética de 2,37 kJ/g cascas. Contudo, é necessaria uma analise econdémica para
saber se 0 emprego deste adsorvente é viavel, considerando que haverd um custo adicional para
sua aplicagé&o.

Apos andlise dos resultados obtidos, foi possivel concluir que a aplicacdo da tecnologia
anaerobia para a degradacéo do hidrolisado, gerado no pré-tratamento oxidativo com o0z6nio de
cascas de café, é promissora. A geracdo de biogads (metano e hidrogénio) a partir da fracao
liquida contribui para a recuperacdo de energia e ainda ha a possibilidade de utilizacao da fracéo

solida para a producéo de etanol 2G, representando o conceito de biorrefinaria lignocelulésica.
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Analisar os hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo com ozénio das
cascas de café por cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotdmetro de massas
para identificar possiveis compostos inibitorios.

e Otimizar as condigdes de hidrolise enzimatica para as cascas de café.

o Realizar a lavagem da biomassa antes da etapa de hidrolise enzimatica.

e Utilizar o CAP na digestdo anaerdbia em duas fases dos hidrolisados gerados no
pré-tratamento oxidativo com 0z6nio das cascas de café.

e Realizar a digestdo anaerobia das fragdes solida e liquida juntas apds o pré-
tratamento.

e Utilizar um reator de coluna para realizar o pré-tratamento.

e Melhorar a caracterizagdo da biomassa com microscopia eletronica de varredura
(MEV) e andlise da é&rea superficial pelo método de Brunauer-Emmett-
Teller (BET).
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