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RESUMO

Sabe-se que a biomassa lignocelulésica pode ser utilizada na producdo de biocombustiveis
como bioetanol e biogés. O Brasil destaca-se mundialmente por sua producdo de café, sendo
que, durante o beneficiamento dos grdos de café sdo geradas grandes quantidades de residuos,
como a casca. Entretanto, para um melhor aproveitamento energético desta biomassa
lignocelulosica é importante adicionar uma etapa de pré-tratamento para tornar os acucares
fermentesciveis mais disponiveis, destacando-se o pré tratamento hidrotérmico.. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o pré-tratamento hidrotérmico da casca de café, utilizando o
planejamento experimental Box-Behnken, a melhor estratégia de utilizacdo da casca de café
como matéria prima para uma biorrefinaria lignocelulésica. Foram avaliadas 15 condicdes
experimentais utilizando as variaveis independentes: temperatura (120 a 200°C), tempo (20 a
90 minutos) e razdo liquido/solido (5 a 10 mLg™). Observou-se que nas condi¢des com
temperatura igual a 200 °C se obteve alta remocao de celulose, o que prejudicou o rendimento
global do processo em relacdo a glicose recuperada visando a producéo de etanol de segunda
geracdo. Para obter um melhor rendimento no processo na hidrolise enzimatica, foi gerada uma
condi¢do de desejabilidade visando a produgéo de etanol. Visando avaliar outras rotas de
aproveitamento da biomassa, foram avaliadas a digestdo anaerdbia (DA) de trés condi¢cBes de
desejabilidade — CDB1 (120 °C, 20 mine 5 mL g!), CDB2 (189 °C, 90 mine 5 mL g!), CDB3
(200 °C, 61 min e 5 mL g%). Além destas condicdes, realizou-se a DA do hidrolisado gerado
na CDE. De maneira geral o pré-tratamento foi eficiente para aumentar a digestibilidade da
biomassa. Além disso, vale ressaltar que a elevada concentracdo de compostos fenolicos
interferiu negativamente na producdo de metano, inibindo a producédo na DA em estado sélido
e semissélido da CDB3. A maior producdo de metano em relacdo a DQO de entrada foi para a
CDB3 em estado liquido. Por outro lado, a alta demanda energética do pré-tratamento néo foi
possivel recuperar o gasto energético nesta condicdo. Desta forma, a condi¢do que apresentou
melhor rentabilidade econémica (R$ 150,00 ton de casca bruta™) foi a CDE, utilizando a fracéo
solida para hidrolise enzimatica visando a producéo de etanol e o hidrolisado para producéo de
metano, adicionando ao sistema a combustdo de 0,125 toneladas de casca bruta para suprir o

déficit energético para pré tratar 1 tonelada de cascas destas condi¢des.

Palavras chave: casca de café, pré-tratamento hidrotérmico, hidrolise enzimética, biogas,

digestdo anaerdbia



ABSTRACT

It is known that lignocellulosic biomass can be used in the production of biofuels such as
bioethanol and biogas. Brazil stands out worldwide for its coffee production, and during the
processing of coffee beans large amounts of waste such as husk are generated. However, for a
better energy use of this lignocellulosic biomass it is important to add a pretreatment step to
make fermentable sugars more available, highlighting the hydrothermal pretreatment.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the hydrothermal pretreatment of coffee husk
using Box-Behnken experimental design, the best strategy for using coffee husk as raw material
for a lignocellulosic biorefinery. Fifteen experimental conditions were evaluated using the
independent variables: temperature (120 to 200 ° C), time (20 to 90 minutes) and liquid / solid
ratio (5 to 10 mLg-1). It was observed that under conditions with temperature equal to 200 ° C
high cellulose removal was obtained, which impaired the overall process yield in relation to the
recovered glucose aiming at the production of second generation ethanol. To obtain a better
process yield in enzymatic hydrolysis, a desirable condition was generated aiming at ethanol
production. In order to evaluate other biomass utilization routes, anaerobic digestion (DA) of
three desirability conditions was evaluated - CDB1 (120 ° C, 20 min and 5 mL g-1), CDB2
(189 ° C, 90 min and 5 mL). g-1), CDB 3 (200 ° C, 61 min and 5 mL g-1). In addition to these
conditions, the DA of the hydrolyzate generated in the CDE was performed. Overall,
pretreatment was efficient to increase biomass digestibility. Furthermore, it is noteworthy that
the high concentration of phenolic compounds negatively interfered with methane production,
inhibiting CDB3 solid and semi-solid DA production. The highest methane production over
incoming COD was for liquid CDB3. On the other hand, the high energy demand of the
pretreatment could not recover the energy expenditure in this condition. Thus, the condition
that presented the best economic profitability (R $ 150,00 tons of crude shell-1) was the CDE,
using the solid fraction for enzymatic hydrolysis aiming at ethanol production and the
hydrolysate for methane production, adding to the system. combustion of 0.125 tonnes of crude

bark to fill the energy deficit to pre-treat 1 tonne of bark under these conditions.

Key words: coffee husks, hydrothermal pretreatment, second generation ethanol, bioethanol
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1. INTRODUCAO

Grande parte da economia mundial ainda esta baseada na utilizacdo de recursos fosseis,
0 que tem se tornado insustentavel por diversas razdes (Gravatis e Abolins, 2013), sendo a
principal delas a crescente preocupagdo com as mudancgas climaticas causadas pelo uso destes
recursos, o que faz com que o interesse pela producdo de combustiveis a partir de fontes

renovaveis venha ganhando atencdo em todo o mundo (Galbe e Zacchi, 2012).

O etanol é o combustivel mais produzido em todo o mundo a partir de matéria-prima de
fonte renovavel. Aproximadamente 90% de todo o etanol utilizado € produzido da fermentacao
da sacarose de cana-de-acucar e beterraba ou amido de milho, sendo que a maior parte da
producdo esté localizada no Brasil e nos Estados Unidos da América (EUA) (Hamelink et al.,
2005). Apesar das tecnologias de fermentacdo para obtencdo de etanol estarem bem
desenvolvidas, existem alguns aspectos negativos. As culturas que ddo origem ao amido
(milho) e a sacarose (cana-de-aglUcar) para producdo de etanol nos EUA e no Brasil,
respectivamente, demandam o uso de grandes extensdes de terras produtivas para plantacao, o
que em um futuro, em fungédo do crescimento populacional, pode provocar um conflito entre a
producéo de alimentos e geracdo de energia, uma vez que se aumentaria a necessidade da
utilizacdo de terras produtivas para producao de alimento (Kim e Dale, 2004, Dias et al., 2011;
Baéta, 2016).

Os residuos lignocelul6sicos, gerados principalmente pela agroindlstria, vém se
destacando como matéria-prima potencial para aumentar a producdo de combustiveis
renovaveis. A partir deles é possivel aumentar a capacidade de producdo de energia sem a
necessidade de elevacdo de area territorial plantada, fator considerado interessante quando o

assunto é o crescimento populacional, demanda alimenticia e energética.

Devido ao seu potencial de producéo agricola, o Brasil € um dos maiores produtores de
residuos na forma de biomassa lignocelulésica (Rambo et al.,2015). Dentre esses residuos
podem ser destacados 0 bagago de cana-de-agUcar, palha de cana-de-agucar, cascas de arroz e
café, semente de acai, serragem de eucalipto, cascas de coco, cascas de soja, hastes e talos de

banana, no que se destaca a geracédo da casca de café, fruto do qual o pais € o maior produtor.



Os residuos agroindustriais sdo, por natureza, muito heterogéneos em tamanho,
composicdo, estrutura e propriedades. Estes residuos contém em sua composicdo massica uma
grande quantidade de compostos passiveis de serem utilizados por microrganismos
fermentativos e anaerdébios, como a celulose e as hemiceluloses, polimeros constituidos por
carboidratos de 6 (glicose) e 5 (xilose e arabinose) carbonos, respectivamente. Além disso, tais
residuos possuem em sua matriz uma quantidade consideravel de lignina. Em funcdo da
complexidade estrutural de tais residuos, a utilizacdo dos mesmos como matéria-prima para
bioprocessos que objetivam a producdo de biocombustiveis depende do aumento de sua
acessibilidade por parte dos microrganismos e enzimas utilizadas. Um exemplo destes
biocombustiveis € o etanol gerado a partir destes residuos, denominado etanol de segunda
geracéo (2G).

Neste contexto, insere-se a necessidade da inclusdo de uma etapa de pré-tratamento,
visando aproveitar em sua totalidade o potencial da biomassa lignocelulésica, melhorando,
portanto, os rendimentos de producéo de etanol e biogas. Contudo, ainda ndo existe um preé-
tratamento consolidado, uma vez que, como as caracteristicas de cada biomassa variam muito,
o melhor pré-tratamento para uma determinada biomassa dependera das suas propriedades
como composicao, densidade, recalcitrancia, dentre outras (Taherzadeh e Karimi, 2008).

O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) sem injecdo de vapor tem se destacado como
técnica de pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas quando se visa 0 aproveitamento
energético da mesma, principalmente a producdo de etanol de segunda geracdo (2G). E
considerado uma técnica simples e ambientalmente correta. Suas principais vantagens ao se
comparar com outros pré-tratamentos sdo 0s baixos custos e ndo utilizacdo de acidos, que torna

necessario o uso de reatores resistentes a corrosao.

O pré-tratamento hidrotérmico ira atuar na biomassa removendo principalmente a fracao
de hemiceluloses, deixando assim a celulose mais disponivel ao ataque enzimatico. Entretanto,
para maiores remogdes de hemiceluloses sdo necessarias condi¢cbes muito severas (elevados
tempos e temperaturas), 0 que aumenta o custo do processo. Como forma de melhorar o balango
de energia do processo, uma forma € a utiliza¢do do hidrolisado hemicelulésico para a producéo
de biogés via digestao anaerobia (Carvalheiro et al., 2008; Baéta et al., 2016; Mahmoodi et al.,
2018).



Dentro deste contexto, este trabalho de dissertagcdo visou avaliar a valoriza¢do da casca
de café por meio da producédo de biogas (CH4) e/ou bioetanol a partir das fragdes liquidas e
solidas geradas apds o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa. O trabalho realizado possui
grande relevancia nacional e estadual, uma vez que o Brasil € 0o maior produtor mundial de café,
e Minas Gerais é responsavel por aproximadamente dois ter¢os da produgdo nacional. A
producdo de café gera grande quantidade de subprodutos que ainda ndo sdo aproveitados em
todo o seu potencial, que se dispostos incorretamente no meio ambiente podem torna-se um
residuo e causar danos, uma vez que 0S mesmos possuem compostos toxicos a microbiota do
solo, como fendis e taninos (Soccol, 2002). Em sua relevancia econdmica e ambiental, este
trabalho visou gerar conhecimentos para subsidiar a eventual valorizagdo de um residuo
agroindustrial produzido em grande quantidade no contexto nacional, e a sua possivel utilizacdo

como matéria-prima renovavel para producéo de biocombustiveis.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o potencial de aproveitamento do residuo de
casca de café submetido ao pré-tratamento hidrotérmico, considerando a producéo de etanol de

segunda geracéo e biogas.
2.2. Objetivos especificos

i. Avaliar a influéncia das variaveis independentes - tempo, temperatura e razdo liquido-
solido - no pré-tratamento hidrotérmico da casca de cafeé;

ii.  Awvaliar o potencial do uso da biomassa pré-tratada hidrotermicamente como substrato para
obtencdo de etanol de segunda geracdo por meio de hidrolise enzimatica;

iii.  Avaliar o efeito da extracao alcalina como etapa adicional ao pré-tratamento hidrotérmico,
no rendimento da hidrdlise enzimatica da fracdo sélida gerada;

iv.  Avaliar o potencial do uso da biomassa pré-tratada hidrotermicamente como substrato para
digestdo anaerdbia visando a obtencdo de biogas avaliando a separacdo e a ndo separacao
das fragdes liquido e solida;

v.  Determinar os parametros de cinética da producédo de biogas durante a digestdo anaerobia;

vi.  Estimar a viabilidade energética do processo por meio de balango de energia



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica € um recurso organico abundante, sendo grandes
quantidades dispostas na forma de residuos gerados pelas atividades agricolas, florestais e
municipais, sendo constituida principalmente de trés componentes majoritarios: celulose,
hemiceluloses e lignina (Zheng, et al., 2014). Além destes compostos, encontram-se na
biomassa lignocelulésica, em menor quantidade: extrativos, sais minerais, proteinas e
metabdlitos secundarios, cuja fracdo de cada constituinte na biomassa varia de acordo com a
espécie e idade do vegetal (Girio et al., 2010). A Figura 1 apresenta o esquema simplificado da

estrutura de um material lignocelulésico.

Figura 1: Estrutura da biomassa lignocelulésica. Fonte: Rubin (2008) modificada.
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A biomassa lignocelulésica pode ser utilizada para diversas finalidades, podendo
destacar-se a sua utilizacdo para producao de combustiveis alternativos como etanol, biogas e
até hidrocarbonetos, cujo processo se da pela gaseificacdo da biomassa para formacao de gas
de sintese seguido por hidrogenacdo catalitica. Para se otimizar as conversdes, rendimento e
seletividade para os processos de formacao desses combustiveis faz-se necessario compreender
a estrutura quimica da biomassa. Dentre os componentes que compdem a biomassa, a celulose
é o principal componente estrutural das paredes celulares das plantas e sera o responsavel pela

geracdo de acucar do tipo hexose (glicose) ( Monlau et al., 2013).

Outro componente de grande importancia nos materiais lignoceluldsicos sdo as
hemiceluloses, que sdo homopolimeros compostos por unidades repetidas de monossacarideos
de 5 carbonos, tais como a xilose, no caso das cascas de café, podendo também conter em sua
composicdo alguns outros monossacarideos como a arabinose, a manose e a galactose. Na
estrutura da biomassa as hemiceluloses sdo responsaveis por ligar as fibras de celulose a lignina,
criando uma rede complexa, contribuindo para formacdo estrutural da biomassa. Por fim, a
lignina € uma macromolécula composta de unidades fendlicas, a qual é responsavel por conferir
resisténcia a planta. Estes trés componentes irdo formar as estruturas chamadas microfibrilas,
que séo organizadas em macrofibrilas, que proporcionardo a estabilidade estrutural na parede
celular da planta (Rubin, 2008).

3.1.1. Celulose

A celulose é o polimero mais abundante no planeta Terra e considerada o principal
componente estrutural da parede celular vegetal. E um homopolimero linear que consiste em
unidades de glicose ligadas por liga¢des glicosidicas do tipo B-(1—4), formando um dimero
conhecido como celobiose, o qual é a unidade fundamental da celulose. Estas unidades sao
apresentadas na Figura 2 (Rubin, 2008; Suhas et al. 2016).

As cadeias poliméricas de celulose sdo ligadas entre si por interacdes inter- e
intramoleculares, tais como as ligacGes de hidrogénio, o que faz com que a celulose se torne
um material resistente e coeso e, por consequéncia, insolivel em adgua e em muitos solventes
organicos (Mood et al., 2013). Para que seja possivel a hidrolise da celulose, normalmente sdo
necessarios tratamentos acidos ou uso de enzimas especificas, que irdo clivar as interagdes
existentes entre as cadeias de celulose em mondmeros de glicose. Tais monémeros poderdo ser
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utilizados para produgdo de biocombustiveis como etanol e aditivos para serem usados em
biocombustiveis de aviacdo (butanol), por meio de processo de fermentacdo (Wang et al.,
2016). Além do etanol, é possivel obter por meio da glicose outros insumos como etileno,

buteno, propileno, acido acrilico, glicerol, entre outros (Schuchardt e Ribeiro, 2001).

Figura 2: Estrutura da glicose, celobiose e celulose. Fonte: Adaptado de Suhas et al. (2016).

-l
OH

2
HO™ 3 <y

Glicose

Celulose

3.1.2. Hemiceluloses (Polioses)

Diferente da celulose, as hemiceluloses, Figura 3, ndo sdo quimicamente homogéneas.
As hemiceluloses sdo compostas por heteropolimeros, podendo conter pentoses (B-D-xilose, a-
L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-glucose, a-D-galactose) e acidos urdnicos (a-D-
glicurénico, a-D-4-O-metilglicurénico, a-D-galacturdnico). As xilanas sdo o0s principais
componentes das hemicelul6sicos das paredes celulares secundarias, constituindo de 20 a 30%

da estrutura de madeiras nobres e herbaceas (Girio et al., 2010).



Figura 3: Representacdo esquematica de um fragmento de cadeia de hemiceluloses. Fonte:
prépria autora.
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Em relacéo a celulose, as hemiceluloses sdo relativamente faceis de hidrolisar, pois
possuem uma estrutura amorfa e ramificada, além de uma menor massa molar. Assim, quando
se tem interesse em aumentar a digestibilidade da celulose, uma alternativa é remover grandes
quantidades de hemiceluloses, pois estas recobrem as fibrilas de celulose, limitando a acdo do
maquinario enzimatico durante a hidrolise enzimética. Além disso, vale destacar que as
hemiceluloses sdo sensiveis a condi¢bes de pré-tratamento muito severas, desta forma, torna-se
importante o controle de pardmetros como tempo e temperatura de reagdo para minimizar a

formacéo de produtos inibitorios aos microrganismos (Mood et al., 2013).

Os acucares liberados pela hidrélise das hemiceluloses podem ser usados para producéao
de outros compostos de valores agregado, tais como metano, butanol, hidrogénio, dentre outros
(Amiri e Karimi, 2015; Yang et al., 2015; Shukor et al., 2016). O desenvolvimento de processos
viaveis que utilizem essa fracdo da biomassa pode ser um dos fatores preponderantes para

disseminacdo de biorrefinarias lignocelulosicas sustentaveis.
3.1.3. Lignina

A lignina é uma das substancias mais abundantes na natureza. E uma macromolécula
amorfa e altamente ramificada que encontra-se na parede celular dos vegetais conferindo
suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia bioldgica ( Perez et al., 2002). A estrutura da
lignina se difere da estrutura da celulose e das hemiceluloses, pois em sua organizacéo ao inves
de acUcares fazem-se presentes diversos grupos aromaticos e alifaticos, com anéis
fenilpropénicos (CsCs3), 0s quais sdo ligados entre si por meio de ligacGes tipo éter ou tipo

carbono-carbono, dando origem a essa macromolécula (Freitas, 2016).



As trés unidades principais precursoras da lignina sdo o alcool p-cumarilico (H), &lcool
coniferilico (G) e alcool sinapilico (S), como podem ser observados na Figura 1. Tais compostos
sdo responsaveis por formarem a estrutura amorfa da lignina a partir de suas reagdes de
polimerizagdo desidrogenativa (Windeisen et. al., 2012). O teor de lignina em uma biomassa
lignoceluldsica normalmente varia de 15% a 30% da composicédo total, podendo chegar em
alguns casos a até 40%, sendo que a porcentagem de cada uma das unidades basicas varia muito
de acordo com o tipo de botanica do vegetal, por exemplo, madeiras duras tem principalmente
unidades de G, enquanto gramineas incorporam maior quantidades de unidades de H. A lignina
contém regides hidrofilicas e hidrofébicas, mas devido ao seu arranjo quimico tridimensional,
na ocorréncia nativa ela é hidrofébica, o que permite o transporte de 4gua na parede celular dos
vegetais (Windeisen et al. 2012).

Assim como as hemiceluloses, a lignina também atua como uma barreira fisica ao ataque
enzimatico da celulose durante o processo de hidrdlise enzimatica. A presenca de tal molécula
é considerada uma das grandes responsaveis pelos baixos valores de rendimento de recuperacéao
de acUcares a partir dos materiais lignoceluldsicos. A lignina pode, em muitos casos, adsorver
as enzimas hidroliticas de forma irreversivel, reduzindo a quantidade de enzimas disponiveis

para o ataque da celulose (Santos et al., 2013).
3.2. O café

Estima-se que a safra mundial de café em 2018/19 seja de 167,47 milhdes de sacas de
60 kg de café beneficiado, sendo o Brasil o maior produtor mundial do fruto, responsavel por
60,1 milhdes de sacas, aproximadamente um terco da producdo mundial. Em um contexto
nacional, o estado de Minas Gerais destaca-se sendo responsavel por 59,5% da producao
brasileira (CONAB, 2018, 10C, 2019).

O fruto do café ¢ composto por dois grdos, ou sementes, que sdo envoltos por um
pergaminho. Em seguida, os gréos sdo cobertos por uma polpa e, por fim, por uma casca. Um

esquema da estrutura do fruto do café é apresentado na Figura 4.



Figura 4: Esquema da estrutura do fruto do Café. Fonte: Adaptado de Oliveira e Franca
(2014).
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O processamento do grao do café pode ocorrer por duas vias: seca ou Umida, conforme
apresentado na Figura 5. No entanto, ambos 0s processos de beneficiamento sdo responsaveis
por gerarem grandes quantidades de residuos como casca e polpa, respectivamente (Ulsildo et
al. 2016). No Brasil, cerca de 80% dos graos de café sdo beneficiados pelo método de via seca,
0 que gera uma grande quantidade de casca de café, que sdo ricas em matéria organica,

nutrientes e compostos como cafeina, fenois e taninos (Pandey et al., 2000).

O processamento do café por via seca consiste em deixar os frutos secarem expostos a
luz solar (naturalmente) ou por aquecimento em fornos. Em seguida, 0s grdos secos séo
descascados removendo 0 exocarpo e 0 mesocarpo, gerando o residuo que é considerado casca
de café (Soccol, 2002; Oliveira e Franca, 2014).

Estima-se que, durante o processamento de cafe por via seca, a relacdo obtida de gréo
beneficiado e casca seja de 1:1, em massa (Badocha et al., 2003; Gouvea et al., 2009), o que
confere a safra brasileira de café, em 2018/19, potencial para gerar aproximadamente 3 milhdes
de toneladas de casca de café. Entretanto, ainda ndo existem tecnologias consolidadas que
permitam o melhor aproveitamento desta biomassa em sua totalidade, seja como fonte de

energia ou como matéria-prima para producao de bioprodutos de valor agregado.
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Figura 5: Processamento industrial do Café. Fonte: Adaptado de Soccol (2002).
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A composicao da casca de café pode variar de acordo com a espécie do fruto, regido de
plantio e época do ano (Rossetti, 2007). A Tabela 1 apresenta a composicdo deste residuo
encontrada por diferentes autores. Percebe-se que ndo ha uma padronizagdo da metodologia de
caracterizacdo adotada pelos autores, além de grande variacdo dos percentuais de cada
componente analisado e quantificado

Além dos componentes principais da biomassa lignocelulésica (lignina, celulose e
hemiceluloses) a casca de café possui outros componentes como proteinas (8-11%), cafeina

(1%), e taninos (5%) (Ayele et al., 2010, Blinova et al., 2017), sendo que a cafeina e 0s taninos
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podem ndo ser vantajosos a diversas possibilidades relacionadas ao uso da casca de café como

matéria-prima em bioprocessos devido ao seu potencial toxico (Soccol, 2002).

Tabela 1: Composicédo da casca de café em base seca.

Composto (%) Celulose  Hemiceluloses  Lignina Lipideos Fendis Cinzas Extrativos Balanco

Andrade, 2009 32,15 13,23 4,52 2,36 0,34 34,46 96,83
Gouvea et al., 2009 16 11 9 0,3 5,4 - 41,7
Ayele e; Reinhardt,

2010 24,5 29,7 23,7 - - 6,2 - 84,1
Silva, 2012 43,80 31,52 24,35 - - - - 99,67

Alnuquerque e ) )

Aratjo, 2016 24,0 19,0 6,9 26,0 75,9

Freitas, 2016 24,5 19,86 13,68 - - 0,36 38,0 96,40
Santos et al., 2018 32,5 20,8 27,1 - - 4,5 22,0 106,9
BaétaA et al., 2017 29,17 28,96 22,35 - - 4,6 17,67 102,75

Por muito tempo as cascas de café foram utilizadas diretamente no solo como
fertilizante. Entretanto, os compostos toxicos presentes podem causar um desequilibrio em
termos de macro- e micronutrientes do solo, tornando factivel o uso da casca de café para outras
finalidades. Para tanto faz-se necessario o desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas
capazes de agregar valor a este residuo (Bekalo e Rheinardt, 2010; Shemekite, 2014). Alguns
estudos foram desenvolvidos visando o uso destes residuos em rag¢do animal, mas o elevado
contetdo de taninos, nitrogénio de proteinas de dificil degradacdo, cafeina e polifendis limita
essa aplicacdo (Pandey et al., 2000; Pereira, 2003; Blinova et al. 2017).

Devido a grande geracdo deste residuo e a sua limitacdo de utilizacdo, tém sido
desenvolvidos trabalhos buscando encontrar usos mais nobres para os residuos gerados durante
o beneficiamento do café. A Tabela 2 apresenta uma revisdo com alguns trabalhos

desenvolvidos visando valorar os residuos gerados durante a producéo e consumo do café.

Alguns usos, porém, ainda pouco explorados para os residuos (casca e polpa) da
producdo de café sdo os bioprocessos para produgdo de enzimas, &cido citrico e compostos
aromaticos. Lima et al. (2013) utilizaram a casca de café para produzir celulases. Apés cultivo
de 5 dias a 24 + 2°C foram obtidas atividades enzimaticas de 0,394 e 0,358 U mL™* utilizando
os fungos Trichoderma pseudokoningii 1052 e Trichoderma reesei 1612, respectivamente.
Leifa et al (2001) demonstraram em seu trabalho que a casca e a borra de café tém potencial

para servir como substrato para producdo de cogumelos comestiveis. Além disso, observou-se
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que a producdo destes cogumelos nos residuos reduziu os teores de taninos e cafeina presente

nos mesmos, tornando-0s menos tdxicos.

Tabela 2: Trabalhos realizados para aproveitamento de residuos do café.

Residuo Objetivo Consideracdes Fonte
Casca de Auvaliar gés de x .
Café combustio Grande geracéo de cinzas (Saenger et al., 2001)
Casca de bio:kggg?\z;tes Reducdo na eficiéncia adsor¢do ao se aumentar a
. x concentracdo de fons metélicos de 50 mg/L para (Oliveira et al., 2008)
Café para remocgéo de
) 100 mg/L.
metais pesados
Borralde Producéo de Producéo de 8,49 + 0,,29 g de etanol/100 g de casca (Gouvea et al., 2009)
Café etanol de café em base seca
Casca de Pirélise da casca x . .
Café de café Grande geracéo de cinzas (Silva, 2012)
Cascas de Producdo de Aquecimento da casca (95°C e 30 min) aumentou a
Café etanol e carvdo producdo de etanol de 1,1 g h™* kg* para (Tehrani et al., 2015)
ativado 23ghtkg™
Casca de café Producdo de Cascas passaram por processo de moagem (5 g de (Albuguerque e
e dejetos biogas com casca moida); Maior rendimento de biogas (3x) Arauqo 28 16)
bovinos casca bruta quando ocorreu controle de temperatura (37°C). 10,
Casca e Produzir Reducdo dos teores de cafeina e taninos dos
borra de cogumelos residuos. Borras de café se mostraram mais (Leifa et al., 2001)
Café comestiveis eficientes em prover nutrientes.
A casca de café foi eficiente ao ser utilizada como
Casca de café Celulases substrato para cultivo de Trichoderma spp para ( Lima, et al., 2013)
producdo de celulases
Cascas de —— Pré-tratamento biolégico aumentou a producéo de (Jayachandra et al.
a Biogas L
café biogés. 2011)

Borra de café

Producédo de

Extracéo de 13% de 6leo da borra de café, o qual
continha um teor de acidos graxos igual a 6,14%.

(Phimsen et al., 2016)

biodiesel Obteve-se biodiesel com caracteristicas similares
ao diesel comercial bi-hidrogenado
Avaliou condi¢des mesofilica (producéo de 131,67
Casca de café Biogés + 5,75 mLCH4 gSSV) e termofilica (124,63 + 6,7 (Ulsido et al.2016)

mL CHa gSSV-1)

Uso de pré-tratamento oxidativo - Producdo tedrica

Cascas de . de 36 mg de etanol/g de casca de café para fragao
café Biogas e etanol solida; Producdo de biogas (metano) de (Santos etal.., 2018)
29 NmLCHa/g casca através da fracdo liquida
Cascas de . -Pré-tratamento das cascas por explosdo a vapor; o
café EleS Producio de 144.96 NmLCHs gDQO'! (Bt Gl el 20010)
Cascas de - Codigestdo de casca de café e microalga pré-
Café Biogas tratada termicamente; Producédo de 196,1 mLCH4/g  (Passos et al.., 2018)

SSV

Oliveira et al. (2008) avaliaram a casca de café como adsorvente de metais toxicos em

aguas residuais. A biomassa se mostrou satisfatoria principalmente para remocao de metais em

solugBes aquosas em baixa concentragdo de 50 mg L. A maior remocgao ocorreu para Cu(ll)
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(até 98% de adsorcdo) ao adicionar-se 1 g de casca em 150 mL de solugdo aquosa por 72 horas,
mostrando que a casca de café tem potencial para atuar como bioadsorvente em aguas
residudrias contaminadas com metais toxicos. Por outro lado, os autores ndo citaram o destino
final das cascas apds serem usadas como adsorvente, o que pode se tornar um problema
ambiental, pois esse é um residuo que necessitard de um outro tipo de tratamento apos a sua

utilizacdo.

A utilizacdo da casca de café em rotas térmicas como via de obtencdo de energia nao
apresentou resultado satisfatério até o presente momento, por ndo aproveitar todo o potencial
da casca de café como biomassa lignocelulésica. A combustao da casca de café gerou um gas
de baixa densidade energética e com elevado teor de impurezas (Saenger et al., 2001). Enquanto
isso, na pirolise o carvao produzido tem um elevado poder calorifico (PCS igual a 24,6 MJ kg
Le PCI de 23,16 MJ kg™), entretanto em funcéo do elevado teor de cinzas o seu uso em diversos
processos industriais € dificultado (Silva, 2012).

Por outro lado, a obtencéo de biocombustiveis, como diesel, bioetanol e biogas por meio
do uso de residuos de café se mostraram promissoras. O pré-tratamento por cozimento da
biomassa de borra de café a 90°C durante 30 minutos aumentou a producéo de etanol em 13%
em estudo realizado por Tehrani et al. (2015). Durante este estudo foram testadas diferentes
temperaturas e tempos de fermentacdo durante o cozimento do substrato para produgdo de
etanol, além disso avaliou-se a possibilidade de producdo de carvdes ativados preparados por
ativacdo quimica com acido fosférico e por ativacdo fisica com vapor. Phimsen et al. (2016)
utilizaram a borra de café para extracdo de Oleo e posterior producdo de biodiesel. O
combustivel produzido pelos pesquisadores obteve propriedades fisico-quimicas de acordo com

as especificagcdes do diesel comercial bi-hidrogenado.

Gouvea e colaboradores (2009) estudaram o uso da casca de café bruta, casca de café
moida e extrato aquoso de casca de café moida para producéo de etanol. Os autores encontraram
os melhores resultados para casca de café sem passar pelo processo de moagem, encontrando
na melhor condi¢do uma producéo de 8,49 + 0,29 g de etanol 100 g* de casca de café em base
seca, 0 que equivale a 13,6 g de etanol L™ apds o processo de fermentacdo. Para casca de café
sem moer, 0s autores também avaliaram o efeito da temperatura (25, 30 e 35°C) durante a

fermentac&o, e da concentragdo de leveduras (3, 4 e 5 g L), sendo que os melhores resultados
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foram obtidos para 30°C e uma concentragéo de leveduras igual a 3 g L. Os resultados foram
considerados satisfatorios pelos autores visto que a casca de café bruta apresentou uma
producéo de etanol proxima a de outras biomassas lignoceluldsicas que passaram por hidrolise
ou foram suplementadas com agUcares. E destacado ainda a possibilidade de pré-tratar este

residuo visando uma maior producéo de etanol.

Jayachandra e colaboradores (2011) pré-trataram a casca de café com fungos
termofilicos visando a diminuicdo do pH e reducdo da concentracdo de polifendis, fatores que
inibem a metanizacdo. Em dois meses foram quantificados 25,62 mL de gas dia kg de
biomassa pré-tratada comparados com 23,26 mL de gas dia® kg? de biomassa ndo tratada.
Entretanto, os autores ndo determinaram a composi¢do do gas gerado e ndo avaliaram se 0sS
15 dias gastos para o pré-tratamento sdo economicamente viaveis. Ja Ulsido et al. (2016)
visando dar um aproveitamento para a elevada quantidade de cascas de café geradas na Etiopia,
avaliaram a producdo de metano a partir de cascas de café em duas diferentes faixas de
temperatura, mesofilica e termofilica, sendo que a primeira, 37 + 2°C, apresentou o melhor
rendimento, 131,67 + 5,75 mL de CH4 gSSV..

Santos et al. (2018) estudou em seu trabalho a viabilidade de produgdo de biogas e
bioetanol de segunda geracdo (2G) a partir da casca de café utilizando pré-tratamento oxidativo
com ozonio, avaliando a influéncia das variaveis razdo liquido-sélido (RLS, mL g), pH e carga
de ozbnio especifica aplicada (COEA) (mgOs g de casca™). A fragéo solida gerada apds o pré-
tratamento foi usada na etapa de hidrélise enzimética para produgdo de etanol, enquanto a
fracdo liquida residual rica em lignina e hemiceluloses foi levada para a produgéo de biogas
(metano e hidrogénio). Os autores obtiveram para sua melhor condicio (RLS de 10 mL g%, pH
11 e COEA de 81,0 mg Os g cascas™) uma producéo estimada de 36 mg de etanol g de casca de
café! para fracdo sdlida e uma producdo de biogas (metano), via digestdo anaerdbia, de 29

NmL CH; g cascas ™.

Visando a producdo de metano, Baéta et al. (2017) pré-trataram a casca de café por
explosdo a vapor. ApGs o pré-tratamento realizado em sete diferentes condicdes, toda a
biomassa (fragcdes liquida e solida) foi levada a digestdo anaerobia para avaliar o potencial de
producéo de biogas. A maior producdo de metano foi obtida para a biomassa pré-tratada por 60

min a 120°C, totalizando 144.96 NmL CH4s g COD!. A condicdo que mais liberou aglcares
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fermentesciveis, por outro lado, ndo foi a que obteve um maior rendimento na producdo de

metano, possivelmente devido a maior quantidade de inibidores gerados no processo.

Passos et al. (2018) pré-trataram a casca de café juntamente com microalgas por
explosdo a vapor visando aumentar a biodegradabilidade anaerdbia da biomassa. A casca de
café sem nenhum pré-tratamento apresentou uma producéo de 100 mL CH4 g SSV. Apds o
pré-tratamento a 120°C por 60 min e 180°C por 15 min, observou-se um aumento na producéo
de biogas de 37 e 23%, respectivamente. Ao realizar a co-digestdo com microalgas, 0s autores
obtiveram uma producéo de 172,1 mL CH4 g SSV! para a biomassa sem pré-tratamento (casca
de café + microalgas), e de 196,1 mL CH4 g SSV! para a mesma mistura pré-tratada a 120°C

por 15 min.

De acordo com o apresentado, torna-se clara a preocupagdo de se encontrar uma
aplicacdo para os residuos de café que sdo gerados durante o processamento dos graos.
Pesquisas tém sido desenvolvidas nos Gltimos anos visando este aproveitamento, porém ainda
ndo foram desenvolvidos métodos consolidados que permitam aproveitar totalmente as cascas

de café, o que abre espaco para realizacéo de estudos como o proposto no presente trabalho.

O aproveitamento energético da casca de café vem se destacando, e como apresentado
por alguns autores, como Gouvea et al. (2009), Santos et al (2018) e Baéta et al. (2017), a
aplicacdo de um pré-tratamento na casca de café pode permitir que todas as fracbes geradas
sejam aproveitadas com um maior potencial visando a producdo de biocombustiveis como

etanol e/ou biogas.
3.3. Pré-tratamento para biomassa lignocelulésica

Devido a complexa estrutura da biomassa lignocelulosica, é essencial adicionar uma
etapa de pré-tratamento para alterar as caracteristicas estruturais dos materiais lignocelulésicos,
tornando-os mais acessiveis a a¢do das enzimas e dos microrganismos permitindo, assim, um
melhor aproveitamento da biomassa (Alvira et al., 2010). O pré-tratamento pode aumentar a
digestibilidade dos materiais de dificil degradabilidade, melhorando o rendimento da producéo
de biogas e etanol, por exemplo (Behera et al., 2014). A Figura 6 representa de forma

esquematica o efeito geral do pré-tratamento em uma biomassa lignocelulésica.
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Figura 6: Efeito do pré-tratamento na acessibilidade enzimética da biomassa. Adaptado de
Taherzadeh e Karimi, (2008).
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Segundo Chiaramonti et al. (2012) a etapa de pré-tratamento pode ser considerada a
mais cara do processo, representando pelo menos 20% do custo total do mesmo. Desta forma,
é necessario adequar a melhor tecnologia de acordo com a biomassa a ser tratada e os objetivos
esperados. Um pré-tratamento eficiente deve possuir o melhor balango de energia possivel,
sendo que para isso deve demandar a menor quantidade de energia, evitar uso de reagentes e
materiais caros e possuir uma boa relacéo custo-beneficio, melhorando a formacao de agucares
na fase de hidrolise enzimatica e reduzindo a formacdo de inibidores para a seguinte de
fermentagdo (Chiaramonti et al., 2012). Além dos acUcares, outros produtos gerados pelos
processos de producdo de etanol celuldsico sdo: o acido acético, produzido pela hidrélise de
grupos acetila, 2-furfuraldeido (FF), que é gerado pela desidratacdo de pentoses em meio acido
e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF), originado pela desidratacdo em meio acido das

hexoses, como a glicose (Mosier et al., 2005), por exemplo.

Diferentes pre-tratamentos irdo afetar as propriedades da biomassa lignocelulosica de
distintas maneiras, mas em geral, todos possuem um efeito importante na area superficial da
biomassa (Zheng et al., 2014a). Diversos processos tém sido propostos a fim de aumentar 0s
efeitos do pré-tratamento na producéo de etanol celulésico: processos fisicos, fisico-quimicos,

quimicos e bioldgicos.

Os pré-tratamentos fisicos envolvem principalmente a reducéo de tamanho da biomassa

lignocelul6sica, desintegrando ou mesmo moendo, visando aumentar a area superficial da
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mesma. Pode ser utilizado apenas o processo de cominuic¢do, ou sua combina¢do com etapas
seguintes, sendo que o tamanho final da particula desejado depende dos objetivos de uso. Para
0s pré-tratamentos mecanicos devem ser levados em consideracéo fatores operacionais como

custo de operacdo e depreciacdo de equipamentos (Harmsen et al., 2010).

Sindhu e colaboradores (2015) defendem o pré-tratamento biolégico como uma
tecnologia atraente por ser ambientalmente correto e possuir baixo custo. Neste pré-tratamento,
fungos de podriddo branca sdo utilizados para degradar lignina e hemiceluloses. Como
desvantagens do método, destaca-se a necessidade de longos tempos de residéncia para que

ocorra uma degradacéo elevada da biomassa pelos fungos (Wan e Li, 2012).

Os pré-tratamentos quimicos referem-se aos que utilizam substancias quimicas, como
por exemplo &cidos, bases ou mesmo liquidos ibnicos com o objetivo de alterar as
caracteristicas fisicas e quimicas da biomassa lignocelulésica. Alguns exemplos de pré-

tratamentos quimicos sdo os oxidativos, alcalinos e acidos (Zheng et al., 2014).

Os tratamentos oxidativos séo utilizados visando a deslignificagao da biomassa por meio
do uso de um agente oxidante, como peroxido de hidrogénio, 0z6nio ou O, sendo que a
eficiéncia da deslignificacdo ocorre devido a reatividade dos agentes oxidantes com as unidades
aromaticas da lignina, convertendo-as em acidos carboxilicos insaturados, por exemplo. Neste
tratamento, uma parte substancial das hemiceluloses também pode ser removida ou degradada
(Harmsen et al., 2010).

No conjunto dos pré-tratamentos quimicos, o pré-tratamento organossolve (utilizacao
de solventes organicos recuperaveis pare deslignificacdo) pode fornecer produtos com elevado
valor agregado, ainda que seja um processo mais caro que 0s processos mais conhecidos. Desde
a década de 70, a polpacéo do processo organossolve tem atraido interesse como processo para
extrair a lignina de biomassas lignocelul6sicas, pois ndo apresenta problemas como poluicéo
de ar e 4gua quando comparado com os processos Kraft e sulfito. As principais vantagens desse
pré-tratamento s&o a recuperagéo de solventes organicos por destilacdo e a recuperacgao quimica

da lignina como um material s6lido, isento de enxofre (Zhao et al., 2009).

Por outro lado, durante o processo de lavagem da fragcdo sdlida pode-se observar a

ocorréncia de reprecipitacdo da lignina dissolvida, o que cria a necessidade de um melhor
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planejamento quanto a escolha do tipo de solvente a ser usado na lavagem. Além disso, 0s
solventes organicos sdo conhecidos por possuirem elevado custo, 0 que cria a demanda de
inclusdo de operagdes unitarias de recuperacdo dos mesmos, além de aumento no consumo de
energia durante o processo. Portanto, este pré-tratamento ainda é considerado caro para ser
amplamente aplicado a biomassas lignocelulésicas (Zhao et al., 2009).

Os pré-tratamentos alcalinos consistem em utilizar o meio alcalino para romper a
estrutura da lignina e a ligacdo entre lignina e outras fragdes de carboidrato da biomassa. Neste
tipo de pré-tratamento, grupos acetilas e outras substituicdes de &cido urdnico e feralico nas
hemiceluloses que reduzem a acessibilidade das enzimas hidroliticas a celulose sdo removidas
(Agbor et al., 2011). A principal desvantagem do método € a necessidade de lavagem e/ou
neutralizacdo da suspensdo gerada ap0s o pré-tratamento, pois sabe-se que a realizacdo da
mesma pode evitar a inibi¢do nas etapas posteriores. Além dos problemas no processo, pode-se
citar a eminente preocupacdo com a destinacdo das correntes residuais liquidas geradas pelo

processo (Wan et al., 2011).

De maneira similar aos tratamentos alcalinos, os pré-tratamentos acidos consistem em
utilizar meio com pH acido para alterar a estrutura da biomassa. Durante o pré-tratamento acido
ird ocorrer a solubilizacdo da fracdo hemiceluldsica da biomassa, aumentando a acessibilidade
das enzimas a fracédo solida gerada, a qual torna-se rica em celulose e lignina, também chamada
de celulignina (Alvira et al., 2010). A principal limitacdo desse método se deve ao uso de acidos
minerais concentrados que podem ser toxicos, perigosos, ocasionarem grande geracdo de
inibidores e causarem corrosdo, 0 que torna necessario o uso de reatores construidos em agos
especiais resistentes ao ataque quimico desses acidos. Portanto, essas limitagcdes acarretam em

um aumento do custo de implementacdo do processo.

De forma a minimizar tais problemas, tem-se estudado o uso de acidos minerais
diluidos, resultando em condi¢Ges menos severas e com menor geracdo de inibidores e corrosdo
de reatores e equipamentos (Singh et al., 2015). Outra desvantagem do método é que, assim
como no tratamento alcalino, faz-se necesséria a adicdo de uma etapa de neutralizacdo e/ou

recuperacdo quimica do acido utilizado (Kumari e Singh, 2018).

Entre os pré-tratamentos fisico-quimicos, destacam-se o0s tratamentos por micro-ondas,
ultrassom e os térmicos, como explosdo a vapor e a auto-hidrolise, dois exemplos de pré-
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tratamento térmico (Alvira et al., 2010). O processo de pré-tratamento da biomassa por
irradiacdo por micro-ondas altera a estrutura da celulose e degrada ou remove parcialmente as
hemiceluloses e a lignina, aumentando a acessibilidade enzimatica (Kumari e Singh, 2018). O
pré-tratamento por ultrassom utiliza ondas ultrassénicas que criam diferenca de pressdo dentro
de uma solugdo em uma frequéncia além da faixa audivel. As ondas percorrem o liquido
gerando expansao e contracdo de bolhas. O processo produz radicais oxidantes que podem levar

ao ataque quimico da biomassa lignoceluldsica (Bussemaker e Zhang, 2013).

A explosdo a vapor, catalisada ou ndo, consiste em expor a biomassa lignocelulosica
com vapor saturado de elevada pressdo por um curto periodo de tempo e, em seguida,
despressurizar o sistema de forma instantanea, o que faz com que a biomassa sofra uma
descompressao explosiva de dentro para fora pela saida de moléculas de agua. Neste pré-

tratamento as hemiceluloses sdo hidrolisadas em aglcares e a lignina é parcialmente degradada.

A exploséo a vapor € um dos métodos mais utilizados para pré-tratamento de biomassa
lignoceluldsica. Este pré-tratamento possui uma menor demanda por energia dado seu menor
tempo de reagdo e impactos ambientais menos significativos, mas por outro lado, dependendo
da severidade do pré-tratamento, pode gerar degradacdo excessiva das hemiceluloses e/ou
celulose formando compostos que serdo inibidores a etapa de fermentacéo e digestdo anaerdbia
(Sarkar et al., 2012; Zheng et al., 2014). O processo de explosédo a vapor pode ser acelerado
principalmente por amoénia, CO2 ou mesmo por &cidos organicos e minerais diluidos
(Carvalheiro et al., 2008).

Outro processo térmico que se destaca para 0 pré-tratamento de biomassas
lignoceluldsicas € o pré-tratamento hidrotérmico sem injecdo de vapor de agua, também
conhecido como auto-hidrolise ou “pré tratamento com agua quente”, que consiste em aquecer
a biomassa com agua a elevadas temperaturas por um tempo determinado, muitas vezes maior
do que o tempo usado na explosdo a vapor. Durante este processo, a agua penetra na estrutura
da biomassa, hidratando a celulose e hidrolisando as hemiceluloses, além disso é possivel
observar uma pequena remocao de lignina (Ruiz et al., 2012). O pré-tratamento hidrotérmico é
um processo gque vem se destacando devido a ndo utilizacdo de produtos quimicos, como por
exemplo, acidos ou bases, 0 que torna o processo mais ambientalmente correto, além de mais

barato, uma vez que ndo gera custo de recuperacgdo e neutralizacdo destes produtos, além de
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reduzir a formacéo de inibidores e ndo necessitar de reatores especiais (Taherzadeh e Karimi,
2008; Mahmoodi et al., 2018). Desta forma, a auto-hidrélise pode ser considerada uma técnica
interessante para o pré-tratamento da casca de café, motivo pelo qual a proxima secdo sera

dedicada a um maior detalhamento desse método de pré-tratamento.
3.4. Pré-tratamento hidrotérmico (PTH) da biomassa lignocelulésica

O PTH sem injecdo de vapor de &gua consiste em utilizar apenas agua a elevada
temperatura para hidrolisar as hemiceluloses da biomassa lignocelulésica, 0 que torna esse
método de pré-tratamento promissor em relacdo aos que usam produtos quimicos, além de
produzir hidrolisados com menor quantidade de inibidores (Zheng et al., 2014b). Neste
processo, a agua a elevada temperatura atua como solvente e reagente. Em elevadas
temperaturas, a auto-ionizacéo da agua gera ions hidrénio (HsO") que sdo capazes de promover
uma hidrdlise acida inicial nos grupos acetila das hemiceluloses, gerando como produto o acido
acético, responsavel por diminuir o pH do meio e aumentar a velocidade das reacGes de
hidrolise acida, tornando o processo auto catalitico, isto €, sem adi¢cdo de acido organico ou
mineral. No entanto, a eficiéncia desse pré-tratamento também esté diretamente relacionada ao
teor de grupos acetila nas hemiceluloses da biomassa em questdo, uma vez que esses grupos
serdo 0s principais responsaveis pelo abaixamento de pH do meio reacional, participando
diretamente nas reagGes de hidrolise das hemiceluloses. O PTH provoca um aumento na
porosidade e na area superficial da biomassa, 0 que permite uma maior penetragcdo das enzimas
hidroliticas e um aumento da acessibilidade da celulose, reduzindo também a sua associa¢do
com a lignina (Taherzadeh e Karimi, 2008; Cybulska et al., 2010).

Baéta (2016) descreve em seu trabalho, de acordo com o proposto por Liu (2010), as
etapas que ocorrem durante este tipo de pré-tratamento. De acordo com os autores, em elevada
temperatura a constante de acidez da agua aumenta, produzindo o ion hidrénio HsO" que ira
atuar como um catalisador, proporcionando que a hidrolise das ligacdes glicosidicas ocorra e,
consequentemente, levando a despolimerizacdo das hemiceluloses. Quando ocorre a elevacgéo
da temperatura no meio, os oligdbmeros sdo mais facilmente difundidos para a fase liquida, o
gue aumenta o rompimento das ligacGes glicosidicas, pois essa reacdo ocorre em fase
homogénea, ao contrario da hidrdlise das hemiceluloses dentro da matriz lignocelulésica. O

rompimento de ligagdes de grupos substituintes das hemiceluloses como O-acetil e acido
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urénico ird gerar no meio reacional 4cidos organicos que irdo promover uma maior taxa de
hidrolise das hemiceluloses, além de solubilizar xilo-oligossacarideos (XOS) e acucares
monoméricos. Segundo RUIZ et al. (2017) apos a clivagem das ligacdes glicosidicas, sao
gerados no sistema pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), que
podem ser degradadas em FF e HMF, respectivamente, por rea¢des de desidratagéo.

O PTH ¢é mais facilmente entendido quando separado em etapas. Inicialmente ocorre a
formacdo dos ions hidrénios, os quais irdo migrar do seio da solugdo para a superficie da
biomassa so6lida. Em seguida, irdo ocorrer na superficie da biomassa as reagdes entre o ion Hz;O"
e xilanas, e entdo os XOS sollveis no meio reacional irdo difundir de dentro da célula vegetal
e consequentemente migrar para o seio da solucdo aquosa na forma soltvel. De acordo com
Fernandez-Cegri et al. (2012) a desvantagem significativa deste pré-tratamento é a formacao
de furanos (FF e HMF) em elevadas temperaturas, que sdo indesejaveis, uma vez que derivam
dos agUcares fermentesciveis, 0 que representa uma perda dos compostos de interesse, além de

serem considerados inibidores para bactérias e leveduras.

Desta forma, as condi¢des 6timas de operacdo do processo devem ser determinadas para
cada biomassa de maneira a reduzir a formacdo destes compostos inibitérios e favorecer a
preservacdo dos acucares fermentesciveis. Ruiz et al., (2017) relatam que os métodos
hidrotermais, ttém como finalidade modificar a biomassa de acordo com o objetivo proposto a
um baixo custo. Para isso, entretanto, devem ser levados em consideragdo 0s custos com gasto
de agua no processo. Desta forma, a RLS a ser utilizada no pré-tratamento também deve ser
otimizada, visando minimizar os custos com agua, mas permitindo que as reagdes de hidrolise

ocorram e 0s produtos sejam solubilizados no meio reacional.

Perez et al. (2007) avaliaram as variaveis do pré-tratamento hidrotérmico da palha de
trigo. Os autores descreveram que a temperatura e tempo apresentaram efeito diretamente
significativo nas quantidades de xilanas e acetila presentes na fracdo sélida remanescente apds
0 processo, 0s quais diminuem significativamente com o aumento destas variaveis, afetando a
acessibilidade enzimética da biomassa pré-tratada. As temperaturas comumente utilizadas em
processos hidrotérmicos quando se deseja uma degradacdo seletiva das hemiceluloses estdo

entre a faixa de 150°C e 230°C, uma vez que praticamente nenhuma reacdo hidrolitica é
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observada em temperaturas inferiores a 100°C, assim como o fato de temperaturas acima de

200°C proporcionarem uma maior degradacéo da celulose (Garrote et al., 1999).

Aléem da solubilizacdo das hemiceluloses durante o PTH, a lignina também sofre
alteracGes quimicas em sua estrutura. Durante o PTH, a lignina é despolimerizada por meio de
hidrélise acida das ligagdes do tipo a- e B-alquil-aril-éter, 0o que leva a um aumento na
quantidade de grupos hidroxila fendlicos. Essa despolimerizacdo da lignina também leva a
geracdo de fragmentos de baixa massa molar, os quais sdo sollveis no meio reacional, enquanto
aqueles fragmentos de lignina de massa molar mais elevada podem ser repolimerizados ou
mesmo precipitados na superficie das fibras do material lignocelulésico, ficando na forma de

gotas (droplets) de lignina (Cybulska et al., 2010).

Portanto, a lignina residual na fracdo sélida ap6s o pré-tratamento apresenta diferencas
estruturais consideraveis em comparacdo aquela da fracdo original. Porém, essa lignina
guimicamente modificada apresentam uma menor suscetibilidade a reacdes posteriores devido
a formacéo de ligagdes intercruzadas do tipo carbono-carbono durante o PTH, sendo necessario
meios de reacdo oxidativos para promover uma deslignificacéo efetiva da biomassa pré-tratada.
No entanto, parte dessa lignina quimicamente modificada ainda pode ser extraida por meio de
lavagem com solucédo alcalina ou mesmo com solventes organicos (Garrote et al., 1999), como,
por exemplo, demonstrado por Lima (2018) em seu trabalho, em que utilizando uma solucéo
de NaOH 0,1 M em uma razao liquido sélido igual a 10 ml por grama de bagaco em base seca

aumentou a deslignificagdo em 9% do bagacgo de cana pré tratado por 0zonizag&o.

Os hidrolisados gerados a partir do PTH contém, além das hemiceluloses hidrolisadas,
diferentes tipos de compostos fenoélicos derivados da despolimerizacdo da lignina e clivagem
de ligagOes lignina-hemiceluloses, sendo que a concentracdo e o tipo destes compostos
dependem da severidade do tratamento e da biomassa tratada. Entre os principais compostos
fendlicos identificados nos hidrolisados encontram-se os alcoois, aldeidos, cetonas e acidos

benzoicos e ferdlicos (Ruiz et al., 2017).

No PTH, a fracdo sélida resultante ird conter um maior teor de celulose, a qual estara

mais facilmente acessivel ao ataque enzimatico, podendo ser convertida em hexose (glicose) e,
entdo, levada a fermentacéo, visando a producdo de etanol de segunda geracgdo (2G). Por outro
lado, o hidrolisado hemiceluldsico é rico em pentoses, as quais podem ser fermentadas a etanol,
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requerendo no entanto, organismos geneticamente modificados ou indigenous species
tolerantes a uma maior concentracdo de etanol no meio para que a etapa de destilacdo seja viavel
economicamente (Fernandes e Murray, 2010). Desta forma, alguns autores, como Baéta et al.
(2016), apontam como alternativa para aproveitar todas as fracGes geradas no pré-tratamento,
dentro do contexto da biorrefinaria, a producdo de biometano a partir da fragdo liquida rica em

pentoses via digestdo anaerdbia (DA).

Por meio dos dados apresentados na Tabela 3 € possivel observar que as varidveis do
PTH sem injecdo de vapor (auto-hidrolise) sdo fatores importantes que podem variar para cada
tipo de biomassa e objetivo proposto. As variaveis do PTH sdo temperatura (faixa encontrada
de 140°C a 210°C), tempo (5 a 90 min) e razdo liquido sélido (4 a 20 mL g). Tais variaveis
irdo afetar diretamente a viabilidade energética do processo, tonando-se entdo de extrema
importancia a otimizacdo das mesmas para cada situacao especifica. Além disso, a temperatura
é um fator importante quando se trata de gera¢do de compostos téxicos como FF e HMF no
hirolisado hemicelul6sico, o que pode afetar o rendimento da DA. A RLS, por sua vez, afetara
a concentracdo de acido acetico no meio, o que influenciara diretamente no PTH do meio
reacional e consequentemente na capacidade de solubilizacdo das hemiceluloses presentes na

biomassa lignocelulésica.

A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos que utilizaram o PTH como técnica de pré-
tratamento para fracionamento de diferentes biomassas lignocelul6sicas. E possivel observar
que esta técnica € bastante utilizada como forma de extrair as hemiceluloses da fracdo sélida,
deixando a fracdo solida rica em celulose visando a fermentagdo a etanol. Algumas pesquisas
tém buscado obter produtos de valor agregado, como os XOS por meio do hidrolisado
hemicelulésico obtido ap6s o pré-tratamento. Porém, poucos trabalhos buscaram aproveitar em
sua totalidade as fragcGes geradas ap6s o PTH da biomassa lignocelul6sica. Nao foram

encontrados estudos que avaliassem o uso do PTH para valorizacdo da casca de café.
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Tabela 3: Trabalhos que utilizaram o pré-tratamento hidrotérmico sem injec&o de vapor de
agua para fracionamento da biomassa lignocelulésica.

Biomassa Objetivo Variaveis Referéncia
. 150°C a 170°C; 30 e
Capim-Bermuda Etanol 60 min: 6 mL g™ (Lee et al., 2009)
Podas de Oliveira Etanol 200°C;4a20mL g!  (Garciaetal., 2010)
Produtos
. derivadosde —oror 5 o05°C: 30min (Romani etal.
Eucalipto hemiceluloses e e8mL g 2011)
fracio solida g
para biotanol
Xilo- 140°C a 200°C; 10 a .
Bamboo oligossacarideos 120 min; 10 mL g* (Xiao etal., 2013)
Bagago de cana, Melhorar

palha de arroz, digestibilidade
palha de milhoe  da fracédo solida
cacho de palmeira  para produgéo
vazio de etanol
Otimizacéo do
pré-tratamento

160°C a2-0°C;5a (Imman et al.,
20 min; 10 mL g* 2013)

Palha de cana de 170°C a 210°C;5a

acdcar V|san~do 15 min: 6,6 a 10 mL g* (Santos et al., 2014)
producéo de
etanol
Madeira de Acetona, butanol 180°C; 60 min; (Amiri e Karimi,
pinheiro e etanol 10 mL gt 2015)
Bagaco de Cana fernégrl:tz as::eif/eis 180°C_e 190°C; 10e (Aparecida et al.,
2 etanol 20 min; 10 mL g* 2015)

160°C a 185°C; 15a

35 min;3a6mLg?

180°C a 200°C; 10 a
90 min; 8 mL g*

Bagaco de Agave Etanol 140°C a 200°C; 15 min

Bagaco de Cana  Etanol e biogés (Baéta et al., 2016)

Podas de videira Etanol (Jesus et al., 2017)

(Rios-gonzalez et
al., 2017)

Com base no fracionamento que ocorre na biomassa lignoceluldsica durante o PTH, isto
é, separacdo da fragdo de hemiceluloses da fracdo de celulignina e, visando melhorar o
aproveitamento de todas as correntes do processo, as se¢@es a seguir buscam apresentar uma
contextualizacdo acerca da producdo de etanol a partir da celulignina e da DA como forma de
aproveitar o hidrolisado hemiceluldsico para producdo de biogas e melhorar consequentemente

0 balanco de energia do processo.
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3.5. Producéo de etanol de segunda geracdo a partir da biomassa lignocelulésica

Uma alternativa ao uso de recursos fdsseis para producdo de energia e produtos
quimicos tem sido a utilizacdo de biomassa lignocelulésica. Os combustiveis baseados em
biomassa sdo chamados de biocombustiveis, sendo eles de primeira (1G) ou segunda geracao
(2G). Os de primeira geracdo sdo aqueles produzidos a partir de sacarose, amido ou 6leo, por
meio de tecnologias convencionais com matérias-primas como, por exemplo, a cana-de-acgucar,

a beterraba, o milho, dentre outras (Cherubini e Jungmeier, 2010).

Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo aqueles produzidos de culturas nédo
alimentares como os residuos lignocelul6sicos provenientes da agricultura e silvicultura. Ao
contrario dos combustiveis de primeira geragcdo que utilizam apenas uma pequena fracdo da
biomassa, os biocombustiveis de segunda geracdo podem utilizar estas biomassas em sua
totalidade para producdo de energia. Os biocombustiveis 2G apresentam como principal
vantagem em relacdo aos 1G a ndo competicdo direta com a producéo de alimentos (Cherubini,
2010). Por outro lado, a estrutura complexa da matéria lignoceluldsica ainda limita a producao
de bioetanol 2G. Conforme apresentado, a etapa de pré-tratamento tem como objetivo fracionar

essa matéria-prima, tornando a celulose mais disponivel.

ApOs a etapa de pré-tratamento, € necessaria a etapa de hidrolise enzimética da fracéo
de celulose, convertendo-a em acucares fermentesciveis, para que seja possivel realizar a
fermentagcdo. O complexo enzimatico normalmente utilizado para a hidrélise da celulose é
conhecido como celulases, que consiste em uma mistura de endoglicanases, exoglicanases ou

celobiohidrolases e B-glicosidases (Sun e Cheng, 2002).

Cada enzima do complexo enzimatico das celulases tem uma funcéo na hidrdlise da
celulose. As endoglicanases irdo atuar na fracao solida, realizando uma clivagem das ligacGes
glicosidicas internas da fibra de celulose da biomassa lignocelulésica, reduzindo o grau de
polimerizacéo da fibra deixando-a mais exposta. As exoglicanases atuam na regido externa da
fibra de celulose, hidrolisando as terminacGes redutoras. Estas enzimas sdo responsaveis pela
ruptura fisica da fibra de celulose da biomassa, liberando dimeros de celobiose. Por dltimo, as
B-glicosidases atuam sobre a biomassa, liberando glicose a partir dos dimeros de celobiose (Sun
e Cheng, 2002; Araljo et al., 2013). A Figura 7 representa esquematicamente a acdo do
complexo de celulases sobre a celulose.
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Figura 7: Representacdo esquematica da acao catalitica das celulases sobre a celulose. Fonte:
Ogeda (2011).
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A hidrélise enzimatica deve ser otimizada de forma a apresentar o maior rendimento de
conversdo a glicose possivel. Diversos fatores influenciam nessa conversdo, como as
caracteristicas da biomassa lignocelulosica, tipo de pré-tratamento utilizado, presenca de
estruturas inibidoras, concentracdo de solidos no meio, tempo de hidrdlise, agitacao,
temperatura e PTH (Rabelo, 2010).

Mussatto et al., (2008) mostraram em seus estudos para residuos de cervejaria que
guanto menor o teor de hemiceluloses e lignina presentes na biomassa lignocelulésica, melhor
serd a eficiéncia da hidrdlise enzimatica, uma vez que estes componentes podem adsorver as
celulases, reduzindo a atividade enziméatica no meio. Em alguns casos a fracdo solida pré-
tratada por processo térmico pode conter fragmentos de lignina que se repolimerizam na

superficie da fibra, o que dificulta a acdo das enzimas (Baéta, 2016).

Como forma de reduzir os impactos causados pela presencga de fragmentos de lignina
insoluveis na fragdo solida a ser usada na hidrolise enzimatica, alguns autores tém estudado a
insercdo de uma etapa de extracdo alcalina entre o pré-tratamento e a hidrélise enzimética. A
lavagem da biomassa com uma solucéo aquosa de NaOH diluida desprotona os grupos hidroxila
fendlicos dos fragmentos de lignina, tornando-os sollveis em solucdo aquosa, aumentando
assim a porosidade da fragdo solida, por meio da remoc¢édo de lignina, permitindo assim um

maior acesso das enzimas a fracdo de celulose da biomassa e diminuindo a adsorcao
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improdutiva das celulases na lignina (Yamashita et al., 2010; Castro et al., 2013; Keshav et al.,
2016).

Apos a etapa de hidrolise enzimatica, o licor contendo glicose oriunda da celulose €
convertido em um fermentador contendo leveduras para producdo de etanol, sendo esse
processo conhecido como sacarificagdo seguida de fermentagao (SHF). O processo de producéo
de etanol pode ainda ser realizado usando diretamente a fracdo solida do pré-tratamento em um
processo conhecido como sacarificacdo simultanea a fermentacdo (SSF), em que as enzimas e
leveduras trabalham em conjunto em um mesmo reator. A SHF é mais indicada, uma vez que
na maioria dos casos as faixas de condig¢des de trabalho 6timas das leveduras diferem das faixas
consideradas ideais para as enzimas hidroliticas usadas na etapa de hidrdlise enzimatica durante

a SSF, o que dificulta o desempenho do processo.

Uma vantagem da SSF em comparacdo com a SHF é que a inibicdo por produto que
ocorre na SHF ndo ocorre na SSF, uma vez que os agucares gerados no meio sao imediatamente
consumidos pelos microrganismos. Ambas as alternativas podem ser operadas em batelada e/ou
continuo, sendo que o processo mais adequado dependera das propriedades cinéticas dos
microrganismos utilizados, caracteristicas da biomassa, assim como os aspectos econdémicos do
processo. E importante destacar que o processo de fermentacdo a etanol ira variar
significativamente de acordo com cada tipo de biomassa lignocelul6sica, concentracdo de
acucares, presenca e tipo de inibidores e classe de microrganismos utilizados (Zabed et al.,
2016).

3.6. Producéo de biogas a partir da biomassa lignocelulésica

A digestdo anaerobia (DA) € um processo bioldgico de degradacéo e estabilizacdo da
matéria organica na auséncia de oxigénio. O processo € realizado por um conjunto de
microrganismos e possui como um dos seus produtos o biogas (principalmente metano e
dioxido de carbono). A DA tem sido um método muito utilizado como tratamento para reducao
de poluicéo agricola e industrial e amplamente utilizada para o tratamento de efluentes e aguas
residuarias, além de ser uma op¢do que tem como vantagem a recuperacao de energia, haja vista
a capacidade de producéo de biogas com elevados teores de CHa, substancia com um bom poder
calorifico, a qual pode ser usada como combustivel alternativo aos combustiveis fosseis (Chen
et al., 2008; Ge et al., 2016).
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A DA da matéria organica é um processo complexo que ocorre basicamente em quatro
etapas: hidrdlise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Para que a DA ocorra sdo
necessarias condi¢cdes anaerobias estritas, além da atividade coordenada de uma associacéo
microbiana (Appels et al. 2008), sendo que, para substratos de estrutura complexa, como 0s
lignoceluldsicos, normalmente a etapa de hidrélise € a etapa limitante da velocidade da DA
(Val Del Rio et al., 2014). Em fungdo desta limitacdo, a cinética do processo de DA usando
substratos lignoceluldsicos sem pré-tratamento pode ser comprometida em funcdo da
complexidade do mesmo. Na Figura 8 sdo apresentadas de forma esquematica as etapas da DA

quando se utiliza como substrato os residuos lignoceluldsicos.

ApoOs o pré-tratamento da biomassa, a matéria organica estd mais disponivel na forma
de monossacarideos, &cidos organicos, oligbmeros e outros compostos de mais facil
degradacdo. A primeira etapa da DA € a hidrélise, na qual os compostos organicos mais
complexos como polissacarideos na forma de oligbmeros, proteinas e lipideos que possam estar
presentes sdo hidrolisados em substancias organicas mais solUveis. Esta etapa é de extrema
importancia, uma vez que as bactérias metanogénicas e acidogénicas ndo sdo capazes de

degradar diretamente estes compostos (Gujer e Zehnder, 1983).

O segundo passo da DA é a acidogénese. Nesta etapa, 0s componentes gerados na etapa
de hidrdlise sdo convertidos em acidos graxos volateis (AGVSs), alcoois, e outros subprodutos,
como NHs, CO2 e H,S, por bactérias acidogénicas e sulfato redutoras. E importante destacar
que essa etapa pode ocorrer simultaneamente a etapa de hidrélise, uma vez que 0s compostos
mais simples, que ja foram hidrolisados, sdo utilizados como substratos na etapa acidogénica,
enguanto as cadeias organicas mais complexas ainda estdo passando pela etapa de hidrolise
(Monlau et al., 2013; Zheng et al., 2014b).

Durante a acetogénese, 0s acidos organicos produzidos durante a acidogénese sdo
convertidos em &cido acético, CO2 e Hz por bactérias acetogénicas. Tal conversdo € diretamente
controlada pela presséo parcial de H> no meio. Na etapa final da DA ocorre a metanogénese,
que é a etapa onde ocorre a producdo de CHa. Essa producéo se dara por dois grupos diferentes
de arqueas metanogeénicas, o primeiro que converte o acetato em didxido de carbono e metano

(arqueas metanogénica acetoclasticas) e o segundo grupo, que utilizara hidrogénio como doador
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de elétrons e dioxido de carbono como receptor para gerar CHs (arqueas metanogénicas

hidrogenotréficas) (Appels et al., 2008).

E importante destacar que a DA pode ser classificada com base no teor de solidos totais
(ST) do processo em DA em estado sélido, DA-S (ST > 15%), DA em estado semi-sélido, DA-
SS (10 < ST < 15%) e DA em estado liquido, DA-L (ST <10%) (GE et al., 2016). Para residuos
com grande teor de umidade como, por exemplo, efluentes de tratamento de esgoto € indicada
a DA-L, enquanto que para residuos como podas de jardins, residuos sélidos urbanos e
biomassa lignocelulésica, com elevado contetdo de sélidos totais, € mais adequado a DA-S ou
DA-SS.

A DA-S e a DA-SS quando comparadas com a DA-L podem necessitar de um tempo
maior de digestdo, além de possuir maior tendéncia de acumular inibidores como &cidos graxos
volatéis (AGV’s), por outro lado, podem ser aplicadas maiores cargas volumétricas nos reatores
(Xu e Li, 2012) . As tecnologias sélidas e semissolidas tém se tornado interessantes devido as
menores quantidades de agua adicionada ao processo, que é substancialmente reduzida e,
consequentemente o tamanho necessario dos digestores também é menor quando comparado
aos processos com baixas concentrac@es de solidos totais (ST<10%) (Abbassi-guendouz et al.,
2012).
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Figura 8: Esquema do processo de digestao anaerdbia para biomassas lignocelulosicas.
Fonte: adaptado de BAETA (2016).
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Como uma forma de melhorar a cinética do processo de DA de biomassas
lignocelulosicas, bem como a biodegradabilidade das mesmas, alguns estudos vém utilizando
0 PTH como forma de melhorar a producéo de biogés. Chandra et al. (2012) utilizou PTH na
casca de arroz e obteve um aumento de 225,6% na producgdo de biogas e 222,0% na producéo
de metano em relacdo a palha néo tratada.

Como forma de melhorar o balanco de energia do processo e aproveitar todas as
correntes geradas apds o pré-tratamento da biomassa visando producdo de etanol 2G com a
fracdo solida, alguns autores tém estudado a viabilidade de producéo de biogas (metano) a partir
da DA-L do hidrolisado hemicelulésico rico em pentoses. Como mencionado anteriormente,
Baéta et al. (2016) avaliaram a producdo de CHs para hidrolisados de bagago de cana pré-
tratados por PTH em diferentes condicdes, chegando a producdo de 156,0 NLCH4 kgTOC™?
para a melhor condicéo, mostrando a viabilidade de se utilizar esse hidrolisado rico em matéria
orgénica para recuperacdo de energia. J& Santos et al. (2018) observaram a producdo de
91,07 NLCH, kgDQO quando o hidrolisado gerado apds o tratamento oxidativo das cascas de

café foi usado como substrato.

Tais trabalhos mostraram que a DA de hidrolisados gerados ap06s pré-tratamentos de
biomassas lignoceluldsicas é uma forma viavel de valorizar a fracdo de pentoses presentes na
biomassa. Entretanto, ainda existem fatores que devem ser avaliados, como por exemplo, a
concentracdo de possiveis inibidores durante a DA dos hidrolisados e formas de diminuir essa
inibicdo e aumentar o rendimento de produgdo de metano, como por exemplo adi¢éo de carvédo
ativado, digestdo anaerdbia em duas fases, fase acidogénica separada da fase metanogénica,

dentre outras.
3.7. Consideracdes finais a respeito da revisao e justificativa do projeto

Com base no apresentado na revisdo de literatura, ficou evidenciada a grande geracéo
de cascas de café, um subproduto da cadeia produtiva do café no Brasil. Devido a lideranca do
pais na producgdo e beneficiamento mundial do fruto, este agro residuo apresenta um grande

potencial energético a ser explorado.

Por outro lado, as consequéncias ambientais do uso descontrolado de combustiveis

fosseis tornam-se necessaria a busca por novas fontes de energia, que sejam renovaveis e
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ambientalmente mais corretas. Uma destas fontes de energia é o bioetanol de segunda geracao
e 0 biogas, os quais podem ser produzidos a partir de biomassa lignocelulésica. Como
apresentado, diversos estudos foram desenvolvidos tentando valorizar os residuos gerados
durante o processamento do café, porém ainda ndo foram desenvolvidas pesquisas que

permitam aproveitar esta biomassa em todo o seu potencial.

Com isso, o residuo gerado durante o processamento por via seca do café pode ser uma
matéria-prima alternativa para a producdo de biocombustiveis. Portanto, a valorizacdo das
correntes residuais geradas durante o processamento do café pode atrair olhares para que, uma
biorrefinaria do café seja viabilizada, aumentando a lucratividade do setor e melhorando varios

aspectos ambientais ligados a esta atividade agricola.

Desta forma estdo sendo estudadas técnicas de pré-tratamento capazes de serem
aplicadas a casca de café como forma de fraciona-la e deixar os aglcares fermentesciveis mais
disponiveis para serem usados em processos biotecnologicos. Como o PTH tem se destacado
como um pré-tratamento de baixo custo, simples e eficiente para biomassas lignocelul6sicas,
decidiu-se estudar esta técnica para o residuo em questdo, uma vez que no melhor do nosso
conhecimento ndo foram encontrados na literatura a utilizacdo do PTH da casca de café visando

a sua valorizacao energética com a producao de biogéas e etanol celulésico.

Além disso, ainda existe campo para se avangar no conhecimento nessa area por meio
da geracdo de resultados inéditos, justificando a execucdo deste trabalho de dissertagdo. A
producdo de etanol a partir da fragcdo sélida rica em celulose foi avaliada em conjunto com a
possibilidade de producéo de biogas a partir da fracdo solida, mistura das fracGes solidas e
liquidas e somente a fracdo liquida geradas ap0s o pré-tratamento hidrotérmico. Com 0s
resultados observados sera possivel refletir sobre qual a melhor rota de producdo a ser seguida,
produzir somente biogas a partir da biomassa pré-tratada ou separar as fases sélidas e liquidas

e produzir etanol celulésico a partir da fracdo sélida e biogéas a partir da fracao liquida.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.2. Obtencéo e preparo da casca de café

A casca de café utilizada durante o desenvolvimento do trabalho foi gentilmente cedida
pela Fazenda Jangada, localizada no distrito de Criminoso, ho municipio de Lavras (Minas
Gerais, Brasil), e pertence a safra de 2015/2016. As cascas foram previamente secas sob luz solar
até atingirem uma umidade inferior a 10% e, em seguida, armazenadas ao abrigo de luz em sacos

plasticos fechados em ambiente seco.
4.3, Caracterizacgao da casca de café
43.1. Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade das amostras foi determinado em balanca termogravimétrica da marca
OHAUS, modelo MB200 instalada no Laboratério de Quimica Tecnoldgica e Ambiental
(LQTA) da UFOP. Para determinacdo da umidade foi pesado aproximadamente 1,0 g de amostra.
A balanca foi programada para atingir a temperatura de 110°C e manteve-se nessa temperatura
até que ndo houvesse uma variacao significativa na medida de umidade da amostra. O teor de

umidade foi determinado em triplicata e os célculos realizados a partir da Eq. (1).

U /(%) Eq. (1)
- (M) x 100
m;

Na qual, U (%) é o teor de umidade da biomassa em porcentagem, m; € a massa inicial e

ms € a massa final.
43.2. Determinac&o do teor de extrativos

A determinacdo do teor de extrativos ocorreu apenas para a casca de café bruta. Para a
determinacéo do teor de extrativos presentes na casca de café foram utilizados 15 g de biomassa
em base seca. A extragdo ocorreu com base na norma TAPPI T204 om 97 modificada,

substituindo o benzeno por cicloexano e foi realizada em triplicata.

34



As cascas de café foram previamente moidas (40-60 mesh - 0,420 a 0,250 mm) em
moinho de facas e, entdo, adicionadas em um cartucho para extracdo, feito com papel filtro, o
qual foi inserido em um extrator tipo Soxhlet. Para realizacdo da extracdo foram preparados, para
cada grama de casca de café em base seca, 25 mL de mistura de cicloexano e etanol absoluto na
proporcdo 1:1, v v, e esta mistura foi adicionada em um baldo de fundo redondo de 1 L, o qual
foi colocado em uma manta aquecedora. Em seguida, o sistema extrator tipo Soxhlet foi montado

e iniciou-se a extracdo por um periodo de 48 h.

Apos as 48 h a biomassa foi lavada com agua destilada e, em seguida, levada para estufa
de circulagdo (Solab,- SL-102/27) a 80°C por 48 h para retirar o excesso de umidade. Em
seguida, a amostra foi pesada. Apos a etapa de secagem, 1,0 g da biomassa foi utilizada para
calcular o teor de umidade da amostra. O teor de extrativos, em base seca, foi calculado de acordo

com a Eq. (2).

Mipsy — M
Teor de Extrativos/% = < 1) ﬂbs)) x 100 Eq. (2)
Mi(bs)

Na qual, mips) & a massa inicial em base seca e msps) € a massa final em base seca.
4.33. Determinacao do teor de inorganicos

O teor de inorganicos (cinzas) foi determinado de acordo com a norma TAPPI T211 om-
02. Para determinar o teor de cinzas foi utilizada a biomassa livre de extrativos. Inicialmente,
realizou-se a calcinagdo dos cadinhos em mufla a 550°C por 2 h. Em seguida, os cadinhos foram
retirados da mufla e transferidos para um dessecador até resfriarem a temperatura ambiente para

sua posterior pesagem.

Posteriormente, pesou-se aproximadamente 1,0 g da amostra (em triplicata). Em seguida,
os cadinhos foram levados a mufla a qual foi aquecida a uma taxa de 2°C min* até atingir a
temperatura de 525°C, permanecendo na mesma por um periodo 4 h. A baixa taxa de
aquecimento aplicada é responsavel por garantir uma carbonizacdo lenta da amostra sem que
haja surgimento de chama e perda de massa por geracdo de fuligem. ApOs esta etapa, 0
procedimento de resfriamento dos cadinhos em dessecador foi repetido, e em seguida, 0s mesmos
foram pesados. O procedimento foi realizado em triplicata. O calculo do teor de inorganicos foi
feito de acordo com a Eq. (3).
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Teor de Inorganicos/% = (Tn—f ) x100 Eqg. (3)

Na qual, m; é a massa inicial de biomassa antes da carbonizacdo e mr a massa final.
434, Determinacao do teor de lignina soltvel e insoltvel

Para determinacdo dos teores de lignina soltvel e insollvel presentes na casca de café foi
utilizado o método Klason, de acordo com a norma TAPPI T222 om-2 modificada, como descrito
a seguir. O método foi realizado em triplicata para a casca de café bruta livre de extrativos.

Inicialmente, pesou-se cercade 0,713 g, em base seca, de casca de café livre de extrativos,
previamente moida (40-60 mesh). Em seguida, a biomassa foi transferida para tubos
autoclavaveis de 450 mL. Inicialmente, para a etapa de condensacdo foi adicionado ao tubo
contendo a biomassa, 10,7 mL de &cido sulfdrico 72% (m m™) e os tubos foram deixados sob
agitacdo magnética por 2h. Ap6s o término desta fase, iniciou-se a fase de hidrolise
interrompendo a agitacdo e adicionando 400 mL de agua destilada nos tubos autoclavaveis,
diluindo o 4cido sulfirico para uma concentragdo igual a 3% (m v't). Sequidamente, transferiu-
se 0s tubos para autoclave previamente aquecida. Quando a autoclave atingiu uma temperatura

de 120°C e pressao de 1 atm, foi marcado o tempo de 1 h.

Apds o periodo de 1 h, a autoclave foi despressurizada lentamente. Finalizada a etapa de
hidrolise, os frascos foram retirados da autoclave e colocados em um béquer de 5 L com agua
para resfriamento parcial e, em seguida, levados para filtracdo a quente. A filtracéo foi realizada
utilizando-se uma bomba de hidrovacuo, um kitassato e cadinhos filtrantes de placa sinterizada
(tipo ASTM 10-15M) previamente calcinados a 550°C por 2 h e pesados. Os materiais retidos
nos cadinhos foram lavados com aproximadamente 50 mL de agua destilada e levados a estufa
de circulacéo a 80°C por 4 h. Em seguida, transferiu-se os cadinhos para um dessecador onde
foram mantidos até que atingissem a temperatura ambiente para sua pesagem. Apds a pesagem
dos cadinhos, os mesmos foram levados a mufla em uma taxa de aquecimento de 2°C min até
atingir 525°C, permanecendo nesta temperatura por 2 h. Os cadinhos foram enviados para um
dessecador até que atingissem a temperatura ambiente e entdo efetuou-se a pesagem dos mesmos.
Desta forma foi possivel calcular o teor de inorganicos (cinzas), Eq. (4), e entdo corrigir o teor

de lignina insoluvel, Eq. (5).
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Teor de cinzas/ (%) = (M) x 100 Eq. (4)

Mj(bs)

Lignina Insoltvel /(%) = (ﬂ) x 100 Eq. (5)

Mi(bs)

Na qual, Po é 0 peso do cadinho apdés a calcinacgdo, P1 é o peso do cadinho com a amostra
apos a secagem em estufa, P2 é o peso do cadinho com amostra apds calcinagcdo em mufla e migps)

¢ a massa inicial de amostra em bhase seca.

O hidrolisado obtido ap0s a filtragéo foi transferido para um baldo volumétrico de 500 mL
e 0 baldo foi aferido com &gua deionizada. Diluiu-se, entdo, a fragdo liquida 10 vezes, e foram
medidas as absorbancias da solugdo em 280 e 215 nm para determinac¢do da concentragdo de

lignina soluvel, conforme a Eqg. (6).

(4,53xA4215) — Azgo

-1y — Eqg. (6
CL/(g L™ 200 q. (6)
A Eq. (6) foi obtida da resolucdo simultanea das Eq. (7) e (8).
Abs,g, = 0,68Cp + 18C,, Eq. (7)
Abs,;s = 0,15Cp + 70C, Eq. (8)

Na qual, os valores 18 e 70 sdo, respectivamente, as absortividades molares da lignina
solivel em 280 e 215 nm, Absz1s € 0 valor de absorbancia da solugdo em 215 nm, Abszgo € 0
valor de absorbancia da solugdo em 280 nm, Cp € a concentragéo de carboidratos (g L) e C. é

a concentracio de lignina solavel (g L™).

A porcentagem em massa de lignina soltvel presente na biomassa foi calculada usando a
Eq. (9).

37



~  Eq
300 x - Ea()

4,53 x Abs — Abs 1%
Lignina Soltvel /(%) = <( 215) 280)

Na qual, m é a massa, em base seca, utilizada para o teste Klason e V é o volume do baldo

volumétrico.
4.3.1. Determinacéo dos teores de hemiceluloses e celulose

Para determinacdo dos teores de hemiceluloses e celulose foram quantificados os teores
dos compostos presentes na fracdo liquida gerada durante o0 método Klason (se¢do 4.3.4). Os
componentes analisados foram: celobiose, glicose, xilose, arabinose, &cido férmico, acido

acético, 2-furfuraldeido e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido.

Para tal andlise, utilizou-se um cromatdgrafo de fase liquida de alta eficiéncia (CLAE),
da marca Shimadzu, equipado com sistema binario de bombas (modelo LC-30AD Shimadzu),
injetor automatico (modelo SIL-20AC), detector de indice de refracdo (RID-6A Shimadzu),
detector UV-Vis (SPD-10AV Shimadzu), e forno (CTO-10A Shimadzu). A coluna utilizada
como fase estacionaria para analise dos compostos foi o0 modelo Aminex HPX 87H (300 x
7.8 mm BIO-RAD).

Para separacdo dos compostos de interesse foi utilizada como fase mével acido sulfarico
5 mmol Lt em uma vazéo de 0,6 mL min, e o forno da coluna foi mantido a uma temperatura
de 55°C. Os acucares foram identificados e quantificados pelo detector de indice de refracao,
enguanto os acidos organicos e os furfurais foram analisados com auxilio do detector UV-Vis
operado em canal duplo com comprimentos de ondas de 210 nm para determinacao de acidos e

de 274 nm para determinacao de FF e HMF.

ApoOs as analises, as massas de celobiose e glicose foram convertidas em teores
equivalentes de celulose. Ao passo que, as massas de Xilose foram convertidas em xilanas, as
massas de arabinose em arabinanas e a massa de acido acético em grupos acetila. As massas de
HMF e FF foram convertidas em glicanas (celulose) e em xilanas, respectivamente. A conversao
dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses foi feita de acordo com as Eq. (10)
e Eq. (11).
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Celulose /(%)

B {[(0,9scc)+(0,9cc) +(3,52C4) + (1,29CJL,MF)]xV,L,ZDHL,ZS%}>< 100 Eqg. (10)
m;

Hemiceluloses /(%) Eq

_ {[C0886:) + (0,886, + (1375Ce)Ix Viormssor) 1o, (12)

m;

Na qual, Cc é a concentracdo de celobiose, Cg € a concentracdo de glicose, Crwvr € a
concentracdo de HMF, Cacr € a concentracdo de &cido férmico, Cx é a concentracéo de xilose, Ca
é a concentracdo de arabinose, Crr é a concentracdo de FF e Vizo+Hzs0: € 0 Volume total aferido

no baldo volumétrico no teste Klason, conforme descrito anteriormente.
4.3.2. Balanco de massa

O balango de massa para 0s compostos presentes na casca de café foi determinado de

acordo com a Eq. (12).

Balanco de massa/ (%) =L+ H+C+E+1 Eq. (12)

Na qual, L € o teor de lignina, H € o teor de hemiceluloses, C é o teor de celulose, E é o

teor de extrativos e | € o teor de inorganicos.
4.3.3. Area superficial e microscopia eletronica de varredura

Para avaliar a estrutura morfoldgica da casca de café bruta e o efeito do PTH na estrutura
morfoldgica da casca de café pré-tratada, amostras de ambos materiais foram analisadas em um
determinador de area superficial e porosidade e em um microscépio eletrénico de varredura. A
area superficial foi determinada em um analisador de area superficial AutosorblQ (modelo
ASIQ4000-1) utilizando o método de adsor¢do de nitrogénio Brunauer-Emmett-Teller (BET) a
77 K. Antes da analise, as amostras foram previamente secas em estufa de circulacdo de ar e
maceradas. Apos esta etapa, a amostra macerada foi submetida a uma separacdo granulometrica

em um conjunto de peneiras e a fragéo retida entre as peneiras de malha 7 e 14 mesh (2,83 a 1,41
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mm) foram submetidas a um processo de desgaseificagdo a 100°C por 12 h. 200 mg da amostra

desgaseificada foram usadas para analise.

A morfologia da casca de café bruta e pré-tratada foi examinada em um microscopio
eletrénico de varredura (JEOL, modelo JSM-5510) operando com uma tensdo de filamento de
20 KeV e detector de elétrons secundario. Todas as amostras foram previamente secas a 60°C
por 24 h. Para a realizacdo das imagens foi necessario realizar o embutimento das amostras em
resina epdxi. Em seguida, a amostra embutida foi polida e metalizada com carbono grafite em

um revestidor modular de alto vacuo da JEOL (modelo JEE-420) antes da analise.
4.4.Planejamento experimental

Com o objetivo de verificar a influéncia das variaveis independentes do PTH (tempo,
razdo liquido-solido e temperatura) sobre as variaveis respostas do pré-tratamento (remocao de
celulose, hemiceluloses, lignina, teor de agUcares no hidrolisado e teor de inibidores no
hidrolisado), assim como avaliar uma condi¢do 6tima de PTH da casca de café capaz de
maximizar e potencializar a producdo de energia a partir desse residuo, utilizou-se um
planejamento experimental do tipo Box-Behnken, gerando um total de 15 ensaios de PTH, sendo

trés ensaios correspondentes as replicatas do ponto central.

Segundo Ferreira et al. (2007), o planejamento experimental do tipo Box-Behnken (BBD)
pertence a classe de planejamentos rotativos ou semi rotativos de segunda ordem, sendo que para
utilizacdo de trés fatores pode-se considerar um cubo que consiste do ponto central e dos pontos
médios das arestas. O nimero de experimentos (n) requerido para o desenvolvimento do BBD é
definido de acordo com a Eqg. (13), na qual K é o nimero de fatores e Co € 0 nimero de repeticdes

no ponto central.

n=2KK-1)+ C, Eq. (13)

Os autores apontaram que em relacao a outros planejamentos de superficie de resposta, o
BBD tem se mostrado eficiente. Tal eficiéncia pode ser dada pelo nimero de coeficientes no
modelo estimado, dividido pelo nimero de experimentos. Outra vantagem do BBD ¢é que ele ndo
contém combinag0es para as quais todos os fatores estdo ao mesmo tempo nos niveis mais altos

ou mais baixos. Ou seja, pode ser usado quando se pretende evitar realizar experimentos sob
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condicBes extremas, para quais resultados insatisfatérios podem ocorrer, reduzindo o nimero de

experimentos.

O planejamento experimental utilizado é apresentado na Tabela 4, assim como as
variaveis codificadas e os niveis das mesmas. As variaveis foram codificadas de acordo com a
Eq. (14).

% = (X" — X°) Eq. (14)

Na qual, xi € o valor codificado e X é o valor real da variavel independente, Xo € 0 valor

real do ponto central e AX; é o intervalo entre os pontos.

Tabela 4: Planejamento experimental do tipo Box-Behnken para ensaios de pré-
tratamento hidrotémico.

Condicao Temperatura / (°C) Tempo / (min) RLS/(mL g?)

1 120 (-1) 20 (-1) 7,5 (0)
2 200 (+1) 20 (-1) 7,5 (0)
3 120 (-1) 90 (+1) 7,5 (0)
4 200 (+1) 90 (+1) 7,5 (0)
5 120 (-1) 55 (0) 5(-1)
6 200 (+1) 55 (0) 5(-1)
7 120 (-1) 55 (0) 10 (+1)
8 200 (+1) 55 (0) 10 (+1)
9 160 (0) 20 (-1) 5(-1)
10 160 (0) 90 (+1) 5(-1)
11 160 (0) 20 (-1) 10 (+1)
12 160 (0) 90 (+1) 10 (+1)

13 (PC) 160 (0) 55 (0) 7,5 (0)

14 (PC) 160 (0) 55 (0) 7,5 (0)

15 (PC) 160 (0) 55 (0) 7,5 (0)

4.5. Ensaio de pré-tratamento hidrotérmico

Os experimentos de PTH da casca de café bruta foram realizados de acordo com a matriz
de experimentos do planejamento do tipo Box-Behnken realizado em triplicata no ponto central.
Os ensaios foram realizados em um reator tubular de aco inox tipo 316L com anel de vedacao

em politetrafluoretileno com volume util de 475 mL (6,5 cm de didmetro interno, 7,5 cm de

41



diametro externo e 19 cm de altura externa) e capacidade para aproximadamente 30 g de casca
de café em base seca. Para aquecimento do reator foi utilizado um banho termostatizado de 25 L

contendo glicerol como fluido de aquecimento.

Apl6s permanecer na temperatura e tempo determinados por cada condi¢do do
planejamento experimental, o reator foi imediatamente resfriado por imerséo em um recipiente
contendo gelo em escamas e agua fria. Tal acdo faz-se necessaria para parar as reacdes evitando
a desidratacdo de carboidratos a compostos indesejaveis para 0s microrganismos, tais como 0s
furanos, por exemplo. As reacfes de desidratacdo dos agucares tém sua cinética praticamente
interrompida em temperaturas inferiores a 100°C. Em seguida, a casca de café pré-tratada foi
separada por filtragdo em um funil de Blichner com auxilio de uma bomba a vacuo da marca
Quimis — modelo 355B1, e as fragdes solida e liquida foram coletadas separadamente. O volume
de fracdo liquida (hidrolisado hemicelulésico) gerado foi medido com uma proveta de 500 mL e
a fracdo solida foi pesada em balanca analitica. Em seguida uma aliquota de aproximadamente
1g foi retirada para determinacdo do teor de umidade. Tais resultados foram usados
posteriormente para realizacdo dos célculos de balanco de massa das condicGes de pré-

tratamento, em base seca.

A severidade do PTH foi calculada de acordo com a Eqg. (16).

Severidade (Ry) = j
0

£ (T(t) — 100
ny- Eq. (15
exP( 14,75 >dt 9. (15)

Na qual T € a temperatura (°C) atingida no pré-tratamento, t € o tempo em minutos e

14,75 é parametro empirico caracteristico do processo.
4.6.Caracterizacdo da fragdo sdlida gerada pelo pre-tratamento

A fracdo sélida gerada pelo pré-tratamento hidrotérmico foi caracterizada de acordo com
as metodologias de caracterizagdo da casca de café bruta descritas no item 4.3, com excecdo das
etapas de determinacdo de extrativos e inorganicos. As mesmas metodologias foram utilizadas

para caracterizar a fragdo solida pré-tratada gerada apos a etapa de extragdo alcalina.
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4.7.Caracterizacao do hidrolisado hemicelulésico (HH) gerado apds pré-tratamento

da casca de café
4.7.1. Determinacéao dos teores de inibidores

A determinacdo de 2-furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) no
hidrolisado foi realizada por CLAE de acordo com a metodologia descrita na se¢do 4.3.1. Para
tal andlise, 1,5 mL de cada hidrolisado foram centrifugados em tubos Eppendorf a 12.000 rpm
(1.000 G) por 15 min. Apos esta etapa, as amostras foram filtradas em membranas de acetato de
celulose com porosidade de 0,45 um e 200 pL do hidrolisado foram adicionados a 800 uL de
agua destilada em tubos vial com capacidade de 1,5 mL. Tal procedimento foi realizado devido
a necessidade de diluicdo do hidrolisado antes que o mesmo fosse injetado no cromatégrafo. A
diluicdo garante que todos os analitos estejam dentro das faixas lineares do método, minimizando
a saturacdo da coluna, uma vez que uma menor quantidade de interferentes vao interagir com a

fase estacionéria.
4.7.2. Demanda quimica de oxigénio (DQO): refluxo aberto

O hidrolisado hemicelulésico gerado no PTH contém grande quantidade de sélidos em
suspensdo. Desta forma, a metodologia de DQO convencional ndo se aplicaria as amostras de
hidrolisado. Sendo assim, a metodologia usada para quantificar a DQO foi a UNE 77004:2002,
procedimento modificado para quantificar a DQO em amostras contendo elevados teores de

solido, uma vez que quantifica com maior exatiddo a DQO contida na amostra.

Para garantir que os valores de DQO ficassem dentro da faixa linear do método (entre
30 mg/L e 19.000 mg/L) a amostra foi diluida 10 vezes. Para determinagdo da DQO foram
adicionados aos tubos de digestdo 10 mL de amostra diluida. Em seguida, foram adicionados
lentamente 20 mL da solugdo de digestdo (solugdo aquosa de K,Cr,07 0,2 mol L) e 30 mL da
solucdo catalitica (10 g L™ de AgSOsem H,SO4). Ap6s adigdo das solugdes, um condensador de
bolas foi inserido no tubo digestor para garantir que ndo houvesse perda durante o processo. A
digestdo foi realizada com os tubos digestores em um bloco digestor da marca TECNAL modelo
040/25 aquecido a uma temperatura de 150 £ 2°C por 2 h. Depois de atingido o tempo de
digestdo, os tubos digestores foram retirados do bloco digestor e deixados em um suporte para

resfriarem até temperatura ambiente.
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Apos o resfriamento total dos tubos, os condensadores foram retirados e transferiu-se o
conteddo para um frasco Erlenmeyer de 500 mL. Com intuito de facilitar a visualizacdo do ponto
de viragem da etapa de titulacdo do dicromato reduzido, 440 mL de &gua destilada foram

adicionados ao frasco Erlenmeyer.

Em seguida, adicionou-se 10 gotas de indicador de ferroina em cada Erlenmeyer e estes
foram levados para agitacdo magnética moderada para titular o excesso de dicromato com
solucdo de sulfato ferroso amoniacal (FAS), até que o ponto de viragem fosse atingido. Apés a
viragem anotou-se o volume de solugdo de FAS. O procedimento de titulagéo foi realizado com
auxilio de uma lampada branca para facilitar a observacao da viragem. 10 mL de &gua destilada

foi usado como branco passando pelo mesmo procedimento das amostras.

A DQO expressa em mg de O2 de amostra por litro foi calculada de acordo com a Eq.
(16).

mgOzz(A—B)x8000xNxFD

Eq. (16
. s q. (16)

Na qual, A é o volume de FAS consumido na titulacdo do branco (mL), B é o volume de
FAS gasto na titulagdo da amostra, N é a normalidade da solucdo de FAS, Vi € 0 volume da
amostra (mL) e FD é o fator de diluicdo, e o valor 8000 representa o equivalente grama do

oxigénio expresso em mg
4.7.3. Determinacao de agucares redutores totais

Os teores de agUcares redutores no hidrolisado foram determinados pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) conforme apresentado por Miller (1959). Foram colocados 150 pL
de hidrolisado hemicelul6sico diluido trés vezes em tubos de ensaio. Em seguida adicionou-se
900 pL de solucdo de DNS e 300 pL de agua destilada. Os tubos foram inseridos em banho de
agua fervendo durante 5 min. Em seguida, os tubos foram retirados e adicionou-se 6 mL de &gua
destilada para que fosse possivel realizar a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 540 nm. Para determinacdo dos acucares redutores foi feita uma curva analitica

utilizando solucio padréo de glicose na faixa de concentragdo de 0,5 gLta 12 gL,
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4.74. Cafeina

Para determinacgéo dos teores de cafeina nos hidrolisados hemicelul6sicos gerados apos o
PTH foi realizada uma analise em um cromatégrafo gasoso acoplado a um detector de
espectrometria de massas (GC-MS) da marca Shimadzu modelo GCMS-QP2010 plus. A coluna
utilizada foi a Zebron ZB-5MSi (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 pum) com uma rampa de aguecimento
de 100°C a 280°C a uma taxa de aquecimento de 20°C min™ mantendo-se na temperatura de
280°C por 3 min. O gés heélio foi utilizado como gés de arraste a uma velocidade linear de
43 cm st e uma vazdo de 20 mL min. A temperatura do injetor modo splitless foi fixada em
260°C. No detector de massas a fonte de ionizagéo teve sua temperatura fixada em 250°C e a
temperatura da interface foi mantida em 280°C, o ion usado para quantificacdo da cafeina foi o
de relacdo massa/carga (m/z) de 194. A cafeina foi determinada diluindo-se as amostras 50 vezes
e, apos injecdo, a area do pico foi comparada com uma curva de calibragdo externa feita com

solucéo padrdo de cafeina em diferentes concentragdes.
4.7.5. Determinacao dos teores de fenois totais no hidrolisado hemicelulésico

A quantificacdo do teor de fenois totais foi realizada seguindo a metodologia modificada
descrita por Rossetti (2007). Inicialmente, realizou-se a etapa de extracdo. Para tal, foi inserido
em um tubo tipo falcon de 15 mL, 1 mL de hidrolisado hemicelul6sico e 9 mL de solucdo aquosa
de acetona 70% (v v'1). Em seguida, o tubo falcon contendo a mistura foi colocado em um béquer
contendo agua com gelo e submetido ao banho de ultrassom por 20 min. Apds esta etapa o tubo
falcon foi levado a uma centrifuga a 3.000 rpm (250 G) por 10 min. Para as fracGes sélidas
utilizadas nos testes de potencial bioquimico de metano, utilizou-se a mesma metodologia, porém

utilizando-se 1 g de material em base seca e 10 mL solugéo de acetona 70%.

Para a etapa de analise foram coletados do tubo falcon 50 pL do extrato (sobrenadante
apos centrifugacdo) e adicionados em um tubo de ensaio com tampa juntamente com 450 pL de
agua deionizada. Em seguida, adicionou-se ao tubo de ensaio 520 pL do reagente Folin
Ciocalteau (solucdo contendo molibdato, tungstato e &cido fosforico) e 1,25 mL de solucéo de
carbonato de sédio 7% (m v1). Os tubos foram levados para agitacdo em vortex por 5 min e apds
a agitacdo os mesmos foram deixados em local ao abrigo da luz durante 35 min. Finalizado o
tempo de 35 min, as amostras foram analisadas em um espectrofotdmetro (Termo Fisher — 10S

UV-VIS) em comprimento de onda fixo de 725 nm.
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A quantificagdo de fenois totais foi realizada a partir do método de calibragdo externa
usando solucdes padrées de acido tanico em diferentes concentracdes. Para curva analitica foram
adicionados em tubos de ensaio volumes crescentes (20, 60, 80, 100, 250 e 500 pL) de solucédo
de &cido tanico 0,1 g L e completados com agua deionizada até 500 pL para 0s cinco primeiros
pontos e no tubo no qual foi adicionado 500 pL da solucdo de &cido tanico ndo foi necessario
adicionar agua. Posteriormente, adicionou-se em todos os tubos 250 pL do reagente Folin
Ciocalteu e 1,25 mL da solucdo de carbonato de sddio 7%. Em seguida, os tubos foram agitados
por 5 min e apds a agitacdo foram deixados em local ao abrigo da luz por 35 min. Ap6s o tempo
de repouso, os padrdes foram analisados em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de
725 nm. Uma curva analitica relacionada a absorbancia resultante da concentracdo de &cido
tanico como fendis foi elaborada, e a equacdo da reta foi utilizada para determinacgédo dos fendis

totais nas amostras.
4.8.Extracdo alcalina

Visando remover possiveis fragmentos de lignina presentes na superficie da fracdo solida
gerada ap0s etapa o PTH, realizou-se uma etapa de extracdo alcalina (EA), uma vez que o PTH
alcalino favorece a remocéo da lignina. A extragéo alcalina foi realizada com uma solucgéo aquosa
de NaOH 0,2 mol L't em um reator de acrilico contendo pas impelidoras como misturador,

operado com uma RLS de 10 mL g em uma rotagio de 100 rpm durante 5 min.

Apos a EA, a biomassa foi lavada com &gua destilada até que a agua de lavagem atingisse
pH neutro, com auxilio de uma peneira com malha de 200 mesh (0,074 mm). A fracao liquida
foi armazenada para posterior ensaio de digestdo anaerdbia e a fracdo solida foi pesada.
Posteriormente, uma aliquota foi retirada para determinacdo da umidade, o que permitiu que o0s
calculos de balanco de massa fossem realizados em base seca. Os testes de EA foram realizados
para condicdo na qual se obteve o maior rendimento da hidrolise enzimatica e para a condi¢do

de desejabilidade para etanol determinada conforme sera apresentado na préxima secéo.
4.9.Hidrolise enzimatica

A hidrolise enzimatica das fragdes sdlidas pré-tratadas por PTH foram realizadas,
inicialmente, como descrito por Lima (2018), que otimizou as condic¢des para o bagaco de cana

pré-tratado. Os ensaios foram realizados em duplicata com uma massa de 1 g, em base seca, para
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a casca de café bruta e para as 15 condicdes pré-tratadas, além das condic¢Bes selecionadas para
serem submetidas ao processo de EA. Os testes foram realizados em Erlenmeyers de 25 mL
utilizando-se uma carga enzimatica de 10 FPU g de casca de café em base seca e uma RLS de
10 mL g*. Os ensaios de hidrolise enzimatica para as condigdes apos a EA foram realizados para
duas condicOes previamente selecionadas, sendo elas a condi¢cdo 6 do pré-tratamento (maior

rendimento).

Os coquetéis enzimaticos utilizados foram Cellic CTec2 e Cellic HTec2, cedidos pela
Novozymes®, na proporcio 85:15 (v v'1), obtendo uma solugdo com atividade enziméatica de
2,5 FPU mL™. Para o ensaio de hidrdlise enzimatica foram adicionados 4 mL do coquetel
enzimatico por grama de casca de café em base seca, juntamente com uma solucéo tampéo citrato
de sodio (0,05 mol L'Y) e azida de sodio (0,02%, mv?) até atingir uma RLS de 10 mL g*!
mantendo o pH do meio em 4,8. Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo de 150 rpm em
incubadora com agitacdao orbital (Marconi, modelo MA-830) a 50°C por 72 h. Apds este periodo,
a hidrolise foi interrompida por inibi¢do térmica imergindo os frascos em banho de gelo por

30 min.

ApoOs esta etapa, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 12.000 rpm (24148 G),
para separacao das fracdes solida e liquida. Em seguida, a fracdo liquida (sobrenadante) foi
filtrada em membrana de porosidade igual a 0,45 um e submetida a analise para determinacao
do teor de acUcares fermentesciveis em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, conforme

metodologia descrita anteriormente (se¢do 4.2.1).

Os rendimentos de hidrélise enzimatica (RHE) apresentados foram calculados com base
na massa de glicose teorica (Glicoser) considerando uma conversao de 100% da celulose em
glicose. Para o calculo de RHE foi considerada a massa de glicose presente na corrente 2 que
entra na HE como pode ser visto no fluxograma apresentado na Figura 9(A), e a glicose
recuperada na corrente de saida 4. O rendimento global do processo (RG), aquele que considera
a unidade de pré-tratamento mais a HE, foi determinado levando em consideracdo o teor de
celulose e glicose que entra no processo, referente a corrente 1. O rendimento global foi calculado
considerando as perdas de massa que ocorrem no pré-tratamento. Tal fato se faz importante uma
vez que durante as etapas de PTH e EA ocorrem grandes perdas de massas. Assim, mesmo que

a etapa de hidrélise enzimatica tenha rendimentos considerados satisfatorios, ao considerar a
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glicose que entra no processo global, o RG pode apresentar baixos valores, neste caso deve-se
haver uma busca por processos que utilizem a matéria organica soltvel perdida durante os pré-
tratamentos para geracdo de outros produtos.

Figura 9: Fluxograma do processo considerado para calculo do rendimento. (A) Processo sem
extracao alcalina e (B) processo com extracdo alcalina.

(A) 1. Casca de 2. Fragdo 4. Glicose
Café Brut: . Solida (PH idroli Recuperada
aic Bru g -Pre trata.mento ( a F{u;r.ollse p
Hidrotérmico (PH) Enzimatica (HE)

3. Hidrolisado 5. Fragdo Solida
Hemiceluldsico HE

(8)

1. Casca de 2. Fragdo 4. Fragdo 6. Glicose
Café Brut; Pré-tratamento Solida (PHg Extragio Alcalina ~ SOlida (EA) Hidrdélise Recuperada
_i ——
Hidrotérmico (PH) (EA) Enzimatica (HE)
3. Hidrolisado 5. Extrato 7. Fragao Solida
Hemicelulésico Alcalino HE

A variavel Glicoser representa a glicose tedrica em caso de uma converséo de 100% e foi

determinada pela Eq. (17).

g celulose 180 g de glicose

li = Eq. (17
Glicoser/(9) g Cascapr x 162 g de celulose 6. (17)
Na qual, Cascapt representa a casca pré-tratada.
O rendimento de hidrolise enzimética foi calculado usando a Eq. (18).
Glicosep
RHE /(%) = (—) %100 Eq. (18)
Glicoser

Na qual, Glicoser representa a glicose recuperada apos a etapa de HE em g.

O RG do processo sem a etapa de EA, Figura 10(A), foi calculado usando a Eq. (19),
enquanto o RG com a etapa de EA (RGea), Figura 10(B), foi calculado usando a Eq. (20).
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gGlicoseg g Cascapr g Cascapryta

9 CaSCClpT 9 Cascabruta 9 gllcoseCascabruta

RG/(%) = Eqg. (19)

gGlicosey, g Cascagy g Cascapr g Cascapryta

RGga/ (%) = ,
FA g Cascag, g Cascapr g Cascapryrq g glicosecqsca bruta

Eq. (20)

Apo6s a analise do planejamento experimental, um algoritmo de predicdo presente no
pacote do programa Statistica® (Statsoft Inc, versdo 10.0) conhecido como “ferramenta de
desejabilidade” foi utilizado para prever uma condicdo “ideal” de PTH. A condicdo desejavel
tem como principal objetivo prever uma condicdo de pré-tratamento capaz de gerar uma fracao
solida adequada para ser utilizada no processo de hidrolise enzimatica para producdo de etanol
2G. Como a otimizacgéo desse tipo de processo ndo pode ser definida com base em apenas uma
variavel resposta dependente, como € comumente feita em planejamentos experimentais, uma
ferramenta de previsdo como a "ferramenta de desejabilidade™ pode ser aplicada para aproximar-
se de uma condicdo desejavel “ideal” para o processo considerando mais de uma variavel

resposta dependente.

Por exemplo, a condicdo “ideal” de PTH para produzir etanol 2G sera aquela capaz de
gerar uma fracdo solida com maior teor de celulose, menores teores de hemiceluloses e lignina,
menor remocdo de celulose no pré-tratamento, maior remocao de hemiceluloses e lignina e maior
rendimento global de glicose (RG). Na “ferramenta de desejabilidade” é possivel prever a melhor
condicdo levando em consideragdo os valores observados para todas as variaveis dependentes
atribuindo valores de 1,0 quando o alvo sdo valores maiores para a variavel resposta, 0,5 para
valores intermediarios e 0,0 para valores minimos. Na Tabela 5 sdo mostradas quais variaveis
dependentes foram avaliadas usando a “ferramenta de desejabilidade”, bem como, os valores
atribuidos para cada variavel dependente. Outros autores, como Baéta et al. (2016) e Santos et
al. (2018), ja utilizaram essa ferramenta para predizer a melhor condi¢do de processo. Os

resultados foram avaliados com o programa Statistica®.
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Tabela 5: Condigdes para producéo de etanol 2G obtidas pela ferramenta de desejabilidade.

Desejabilicade gcge|/ gHemi/ 989/ R/ Rcel/  RHemi/  RLig/
ccpt 9CCPT cpr (0 (%) (%) (%)
Maior
producéo de 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0
etanol
49.1. Avaliacdo da melhor caga enzimatica

Visando melhorar o rendimento da HE da casca de café pré-tratada foi avaliada a HE da
condicdo de desejabilidade para producédo de etanol em diferentes cargas enzimaticas 10, 20, 40
e 80 FPU/g CCPT. Os ensaios foram realizados de maneira andloga a descrita no item 4.8,
utilizando-se coquetéis enzimaticos na proporgéo 85:15 (v v'1), com atividades enzimaticas de
2,5, 5, 10 e 20 FPU mL™, respectivamente. Foram avaliados os rendimentos da HE para estas
cargas enzimaticas nos pontos de 6, 8, 12, 24, 48, 60 e 72 horas.

4.10. Ensaios de potencial bioquimico de metano (PBM)

Para determinacdo do PBM da casca de café pré-tratada, de posse dos resultados de
composicdo das fracbes sélidas e liquidas e a partir da analise supervisionada do desejo do
pesquisador baseado em uma analise técnica, utilizou-se a ferramenta de desejabilidade do
programa Statistica® para prever uma condicdo que proporcionasse uma maior producdo de
metano. Para producdo de metano a partir da casca de café considerou-se uma boa condicéo,
aquela capaz de garantir uma maior liquefagcéo da biomassa (solubilizagcdo da biomassa) com
maior quantidade de acUcares sollveis e menores teores de fenois no hidrolisado, compostos
considerados toxicos ao consércio microbiano acetogénico e metanogénico. Desta forma, com
intuito de avaliar o efeito da concentracdo de acUcares e fendis no hidrolisado, utilizou-se tais
variaveis como respostas durante a analise de predicdo (desejabilidade). A escolha foi feita
levando-se em consideracdo uma analise estatistica das variaveis respostas, considerando-se
normalidade das mesmas, falta de ajuste do modelo ndo significativa e regressao do modelo

significativa.
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Tabela 6: Condicdes de desejabilidade visando a producdo de biogas.

AcUcares Inibidores Tempo  Temperatura RLS (ml/g)

CDB Redutores  (Fenol) (min) (°C)
1 1 -1 20+1 120 £2 5
2 1 0 90+1 189+2 5
3 1 1 61+1 20012 5

CDB- Condigdo de desejabilidade para biogas

Selecionadas as condi¢Ges, os testes de DA para avaliagcdo do potencial de producéo de
CHjy foram realizados em batelada em condi¢des mesofilicas com os hidrolisados gerados na
etapa de PTH das condicGes selecionadas. Além disso, visando uma aplica¢do industrial, optou-
se por testar a DA da biomassa sem separagdo das fragdes liquida e solida, ou seja, como saem
da etapa de PTH. Tal decisdo foi motivada pela facilidade de aplicagcdo de um processo de DA
com a fracdo que sai diretamente do PTH sem a necessidade de insercdo de uma etapa de
operacgdo unitaria para separacdo das fases sélida e liquida. Ademais, a producéo de biogas a
partir somente da fracdo solida também foi realizada para verificar o efeito da separacdo das fases
na producgédo de metano.

Para a realizagcdo dos ensaios de digestdo anaerobia liquida DA-L (ST< 10%) foram
utilizados frascos reatores de vidro de 120 mL, sendo 60 mL de volume util e o restante de
headspace. Em tais frascos foram adicionados 6 mL de hidrolisado. Os indculos anaerébios
foram adicionados nos frascos em uma quantidade definida para cada ensaio, em funcédo da
quantidade de DQO do hidrolisado objetivando-se manter uma relacdo final
alimento/microrganismo (A/M) de aproximadamente 0,4 gDQO gSSVindculo™, conforme
sugerido por outros autores como Baéta (2016). Para digestdo anaerobia sélida DA-S (ST > 15%)
e semissdlida DA-SS (10% < ST <15% foram utilizadas proporcbes de ST de 15 e 12,5%,
respectivamente. Para estes casos, foi utilizada uma relagdo A/M igual a 2 gSSVsubstrato 2)(D. S.
R. Lima, Herrera, Baéta, Gurgel, & Aquino, 2018). A DA-S foi realizada com as fra¢des solidas
geradas ap6s pré-tratamento, ao passo que a DA-SS foi realizada com a mistura de solido e

liquido gerada ap0s o pré-tratamento.

Em seguida, quando necessario, os fracos foram completados com agua destilada para o
volume util de 60 mL. O pH foi mantido entre 6,9 e 7,2, utilizando solug&o de &cido cloridrico
(HCI) a 2 mol L* ou solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 0,1 mol L™ para ajusta-lo quando
necessario. Depois do ajuste de pH uma massa de carvéo ativado em p6 (CAP) para manter uma
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concentracéo de 4 g.L* foi adicionado ao frasco reator. A concentragio foi a mesma utilizada
por Santos et al. (2018), na ocasido os autores avaliaram o efeito positivo do uso do CAP na
producdo de biogas durante a DA de hidrolisado hemicelulésico obtido a partir do processo
oxidativo avancado da casca de café. Além de funcionar como um adsorvente de possiveis
compostos toxicos, o CAP pode auxiliar no tamponamento do meio, uma vez que pode contribuir
para o equilibrio dos AGVs presentes na solugéo reacional, conforme ja observado por Baéta et
al (2013). Inclusive, por esse motivo optou-se por ndo adicionar solu¢do tamponante de NaHCOs
durantes os testes. Apos a adigdo do CAP os frascos foram purgados com Nz durante 5 min e
lacrados com tampa de borracha e lacre de aluminio. Em seguida, os frascos foram levados para
uma incubadora com agita¢do da marca Thoth®, modelo 6440, e colocados sob uma agitacédo de
180 rpm e a uma temperatura controlada de 35 +2°C para favorecer a atividade dos

microrganismos metanogénicos.

O indculo anaerdbio usado para os testes de PBM foi obtido a partir de um reator UASB
alimentado com esgoto sanitario, operado em escala de demonstracdo no Centro de Pesquisa e
Treinamento em Saneamento (CePTS) da UFMG-COPASA. O inoculo foi previamente
misturado com estrume de vaca em uma propor¢do 1 gSSViedo:1l g SSVestrume €, €M Seguida,
incubado antes do inicio do teste por cinco dias a 35°C para eliminar a produgdo de metano a

partir da biodegradacdo de qualquer material organico residual.

A producdo de biogas foi monitorada diariamente medindo-se a pressdo acumulada no
frasco reator em um intervalo de monitoramento de 12 h com um mandmetro diferencial da
marca CCE capaz de medir pressdes em uma faixa de pressdo de 0 a 5 atm. Para a composicéo
de metano no biogas, uma amostra de 1,0 mL do gas produzido foi coletada apds a medida de
pressdo e injetada posteriormente com uma seringa gastight em um cromatdgrafo de fase gasosa
da marca Shimadzu, equipado com um detector de condutividade térmica, operado em uma
temperatura de 120°C com uma coluna capilar de peneira molecular (5A) da marca Restek,
preenchida com fase estacionaria Msieve 5A trabalhando a uma temperatura 120°C usando
nitrogénio 5.0 como gas de arraste, em velocidade linear de 23,8 mL min™. Todos os valores de
PBM (Nm? kg DQO™) sio apresentados nas condigdes normais de temperatura e pressio (CNTP:
273 K; 101315 Pa).
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Os ensaios foram monitorados até que ocorresse a estabilizacdo da produgdo de biogas.
O momento de estabilizacdo da producdo de biogas foi considerado quando ndo houve uma

variacdo de producdo de biogas em um intervalo de 24 h superior a 5%.

Ao finalizar a etapa de monitoramento, os ensaios foram submetidos & andlise de DQO
da fragdo solUvel para avaliar a eficiéncia de remogdo de DQO do sistema e foram filtrados 1 mL
do liquido em filtros de 0.45 um e adicionados em vials para serem analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia conforme metodologia descrita na se¢do 4.2.1, para avaliar a presenca

de acucares, furanos e acidos graxos volateis (AGVs) gerados na DA.
4.10.1. Estudo de cinética da digestdo anaerobia

Apb6s o monitoramento da producdo de biogas foi possivel realizar a modelagem da
cinética da producdo de metano por DA. Para tal modelagem foram testados quatro modelos:
ordem um, Gompertz modificado, exponencial de duas fases e multiplos estagios. Tais modelos

foram testados para avaliar qual o modelo que melhor descreve a producédo de biogas.

O modelo de cinética de ordem um (Pavlostathis e Gomez 1991) considera como etapa

limitante da DA a fase de hidrolise de substrato e é apresentado na Eq. (21):
P = Py[1 — exp(—kt)] Eq. (21)

Na qual, P é o rendimento de biogas acumulado (NmL gDQO aplicada™®), Po é o
rendimento maximo de biogas (NmL gDQO aplicada™), k é a constante cinética de producio de
metano (dial) e t é o tempo de incubacio (dias).

O modelo de Gompertz modificado (Zwietering et al., 1990), Eq. (22), permite a
determinacéo de parametros como fase lag, taxa especifica de producéo de biogés e producao

acumulada de metano.

P = Pyexp {—exp [% A-v+ 1]} Eq. (22)

Na qual, P é o rendimento de biogas acumulado (NmL.gDQO aplicada®), Po € o

rendimento maximo de biogas (NmL gDQO aplicada™), t é o tempo de incubagdo (dias), 4 € a
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fase lag (dias), pm é a taxa minima de producéo de biogas (NmL.gDQO aplicada™dia?) ee é a
constante de Euler (2,71828).

O modelo exponencial de duas fases (Pellera e Gidarakos 2016), Eq. (23), considera que
a producéo de biogés ocorre em dois ou mais estagios e descreve a producdo de biogds em cada

uma delas, desconsiderando sua interacéo.
P = Pi[1—exp (=kit)] + P,[1— exp (—k;t)] Eq. (23)

Na qual, Pné a producdo de biogas acumulada na fase n (NmL gDQO aplicada™) e kn € a
constante cinética da fase n.

O modelo de multiplos estégios (Lopez et al., 2010), Eq. (24), € utilizado para descrever
0 comportamento da producdo do biogas considerando diferentes estagios e suas interacdes (L.
C. dos Santos, 2017).

P = A1 —exp (—kt)] + A;[1 —exp (—k,t)]
kz eXp(_klt) kl eXp(_kzt) Eq (24)
ky — kyq ky =k,

+ AIS 1_

Na qual, As, A e Ass representam a producdo de biogas acumulada em cada estagio
(NmL biogas g DQO aplicada™) e ki e ko s30 as constantes cinéticas para cada estagio (dias™).

Para avaliar a qualidade dos ajustes dos modelos aos dados experimentais e escolher o
modelo que melhor descreve a producdo de biogés considerou-se o coeficiente de determinacdo
(R?), erro quadratico médio (RMSE) e o critério de informagcéo de Akaike (AIC). Tais critérios

sdo apresentados nas Eg. (25) a Eq. (27).

Eq.

2
4 ) — Y
RMSE = \/ 1( L,experlm;}\;ltilz L,modelo) (25)
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RMSE
NRMSE = [— x 100 Eq. (26)
Yméx - Ymin
SS
AIC = Nin (W) + 2k Eq. (27)

Na qual, N representa 0 nimero de dados experimentais, SS é a soma do quadrado dos

residuos e k € o nimero de parametros dos modelo.

4.11. Avaliacdo da viabilidade do uso do PTH como alternativa para

valorizacdo da casca de café

Para avaliar a viabilidade energética do processo foi estimado um balanco de energia do
sistema por meio do célculo da energia gasta no pré-tratamento (E(-)) e da energia obtida (E(+))
considerando a queima do metano gerado na DA em um sistema de cogeracéo de calor e energia
(CHP). Para os célculos da E(+) e E(-) foram consideradas as informacges fornecidas por Cano
et al. (2015). De acordo com o autor, um sistema CHP convencional possui uma eficiéncia de
combustdo de 85%. Sendo que a conversdo de energia quimica em energia térmica corresponde
a 65%, enquanto a conversdo em energia elétrica corresponde a 35%. A energia térmica gasta no
PTH foi calculada usando a Eq. (28).

Para os calculos de energia gasta no PTH foi considerada a temperatura inicial da agua
100°C no estado de vapor, uma vez que é possivel aproveitar a &gua utilizada para o resfriamento
do sistema CHP em um trocador de calor para aquecer a agua de alimentacdo e promover sua
vaporizagao. Para os célculos de energia gasta E(-) durante o PTH considerou-se para efeito de
calculo somente a energia gasta para aquecer a agua até a temperatura de trabalho. Tal
consideracdo deve-se ao fato do sistema reacional ser constituido basicamente por agua, haja

vista que nos ensaios a concentracdo de sélidos foi sempre inferior a 20%.

E(=)/M] kgcasca bruta_1 = Cpu,o m (Tr — 100 °C) Eqg. (28)
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No qual, C, € a capacidade calorifica da 4gua média da agua para as temperaturas de
trabalho (4,19 x 10° MJ (kg°C)™) e m é a massa de agua utilizada (em kg) e Tf a temperatura

final de trabalho.

Para o calculo da E(+) total gerada no sistema Eq. (30), foi considerada o AH® de
combustdo do metano igual a 34,5 MJ (Nm3CHa), bem como os rendimentos do PTH e as
eficiéncias de conversdo do sistema CHP. No entanto, é valido destacar que o sistema CHP
produz energia térmica e elétrica. Para avaliar se a energia térmica gerada pela queima do metano
no sistema CHP é capaz de suprir a demanda de energia gasta pelo PTH, a Eq. (29) deve ser
multiplicada por 0,65, eficiéncia térmica do sistema CHP conforme mencionado anteriormente,
para entdo assim obter-se a E(+)wrmica gerada. Para calcular a energia elétrica gerada no sistema
CHP, E(+)eistrica, @ EQ. (30) deve ser multiplicada por 0,35, fator de eficiéncia elétrica do sistema

CHP, conforme mencionado anteriormente.

E(+)/M] KgCasca bruta™ =

NmLCH DQO gmassa(yy ou CPT 1000, 107°m3  345M
4 g Q x ( ou ) x g x ] 0,85 qu (29)
9DQO0cntrada gMmassa(yy ou CPT) g Casca bruta Kg Casca bruta mL Nm3CH,

Em que g massa HH é a massa de hidrolisado recuperado no pré-tratamento hidrotérmico
em gramas e g massa CPT é a massa de casca pré-tratada gerada apos pré tratamento, sendo
considerada a massa de fracdo sélida para digestdo sélida e a massa da fracdo solida mais

hidrolisado para digestdo semi-solida.

A avaliacdo se a energia térmica gerada pela queima do biogés no sistema CHP compensa
a energia térmica gasta pelo PTH foi dado pela diferenca entre os valores da energia térmica

gerada (E(+)wrmica) € a energia térmica consumida no PTH (E(-)).

Foi considerada a energia térmica gerada pelo sistema para pagamento da demanda
energética do PTH e, caso este balanco seja positivo, a energia térmica excedente podera ser
utilizada na planta de processamento do café. Ja para a energia elétrica gerada, foi considerada a
rentabilidade econdmica considerando-se a venda desta energia de acordo com valores dispostos

na Portaria n°65 de 2018, Ministério de Minas e Energia.
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Para a condicdo de desejabilidade de etanol, foi avaliada a rentabilidade através do
rendimento tedrico de etanol conforme Eq. (30). Para avaliacdo do rendimento econdmico que
seria possivel em um cenario com a venda do etanol, foi considerado o valor de venda do litro
do etanol disponivel pela Unido dos Produtores de Bioenergia (UDOP) no dia 28 de junho de
2019 (R$1,6256).

Glicose Casca 0,51
getanolgcascaBruta_l = g £ x g = X .getanol Eq- (30)
g Cascapr g Cascapryrq  gGlicoseg

Ao final, todos os célculos apresentados no item de estimativa de viabilidade do sistema

(item 5.2.3) foram convertidos para a base de calculo por tonelada de casca de café bruta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacdo da casca de café bruta e pré-tratada e desempenho do pré-

tratamento hidrotérmico na hidrélise enziméatica

A casca de café bruta pode apresentar teores variados de hemiceluloses entre 11-31,5%,
de celulose entre 16-43,8%, de lignina entre 9-24,4%, de extrativos entre 17,7-38% e de proteinas
entre 8-11% (Andrade, 2009; Gouvea et al., 2009; Ayele e Reinhardt, 2010 Silva, 2012;
Albuquerque e Araujo, 2016; Freitas, 2016; Santos et al., 2018; Baéta et al., 2017). As amplas
faixas de valores podem ser justificadas em funcéo das diferentes regides de plantio, modo de

processamento, tipo de solo e principalmente das metodologias de caracterizacéo.

Os valores médios de lignina observados para casca de café usada no presente estudo
foram superiores aos reportados por outros autores, totalizando 31,1 (£1,2)%. Os valores de
celulose e hemiceluloses foram 36,0 (+0,9)% e 20,4 (£1,3)%, respectivamente, valores esses
préximos dos encontrados por Gouvea et al. (2009) e Santos et al. (2018). Os teores de extrativos
e cinzas foram iguais a 16,6 (£0,9)% e 4,1 (£0,6)%, respectivamente, e também condizem com
0s determinados por Baéta et al., (2017), 17,7% e 4,6%, respectivamente. O balangco de massa
para composicdo da casca de café bruta foi de 108 (+3,3)%, valor considerado satisfatério

considerado a complexidade da biomassa.

O PTH teve a remocéo de hemicelulose da fracao sélida como principal objetivo, visando
assim, obter uma fracdo solida rica em celulose para fermentacdo a etanol 2G e, uma fracéo
liquida rica em agucares sollveis, principalmente pentoses que podem ser usadas para producao
de biogads por DA. Para avaliar o efeito das diferentes condigdes de PTH na biomassa as
composicdes da fracdo sélida apds o PTH foram avaliadas. As condicdes utilizadas no PTH e o
balanco de massa da fracéo sélida obtida apos o PTH séo apresentadas na Tabela 7. Os balancos
de massa obtidos para estas fracdes tiveram seus valores variando entre 85,8% e 103,8%,
conforme pode ser observado na Tabela 7. Tais valores podem ser considerados aceitaveis dados
a complexidade da biomassa e a falta de uma metodologia padronizada para caracterizagdo da
mesma, 0 que inclusive abre espaco para o desenvolvimento e melhoramento de metodologias

para caracterizacdo da casca de café.

58



Tabela 7: Condigdes de pré-tratamento hidrotérmico e composi¢des da casca de café bruta e
pré-tratada.

CE t/ T/ RLS/ Severidade Celulose /  Hemiceluloses / Lignina/ Balanco /
(min) (°C) (mLg") (%) (%) (%) (%)

CB - - - - 36,0+21 204+11 31,1+1.2 87,5+0,7

1 20 120 7,5 1,9 32,8+0,9 21,710 32,9+1,7 87,4+0,6

2 20 200 7,5 4,3 45,6 +2,6 13,3+£0,3 31,0+34 90,0+1,33

3 90 120 7,5 2,5 37,426 20,1+0,3 34,8+1,0 92,4 £0,9

4 90 200 7,5 4,9 478+ 19 2,4+0,2 42,4 +10 926+1,0

5 55 120 5 2,3 332+1,.2 22,5+1,63 35,9+0,6 91, 7£2,9

6 55 200 5 4,7 48,+0,9 4,840,5 38,4+1,9 91,4 £3,6

7 55 120 10 2,3 349+11 21,6 +1,0 30,7721 87,4 +3,0
8 55 200 10 4,7 53,+18 4,7+0,3 41,8+35 100,3+0,9

9 20 160 5 31 353+1,7 22,3+0,8 33,7+£36 91,4+ 3,6
10 90 160 5 3,7 40,7£0,7 23,6 +0/4 39,4431 103,9+ 2,1
11 20 160 10 31 336£16 23,4+0,5 31,2+2,1 88,2+1,2
12 90 160 10 3,7 36,3+0,5 19,7+0,6 32,4+2,8 88,4+0,5
13(PC) 55 160 7.5 3,5 35,701 22,5+0,8 359+05 94,2 + 3,2
14(PC) 55 160 7,5 3,5 33,4+0,9 22,6+0,4 36,8 £1,2 92,9+04
15(PC) 55 160 7,5 3,5 31,8 20,2+1,2 33,8 3,3 85,8+1,3

CE- condicéo experimental; PC — ponto central

Na Tabela 7 observa-se que, assim como esperado, as condi¢cdes de maior severidade, ou
seja, maiores tempos e temperaturas, apresentaram um maior percentual de celulose nas fragfes
solidas. Como pode ser observado para todas as condi¢Ges de 200°C, o percentual de celulose
foi superior a 45%, provocando um incremento percentual de celulose na fracdo solida
remanescente em relacdo a casca bruta de até aproximadamente 15%. Os resultados vdo de
acordo com o esperado, ou seja, indicam que para as condi¢cdes mais severas, houve uma maior
remocao de hemiceluloses (menores teores na fracdo solida), resultando em um enriquecimento
da fracdo solida em celulose, o que se é desejado quando o foco principal do PTH é a producgéo
de etanol 2G.

Na Figura 10(A) é apresentando o gréafico de Pareto para composicao da biomassa pré-
tratada em relacdo ao teor de celulose (grama celulose/grama de casca de café pré-tratada - g
Cel/g CPT), enquanto na Figura 11(B) ¢é apresentado o grafico de Pareto para a remocdo de
celulose da biomassa no PTH (RCel). Observa-se no diagrama de Pareto apresentado na Figura
10(A) que apenas a temperatura teve um efeito significativo (p-valor < 0,05) e positivo para
variavel resposta teor de celulose na biomassa pré-tratada, indicando que maiores temperaturas
promovem um enriquecimento no teor de celulose na fracdo sélida pré-tratada por PTH. No
entanto, para variavel remocao de celulose, diagrama de Pareto apresentado na Figura 11(B), é
possivel perceber que as variaveis que apresentaram efeito significativo foram a temperatura e a
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RLS (p-valor < 0,05), com valores de efeito positivo e negativo, respectivamente. Isso indica que
uma maior temperatura ira contribuir para uma maior remocdo de celulose, promovendo a
solubilizacdo dessa fracdo no meio reacional, o que para producdo de etanol 2G pode ser
indesejado, uma vez que se utiliza a fracdo sélida residual do PTH como matéria-prima para a
etapa de hidrolise enzimética e fermentacdo da glicose liberada a etanol 2G.

A variavel RLS teve um efeito negativo, ou seja, quanto menor a quantidade de agua no
PTH, maior sera a remocdo de celulose da fracdo sélida. A explicacdo para esse comportamento
é que menores quantidades de agua resultam em meios reacionais com maiores concentracGes de
acidos organicos oriundos da hidrélise das hemiceluloses, como o &cido acético e férmico
(produzido a partir da degradacdo de glicose a HMF), diminuindo o pH do meio reacional,
contribuindo, portanto, para a solubilizacéo de parte da celulose por meio de hidrolise &cida das
ligagBes glicosidicas.
Figura 10: Diagrama de Pareto para composicao de celulose na casca de café pré-tratada (A) e

para remocao de celulose no pré-tratamento hidrotérmico (B).

A) Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados; Vanavel: gCel / gCPT B)
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Na Figura 11 € possivel observar o efeito da temperatura quando se compara 0s valores
de remocéo de celulose para as condicdes 3 (120°C) e 4 (200°C), sendo que ambas as condicdes
de PTH tiveram o mesmo tempo de reagéo (90 min) e a mesma RLS (7,5 mL g}). A condicéo de
pré-tratamento 4 com maior temperatura apresentou uma maior remoc¢édo de celulose (55,7%),
enquanto a condicdo 3 apresentou uma menor remocao de celulose (25,3%). O efeito da
temperatura também pode ser observado quando o tempo e a RLS foram fixados em 55 min e
5mL g para as condigbes 5 (120°C) e 6 (200°C), em que observou-se valores de remogao de

celulose de 25,9% e 43,7%, respectivamente. Em ambas as comparacdes, € possivel observar a
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partir dos dados apresentados na Tabela 7, que as condi¢gdes com maiores temperaturas, 4 e 6,
também foram aquelas que apresentaram maiores valores de celulose na casca de café pré-tratada
quando comparadas as condicBes 3 e 5. Tal observacdo confirma o fato de que a temperatura
também apresenta efeito positivo na quantidade de celulose na casca pré-tratada, uma vez que a
temperatura também atua na remocéao das hemiceluloses e lignina, concentrando o componente
celulose na fragdo sélida, embora tenha sido observada em alguns casos uma remogédo

concomitante desse componente na fracdo solida submetida ao PTH.

O modelo polinomial completo para variavel ‘g Cel / g CPT, nos termos decodificados, é
apresentado na Eq. (31), com R?=0,9882 e R%gj = 0,9179, indicando que 98,82% da variabilidade
dos dados experimentais puderam ser explicadas pelo modelo. Para varidvel RCel, nos termos
decodificados, 0 modelo obtido apresentou falta de ajuste ndo significativa, 0 mesmo € descrito
na Eq. (32) e obteve R? = 0,9982 e R%gj = 0,9874, indicando que 99,82% dos dados puderam ser
explicados pelo modelo.

gCel /gCPT = 0,399 + 0,067 T — 0,033T?% + 0,018t — 0,003t* + 0,007RLS

— 0,011RLS? — 0,006 (Tt) + 0,134(Tt2) + 0,002(T2¢t) Eq. (31)
+0,009(TRLS) — 0,017(T2RLS) — 0,007 (tRLS)
R Cel /(%) = 29,41 + 15,84 T — 6,55T% — 0,956t — 1,42t% — 2,93RLS
Eqg. (32)

+3,96RLS? — 3,51 (Tt) — 4,31(Tt2) — 2,18(T2t) + 1,20(TRLS)
+3,91(T2RLS) — 2,12(tRLS)
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Figura 11: Perda de massa e remogdo dos constituintes da casca de café apds pré-tratamento
hidrotérmico.

Remocio Constituintes da Biomassa no Pre-tratamento hidrotérmico
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Nota-se, portanto, que, apesar das maiores temperaturas promoverem a obtengdo de uma
fracdo sélida mais rica em celulose, estas condi¢fes também levam a uma grande perda de massa
e elevada remocdo de celulose para fracdo liquida. Porém, isto ndo é interessante quando o
objetivo é a producdo de etanol 2G a partir da fracdo sélida pré-tratada, uma vez que o rendimento
global do processo seréa afetado.

Sabe-se que o rendimento global de um processo integrado deve considerar as correntes
de entrada e saida do volume de contorno, que no caso em questdo sdo as unidades de pré-
tratamento hidrotérmico e hidrolise enzimatica. E importante ressaltar que, para algumas
biomassas lignocelulosicas, a solubilizacdo da celulose ja pode ser observada a partir de 170°C,

principalmente quando se trata de residuos agricolas (Garrote et al. 1999).

O grafico de Pareto apresentado na Figura 12(A) mostra que, para o teor de hemiceluloses
na casca pré-tratada (g Hemi/ g CPT) as varidveis temperatura e tempo apresentaram efeito
significativo (p-valor < 0,05) e negativo. O efeito apresentado pela varidvel temperatura mostra
que, quanto maior a temperatura menor sera o teor de hemiceluloses na casca de café pré-tratada.
O aumento da temperatura influencia diretamente na liberacdo dos grupos acetila presentes na
cadeia hemicelulodsica da casca de café, portanto, € capaz de melhorar a hidrdlise das ligacbes
glicosidicas das cadeias hemicelulosicas e consequentemente sua solubilizagdo em

xilooligbmeros (XOS) e monossacarideos para 0 meio reacional.
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Tais resultados estdo de acordo com o observado por Baéta (2016), em que maiores
temperaturas favoreceram a hidroélise das hemiceluloses quando o bagaco de cana cana-de-agucar
foi tratado por PTH. Lee et al. (2009) também demonstraram que para a grama costeira pré-
tratada por PTH, as maiores temperaturas estudadas (170°C) proporcionaram um menor teor de
hemiceluloses na fragdo pré-tratada. O tempo também apresentou efeito significativo e negativo,
0 que indica que quanto maior o tempo, maior sera o contato da biomassa com o meio acido,
favorecendo assim a solubilizacdo das hemiceluloses para fase liquida. Nao foram encontrados

dados na literatura que permitisse a comparacao da solubilizacdo da hemicelulose na casca de

café.

Figura 12: Diagrama de Pareto para composi¢do de hemiceluloses na casca de café pré-tratada
(A) e para remocao de hemiceluloses no pré-tratamento hidrotérmico (B).

(A) Graéfico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: gHemi/ gCPT B) Grifico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: R Hemi (%)
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Em relagdo aos teores de hemiceluloses na fracdo sélida, a partir dos dados apresentados
na Tabela 7, além dos menores teores de hemiceluloses presentes nas frag@es solidas submetidas
ao PTH nas condi¢Ges mais severas, conforme era esperado, é possivel observar que para as
mesmas condicdes de tempo e temperatura, 0 aumento da RLS provocou pouca variagdo nos
teores de hemiceluloses da casca pré-tratada, como pode ser comprovado ao se comparar as
condicdes 6 e 8. Esperava-se que com o uso de uma menor RLS, a maior concentracdo de acido

acéetico no meio reacional proporcionasse uma maior solubilizagcdo das hemiceluloses.

E importante destacar que conforme pode ser observado na Figura 11, a casca de café,
diferente de outras biomassas, apresenta elevada remocdo de hemiceluloses somente a 200°C,
sendo que todas as condicGes nesta temperatura apresentaram remoc¢des de hemiceluloses
superiores a 80%, enquanto que em temperaturas mais brandas a remocao nédo ultrapassou 30%.
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Tais resultados podem estar relacionados ao teor de grupos acetila contido nesta
biomassa, que é de 2,8% (valor obtido neste trabalho), valor inferior a de biomassas como, por
exemplo, 0 bagaco de cana, que de acordo com alguns autores como Vallejos et al., (2012)
apresenta valores proximos de 4%. O baixo teor de grupos de acetila nesta biomassa faz com que
0 PTH necesséario para uma boa remocdo das hemiceluloses seja alcangado somente em elevadas
temperaturas. Sabe-se que em elevadas temperaturas o K, da &gua aumenta e provoca uma maior

formacéo de ions hidrénio (HsO") no meio reacional, o que resulta em valores de pH mais baixos.

Em biomassas com maiores teores de acetila o abaixamento do pH é corroborado também
pelos maiores teores de acidos organicos liberados da prépria biomassa para 0 meio reacional,
ndo necessitando de temperaturas tdo elevadas para que seja atingido o pH necessario para a
hidrolise efetiva das hemiceluloses, como € o caso da casca de café. Na Figura 13(B), os efeitos

significativos para remocdo de hemiceluloses sdo apresentados no grafico de Pareto.

Para esta variavel, a temperatura e o tempo apresentaram efeito significativo (p-valor <
0,05) e positivo e, diferente do esperado, a RLS ndo foi significativa na remocdo de
hemiceluloses. Avaliando a remocéo de hemiceluloses por meio dos dados apresentados na
Tabela 7, para as condigdes 6 e 8, em que apenas a RLS foi alterada de 5 para 10 mL g* mantendo
a mesma temperatura (200°C) e tempo (55 min), a falta de influéncia desta variavel é confirmada,
uma vez que a remocao de hemiceluloses para essas condi¢Oes apresentaram valores muito
proximos, 90,1 e 91,3%, respectivamente. Um comportamento semelhante é também observado
para as condi¢cbes menos severas como as condi¢des 9 e 11, que possuem a mesma temperatura

(160°C) e tempo (20 min), com uma remocao de hemicelulose de 21,3 e 22,5%, respectivamente.

O efeito da temperatura na remoc¢édo de hemiceluloses pode ser observado em condicdes
de PTH com tempo curto (20 min) e RLS (7,5 mL g) intermediaria, como pode ser verificado
comparando-se a remoc¢do de hemiceluloses nas condi¢des 1 (120°C) e 2 (200°C), em que 0S
valores de remocdo foram de 3,5 e 80,3%, respectivamente (Figura 12). O mesmo
comportamento pode ser observado para condi¢gdes com tempo mais longo (90 min) e RLS
(7,5 mL g?) intermediéria, em que as condi¢des 3 (120°C) e 4 (200°C) obtiveram valores de
remocdo de 29,1 e 96,1%, respectivamente (Figura 12). A partir desses dados é possivel sugerir
que o maior valor de pH do meio reacional devido ao menor teor de grupos acetila nas cascas de

café demandou uma maior energia de ativacdo para a hidrolise das ligagdes glicosidicas das
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hemiceluloses, energia essa obtida por meio do aumento significativo da temperatura. Portanto,
uma sugestdo para diminuir a temperatura do PTH e obter uma quantidade de remocédo de

hemiceluloses equivalente ¢é a adi¢do de acido acético no meio reacional.

Para confirmar a hipétese levantada, utilizou-se como teste a condi¢do de PTH do ponto
central, uma condicdo mais branda (160°C, 55 min e RLS de 7,5 mL g}). Nesta condicdo foi
adicionado uma quantidade de acido acético suficiente para manter no meio reacional uma
concentracdo de 4% (m/m) do mesmo. Tal valor geralmente € a concentragcdo observada no meio

reacional em PTH para biomassa com maiores teores de acetila, como é caso do bagaco de cana.

O resultado deste ensaio mostrou que a perda de massa do ensaio feito com adicéo
externa de acido acético teve um valor de 29,2%, tal valor foi maior que os 22,5% observado
para a mesma condicdo sem adicdo de acido acético. O mesmo comportamento pdde ser
observado para a variavel remocdo de hemicelulose, para esta variavel o valor de 30,7% foi
superior aos 23,3% observado no ensaio controle. Isto mostra que o fato da biomassa obter menos
grupos acetilas em sua estrutura faz com que maiores valores de temperatura sejam necessarios
para que sejam atingidas maiores remocodes de hemicelulose. Caso o interesse seja trabalhar em
condigdes mais brandas, maiores remocdes de hemicelulose serdo obtidas com adicdo externa de

acido acético.

O modelo polinomial completo para variavel ‘g Hemi / g CPT’, nos termos decodificados,
apresentou falta de ajuste no significativa e é apresentado na Eq.(33), com R% = 0,9952 e R%qj =
0,9661, indicando que 99,52% da variabilidade dos dados experimentais puderam ser explicadas
pelo modelo. Para variavel RHemi, nos termos decodificados, 0 modelo obtido é o descrito pela
Eq.(34) e apresentou R? = 0,99877 e R%qj = 0,9914, indicando que 99,88% dos dados puderam
ser explicados pelo modelo, a boa modelagem foi confirmada pela falta de ajuste ndo significativa

do modelo observada durante os testes de validagéo.

gHemi /gCPT = 0,167 + 0,072 T — 0,040T?% — 0,023t — 0,004t>

— 0,004RLS — 0,001RLS? — 0,023(Tt) — 0,010(T¢t2) Eq.(33)
+0,012(T?t) + 0,002(TRLS) — 0,002(T2RLS)
— 0,012(tRLS)
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R Hemi /(%) = 41,953 + 37,794 T — 13,081T? + 7,736t — 0,640t?
— 0,479RLS + 0,850RLS? — 2,434 (Tt) + 2,749(Tt?) Eq.(34)
—3,917(T?t) + 2,061(TRLS) + 1,503(T?RLS)
+ 0,928(tRLS)

Na Figura 13 sdo apresentados os graficos de Pareto para o teor de lignina na biomassa
pre-tratada (g Lig/ g CPT) e a remocdo de lignina (RLig), respectivamente. Percebe-se que a
variavel tempo apresentou efeito significativo e positivo para a variavel resposta g Lig / g CPT.
Ou seja, maiores tempos de reacdo proporcionam uma fracdo solida pré-tratada com maior teor
de lignina. Esta observacao pode ser explicada de acordo com observado anteriormente, isto é, 0
tempo e a temperatura exerceram um efeito positivo para remocdo de hemiceluloses e com a
solubilizacdo majoritaria desse componente, o enriquecimento da biomassa em termos de lignina
acaba ocorrendo, uma vez que o PTH nao é tdo efetivo para remocdo de lignina devido as reagdes

de condensacéo e repolimerizacdo da mesma em meio acido.

Avaliando-se o diagrama de Pareto apresentado na Figura 13(B) é possivel observar que
a temperatura teve um efeito positivo significativo na remoc¢do da lignina. Isto pode ser
confirmado comparando-se os resultados de remocao de lignina para as condigdes 1 e 2, as quais
possuem 0 mesmo tempo (20 min) e RLS (7,5mL g?) e somente diferem em termos de
temperatura. Na condicdo 1 (120°C) observou-se uma remocao de lignina de 4,0%, enquanto na
condicdo 2 (200°C) uma remocéao de lignina de 69,5% foi observada. O mesmo comportamento
pode ser observado quando se compara a remocao de lignina entre as condicdes 3 (120°C) e 4
(200°C) com 0 mesmo tempo (90 min) e RLS (7,5 mL g™). Na Figura 12 é possivel observar que
a remocéo de lignina na condicdo 3 foi de 19,1% e para condi¢cdo 4 de 54,2%, confirmando o

efeito positivo da temperatura.

Na Figura 13(B) é possivel observar que a interagdo entre a varidvel temperatura e tempo
teve um efeito significativo negativo na remocdo de lignina. Apesar de maiores temperaturas
provocarem a remoc¢do da lignina conforme discutido anteriormente, maiores tempos podem
contribuir para um processo de repolimerizacdo dos fragmentos de lignina na superficie da fibra
da casca pré-tratada em decorréncia da falta de solvéncia do meio reacional e da formacdo de

fons carbbnio na lignina durante o PTH, contribuindo assim para menores valores de remocéo.
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Observando-se os valores de remogéo de lignina na condicéo 2 (200°C; 20 min; RLS de
7,5 mL g*) com a condigdo 4 (200°C; 90 min; RLS de 7,5 mL g™) é possivel notar que a remog&o
de lignina na condicdo de tempo mais longo, 54,2%, foi inferior aos 69,5% observado para a
condicdo de tempo mais curto. Além desta comparacdo, avaliando as condi¢cbes 11 e 12, de
mesma temperatura (160°C) e RLS (10 mL g*) observa-se que para o tempo mais longo (90 min),

houve uma remocao de apenas 12,1% de lignina contra 21,7% para o tempo curto (20 min).

Essas comparagGes demonstraram que tempos mais longos podem contribuir
negativamente para remocao de lignina da fracdo sélida. Tal comportamento ja foi observado
para outras biomassas como o bagaco de cana-de-agUcar, conforme relatado por Baéta et al.
(2016). Esse autor relatou que em elevadas temperaturas a liberacdo de grupos acetila para o
meio é favorecida, e, portanto, o meio reacional teve um valor de pH mais acido, resultando em

uma maior fragmentagao da lignina.

Por outro lado, é necessario que os fragmentos de lignina tenham baixa massa molar para
serem solubilizados e maior teor de grupos hidroxilas fenolicas para interagirem com as
moléculas de H>O do meio reacional por ligagdo intermolecular de hidrogénio. Quando isso ndo
ocorre, um maior tempo ir4 provocar uma repolimerizagdo da lignina na superficie da fracdo
solida, reduzindo a sua remocao. Entretanto, vale destacar que os valores de remocéo de lignina
observados para o PTH da casca de café sdo bem maiores do que aqueles observados para o
bagaco de cana apresentado por Baéta et al. (2016), 6,34 a 26,20%, e por Vallejos et al. (2012)
aproximadamente 6% de remocgdo . Isso sugere que a lignina contida na casca de café deve
possuir composicao e ser estruturalmente diferente daquela contida no bagaco de cana, o que
abre espaco para novos estudos que buscam avaliar as diferencas existentes na lignina desta

biomassa.

O modelo polinomial completo para variavel ‘g Lig / g CPT’, nos termos decodificados,
é apresentado na Eq. (35), com R? = 0,9756 e R%gq = 0,8294, indicando que 97,56% da
variabilidade dos dados experimentais puderam ser explicadas pelo modelo. Para variavel RLig,
nos termos decodificados, 0 modelo obtido € descrito na Eq. (36) e apresentou um R? = 0,9969 e
R2.qj = 0,9786, indicando que 99,69% dos dados puderam ser explicados pelo modelo, além disso

a falta de ajuste do modelo néo foi significativa.

67



Figura 13: Diagrama de Pareto para composi¢do de lignina na casca de café pré-tratada (A) e

para remocao de lignina no pré-tratamento hidrotérmico (B).
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Avaliacdo do PTH na hidrolise enzimatica da casca de café pré-tratada

Apbs o PTH, a fracdo solida foi submetida a ensaios de hidrolise enzimética (HE),

visando avaliar a liberacéo de glicose para posterior fermentacdo a etanol 2G. Na Tabela 8 sdo

apresentados os rendimentos médios obtidos para os ensaios de HE realizados para as 15

condigdes do planejamento experimental.

Observa-se que 0 RHE para a casca de café foi relativamente baixo quando comparado

ao rendimento de outras biomassas pré-tratadas por PTH, por exemplo, para a palha de trigo,
200°C por 40 min, o RHE foi 96% (Perez et al., 2007) e 90,9% para palha pré-tratada a 180°C
por 30 min no trabalho de Ruiz et al. (2012). Ja para o bagaco de sorgo pré-tratado

hidrotermicamente com vapor (exploséo a vapor) obteve-se um RHE de 70% (Zhang et al, 2010).

Para o bagaco de cana pré-tratado a 183°C por 40,7 min, obteve-se um RHE de 62,2% (Baéta,
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2016). Neste trabalho, para a casca de café, o RHE nao ultrapassou 41,4(+0,3)% para a condi¢éo
6 (200°C, 55 min e RLS de 5 mL g?), condicio que gerou a casca de café pré-tratada mais

adequada para HE.

Tabela 8: Rendimentos de glicose médios dos ensaios de hidrolise enzimética da casca de café
pré-tratada.

CE Glicoser/(g) Glicoser/(g) RHE/ (%) RG/ (%)
CB 0,40 0,02 37%0,2 -
1 0,36 0,06 17612 1547
2 0,50 0,13 26334 10,20
3 0,41 0,06 135+31 10,30
4 0,53 0,20 373+06 16,75
5 0,37 0,06 151+0,8 11,38
6 0,53 0,22 414+03 24,11
7 0,38 0,07 170+04 1517
8 0,59 0,19 320+05 21,12
9 0,39 0,06 142+15 11,84
10 0,45 0,08 183+0,1 1583
11 0,37 0,06 155+0,1 1145
12 0,40 0,09 225+04 19,32
13(C) 0,39 0,09 222406 17,42
14(C) 0,37 0,09 243+03 18,56
15(C) 0,35 0,07 187+11 14,15

CE: condigOes experimentais; CB: casca bruta; Glicoser: glicose
teorica; Glicoser: glicose recuperada; RHE: rendimento de HE; RG:
rendimento global de HE.
Por outro lado, quando comparado com o rendimento encontrado por Santos (2017) para
a casca de café pré-tratada por tratamento oxidativo, na qual obteve-se para melhor condigédo
estudada um RHE de 12%, o rendimento obtido para casca de café pré-tratada por PTH foi
aproximadamente 3,5 vezes maior para a melhor condicao observada (41,3%). Este resultado era
esperado, uma vez que durante o tratamento oxidativo com ozénio, segundo a propria autora,
varios compostos complexos oriundos da oxidacdo da lignina sdo formados e podem prejudicar

a acédo das enzimas devido a suas adsor¢des improdutivas nestes fragmentos.

Um dos motivos para os baixos valores de conversdo enzimatica a glicose observados
para casca de café pré-tratada por PTH pode estar relacionado a baixa carga de enzimas usada
durante o teste de HE, uma vez que o protocolo adotado para realizacdo do teste ndo foi otimizado

para a biomassa em estudo.
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Alguns autores como Eriksson, et al. (2002), apresentam como alternativa para minimizar
aadsorcdo improdutiva a adicdo de surfactante na HE. Os autores creditam a melhora no processo
a capacidade da regido hidrofébica do surfactante de interagir mais facilmente com a lignina do

que as enzimas, permitindo assim uma maior acdo das enzimas celuloliticas sob a celulose.

No grafico de Pareto apresentado na Figura 14 que mostra os efeitos das variaveis
independentes sobre 0 RHE, é possivel observar que assim como observado para os teores de
celulose na composicdo da casca pré-tratada (‘g Cel / g CPT’), apenas a temperatura teve um
efeito significativo (p-valor < 0,05) no RHE. Este resultado era esperado, uma vez que 0S Us0S
de maiores temperaturas favoreceram a obtencdo de uma fragdo solida com maior teor de celulose
e uma maior remocao de hemiceluloses e de lignina na biomassa pré-tratada, portanto, a celulose
estara mais disponivel e acessivel ao ataque enzimatico. Esses resultados corroboram com
aqueles relatados por Imman, et al. (2017) para sabugo de milho, em que as maiores temperaturas

empregadas no PTH favoreceram o aumento da hidrolise enzimatica.

Figura 14: Diagrama de Pareto para o rendimento de hidrélise enzimatica da casca de café pré-
tratata por pré-tratamento hidrotérmico.
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Conforme mencionando anteriormente, uma maior temperatura também levou a obtencéao
de menores teores de hemiceluloses na fracdo sélida, ou seja, ocorreu uma maior remogao deste

componente na biomassa pré-tratada. Com um menor teor de hemiceluloses na biomassa, a
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celulose se torna mais acessivel ao ataque enziméatico, melhorando assim, a conversao de celulose
a glicose. A presenca de hemiceluloses na biomassa dificulta o acesso das celulases a celulose
devido ao impedimento fisico, uma vez que elas diminuem a porosidade média do substrato,

reduzindo, portanto, a acessibilidade das enzimas a celulose (Saritha et al. 2012).

Mussatto et al., (2008) demonstraram em seu estudo utilizando graos usados de cervejaria
que as hemiceluloses influenciaram diretamente no ataque das enzimas ao substrato (celulose),
pois apesar do aumento do teor de lignina na amostra solida gerada apds o pré-tratamento com
acido diluido (solugéo de 1,25% (m/v) de H,SOs; razdo liquido solido igual a 8 ml g, durante
17 minutos a 120° C), a reducgéo do teor de hemiceluloses favoreceu o ataque das enzimas e
consequentemente uma maior taxa de conversdo a glicose. Os autores demonstraram ainda que
uma etapa posterior de deslignificacdo deste material com hidroxido de sodio a 2% (m v'Y) a
120°C por 90 min, melhorou o rendimento de glicose em até 17,4% quando comparado com o

material rico em celulose e lignina.

Uma explicacdo para a melhoria observada pelos autores é a remocao dos fragmentos de
lignina liberados durante o PTH da superficie das fibras pelo tratamento com solucdo de NaOH.
Conforme descrito por Baéta (2016), durante o PTH os fragmentos de lignina podem ficar
aderidos a superficie da fibra, devido a baixa solubilidade dos mesmos no hidrolisado acido,
formando assim droplets de lignina aderidos na superficie da fracdo solida. De acordo com Pan
et al. (2005), a lignina além de criar uma barreira fisica impedindo o acesso das enzimas a
celulose, pode se ligar as enzimas pelo médulo de ligagéo ao carboidrato, levando a uma adsor¢éo

improdutiva e impedindo sua atuacao sobre a celulose.

A modificacdo na lignina da casca de café imposta pelo PTH pdde ser observada
comparando os valores da relagdo entre lignina insoltvel por lignina soltvel em meio 4cido da
biomassa bruta e pré-tratada (Lig insolGvel/Lig soltuvel) durante a caracterizacdo feita pelo
método Klason. Condi¢Ges em que maiores valores da relagdo sdo encontrados, indica que existe
predominancia de uma lignina mais insoltvel na biomassa, quando se compara os valores entre
a casca bruta e as cascas pré-tratadas é possivel verificar o quanto que a lignina foi alterada
durante o pré-tratamento, maiores valores da relacdo lignina insoltvel por lignina solGvel na
casca pré-tratada quando comparado a casca bruta, € um indicativo que apos o pré-tratamento

uma lignina mais recalcitrante ficou remanescente na biomassa.
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A partir da Tabela 9 é possivel perceber que as condigdes de pré-tratamentos mais brandas
com menor temperatura e tempo como as aplicadas para a condicdo 1, ndo tiverem diferencas
significativas no valor da relacdo de lignina insoltvel por soltvel quando comparado a casca de
café bruta. Para condi¢fes de baixa temperatura e elevado tempo como as condi¢des 3 e 5, 0s
valores da relacdo foram superiores aos observado para casca bruta. Estes resultados mostram
que em baixas temperaturas uma maior modificacdo da lignina é observada com elevados tempos

de pré-tratamento.

J& para as condic¢Ges de temperaturas maiores ou igual a 160°C observou-se que em
baixos e altos tempos de contato a lignina é fortemente modificada em relacdo a lignina presente
na casca bruta. E possivel perceber que os valores da relacdo lignina insolGvel por soltvel para
as condicOes 2, 6 e 8 sdo muito superiores ao observado para casca bruta, 0 que mostra que as
ligninas remanescentes nas condi¢des de PTH mais severas sdo mais quimicamente modificadas

que aquelas submetidas a condi¢Ges de PTH mais brandas.

Tabela 9: Relacgéo de lignina insouvel por lignina solivel das amostras solidas de casca de café
brutas e pré-tratadas analisadas durante o método Klaison.

CE Tempo Temp RLS Liginsoluvel/ Lig soluvel

CB - - - 6,7
1 20 120 7,5 7,1
2 20 200 7,5 33,3
3 90 120 7,5 20,0
4 90 200 7,5 25,0
5 55 120 5 20,0
6 55 200 9 25,0
7 55 120 10 25,0
8 55 200 10 50,0
9 20 160 5 25,0

10 90 160 5 50,0
11 20 160 10 25,0
12 90 160 10 33,3
13 55 160 7,5 25,0
14 55 160 7,5 25,0
15 55 160 7,5 25,0

Apesar do efeito da etapa de EA ser considerado positivo em algumas biomassas pré-
tratadas, para a casca de café o efeito da EA apds o PTH néo foi efetivo para o aumento de

desempenho da HE neste trabalho. A fracdo sélida gerada a partir do PTH da condi¢éo 6 obteve
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um rendimento de HE de 41,4(£0,3)% sem a adi¢do da etapa de EA. A mesma fracdo solida apos
passar pela etapa de EA conforme descrito na secdo 4.7, apresentou um RHE de 32,6%. Tais
resultados séo contrarios aos observados por alguns autores, como por exemplo, Wu et al. (2018),
que mostraram um aumento nos valores de RHE de 36,0% para 83,0% para a palha de trigo pré-

tratada por PTH ao utilizar a etapa de EA.

Algumas hipoteses podem ser levantadas para explicar o efeito negativo da etapa de EA
no valor de RHE da casca de café pré-tratada por PTH. Dentre elas, encontra-se a elevada perda
de celulose para a fragdo liquida (extrato alcalino) observada durante o ensaio de EA para a casca
de café pré-tratada hidrotermicamente. A partir do balanco de massa das fragGes sélidas antes e
depois da etapa de EA da casca de café, foi possivel observar que a EA removeu 34,8% de
celulose da fracdo solida. Uma explicacdo para esta elevada remocao de celulose pode estar

relacionada a fragilidade da celulose deixada na fragdo solida da casca de café apds o PTH.

Conforme ja discutido anteriormente, a temperatura teve um efeito significativo e positivo
na solubilizacéo da celulose durante o PTH, indicando que a celulose foi bastante atacada durante
0 pré-tratamento em elevadas temperaturas, e provavelmente houve reducdo de seu grau de
polimerizacdo. A elevada temperatura aplicada na condic¢do 6 (200°C) durante o PTH pode ter
deixado a celulose remanescente mais disponivel, contribuindo assim para uma solubilizacao da

celulose de baixa cristalinidade e/ou de baixo grau de polimerizagdo durante a etapa de EA.

Ao avaliar o valor da remogdo da lignina (9,6%) durante a EA da casca pré-tratada
hidrotermicamente, é possivel observar que esse valor ndo foi satisfatdrio, uma vez que a
extracdo € considerada uma técnica mais seletiva para remogdo de lignina do que de celulose.
Em relacdo a remocdo de hemiceluloses, como a maior parte da mesma ja havia sido removida

no PTH, nenhuma remocéo foi observada durante a etapa de EA.

Quando se avalia a composi¢do da fracdo solida da casca de café apos a etapa de EA
(celulose = 44,9% + 1,4, Lignina = 49,64% + 2,3 e Hemiceluloses = 7,60 % =+ 0,6) é possivel
observar algumas alteracfes em relacdo a composi¢cdo da casca pré-tratada na condicdo 6
(Celulose = 48,25%, Lignina = 38,42% e Hemiceluloses = 4,79%). A fracdo gerada na EA
apresentou um empobrecimento em termo de celulose de aproximadamente 4% e um

enriquecimento em termos de lignina de 11,22%, o que evidencia que a EA para esta biomassa
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ndo foi tao efetiva, uma vez que o enriquecimento final de celulose na mesma n&o ocorreu,

resultando em teores menores do que 0s observados antes desta etapa.

Para melhor avaliar o efeito negativo da etapa de EA no valor de RHE da casca de café
preé-tratada hidrotermicamente, uma andlise estrutural da biomassa antes e depois da EA foi
realizada em termos de morfologia e area superficial. A Figura 15 apresenta imagens de
microscopia eletronica de varredura da casca de café bruta, pré-tratada hidrotermicamente antes
e depois da EA. A partir da comparacdo das imagens apresentadas nas Figura 15(B) e (D) da
fracdo solida antes e depois da etapa de EA, respectivamente, € possivel observar que a fracdo
solida antes da etapa de EA (Figura 15(B)) apresentava aparentemente ser um material mais

poroso quando comparado com a fracdo solida gerada ap6s a EA (Figura 15D).

Além disso, a anélise de &rea superficial realizada na fracdo sélida gerada no PTH da
condicio 6 antes da EA apresentou uma area superficial de 5,71 m?g?, enquanto a area
superficial para a fracdo sélida da condicdo 6 submetida a EA apresentou area superficial igual a
0,0 m2 g*. Valor igual ao observado para a casca de café bruta. A redugdo da area superficial da
biomassa apds a etapa de EA pode ser o motivo para reducdo de aproximadamente 9% no valor
de RHE observado quando compara-se a fracdo solida da condicdo 6 com e sem EA.

Figura 15: Imagem de MEV da casca de café bruta (A), casca do PTH na condicgéo 6 (B),

casca do PTH na condicéo 3 (C), casca do PTH na condicdo 6 + extracdo alcalina (D) e casca
do PTH na condicéo desejabilidade (E).

(A) Casca bruta © (B) Casca PTH condigdo 6 (C) Casca PTH condigdo 3

i
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(D) Casca PTH condigdo 6 # extragéo (E) Casca PTH condigio desejabilidade
alcalina
-

R = ¥
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A efetividade do PTH da casca de café no aumento do RHE pode ser confirmada
avaliando as caracteristicas morfoldgicas das fracdes sélidas geradas antes e depois do PTH. E
possivel observar que, até mesmo para a condicao de pré-tratamento 3 (120°C, 90 min e RLS de
7,5 mL g}, que apresentou um menor valor de RHE (13,5%), o valor do RHE foi 4 vezes maior
que o rendimento observado para casca de café bruta (3,7%). Para a condi¢do de PTH que gerou
o melhor substrato para HE, condicdo 6 (200°C, 55 min e RLS de 5 mL g*), o RHE foi 11 vezes

superior ao observado para casca bruta, atingindo um valor de 41,4%.

Tais resultados indicam que, apesar de ainda ndo ter sido possivel obter elevados
rendimentos, o PTH foi eficiente em tornar a celulose da casca de café mais disponivel para o
ataque enzimatico. Este aumento de acessibilidade provocado pelo PTH pode ser confirmado
quando se avalia as imagens de MEV da casca de café bruta (Figura 16(A)), pre-tratada pela
condicdo 3 (Figura 16(C)) e condicdo 6 (Figura 16(B)). A partir dessas imagens é possivel
observar que a condicdo 6, de elevada severidade (4,7), gerou uma fracdo sélida bastante
modificada morfologicamente em relacdo a casca bruta. Ja para a fracdo solida obtida pela

condicdo 3, de menor severidade (2,5), tal modificacdo nédo foi téo efetiva.

O efeito da severidade do PTH no aumento da &rea superficial da fracdo sdlida e
consequentemente no RHE pode ser observado comparando os valores de area superficial para
casca de café bruta sem pré-tratamento (0,0 m? gl), casca pré-tratada pela condicdo 3, de
severidade intermediaria (1,19 m? g%) e casca pré-tratada pela condigdo 6, elevada severidade
(5,79 m? gb). E possivel observar que o aumento da severidade do PTH provocou um aumento
na area superficial da fragdo solida e, consequentemente, uma melhoria nos valores de RHE.
Varios autores como Laureano-Perez et al. (2005) e Mosier et al. (2005), atribuem o aumento da
area superficial da fracdo sélida apos o pré-tratamento como sendo um dos principais motivos

para a melhoria do desempenho da HE de materiais lignocelulésicos.

Para prever uma condicdo de PTH considerada capaz de gerar uma casca de café pré-
tratada adequada para producdo de etanol 2G, além do RHE o RG do processo foi estimado
conforme apresentado na secdo 4.8. Diferentemente do RHE que considera somente a etapa de
HE, o RG considera a quantidade de glicose que entra no volume de contorno total, o qual €
composto pela etapa de PTH e hidrdlise enzimatica. Para a melhor condicédo de pré-tratamento

observada no planejamento experimental, condi¢cdo 6, 0 RG, que considera a quantidade de
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glicose recuperada na fase liquida da HE em relagdo a quantidade de glicose que entra no pré-

tratamento da biomassa bruta, foi de 24,1%.

Conforme descrito na se¢éo 4.8, um algoritmo de predicédo de desejabilidade que utiliza
como dados de entrada diferentes varidveis reposta obtidas para as distintas condi¢cdes de pré-
tratamento foi utilizado para predizer qual seria a melhor condi¢do de PTH para se obter o maior
rendimento global de recuperacdo de glicose. Na Figura 16 é apresentado o perfil de valores
preditos de acordo com o algoritmo, indicando a melhor condicdo de PTH, bem como as

respostas preditas para cada uma das variaveis dependentes consideradas no estudo.

Figura 16: Perfil dos valores previstos para condicdo de desejabilidade de acordo com o
algoritmo de predicéo.
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Na Figura 17 é possivel observar que o algoritmo apontou que a melhor condi¢do de PTH
para geracao de uma fracdo solida capaz de ser usada para producéo de etanol 2G foi temperatura
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200°C, tempo de 41 min e RLS de 5 mL g*. Os valores das variaveis dependentes previstas pelo
algoritmo séo apresentados na Tabela 9. A fim de avaliar a exatiddo da previsdo do algoritmo, o
PTH na condicéo prevista foi realizado e a fracdo solida gerada foi caracterizada e os valores de
remogdo de celulose, hemiceluloses e lignina determinados. O ensaio de hidrdlise enzimatica
para fragdo solida gerada foi realizado e os valores de RHE e RG foram calculados. A partir dos
resultados apresentados na Tabela 9 € possivel observar que o algoritmo apresentou uma exatiddo

considerada satisfatéria com valores entre 70 e 110% para todas as variaveis respostas.

Tabela 9: Valores das variaveis dependentes para condi¢do de desejabilidade prevista pelo
modelo e as obtidas experimentalmente.

Hemi / ) RCel / RHemi / RLig/ RHE /
Cel / (%) Lig/ (%) Balanco RG / (%)
(%) (%) (%) (%) (%)
Previsto 47,2 6,9 35,2 89,3 45,9 86,7 52,8 - 39,2
Observado  47,9+1,7 58+0,4 38,2+1,2 93,3+24 43,1+1,3 89,5+0,8 47,4+1,1 51,3+2,3 29,3+2,1
Exatidao 101,6 83,4 108,7 104,4 94,0 103,3 89,8 74,7

(%0)

Avaliando o valor de RHE experimental obtido a partir da fracdo solida pré-tratada na
condicdo de desejabilidade prevista pelo algoritmo (51,30%), e comparando com o valor de RHE
para a melhor condigcdo observada durante o planejamento experimental condicdo 6 (41%), é
possivel observar que a condicdo prevista pelo algoritmo foi capaz de gerar um substrato mais
adequado para a HE. Considerando o valor de RG, é possivel observar que a condi¢do de
desejabilidade apresentou um valor superior (29,3%) aos 24,1% observados para a condicéo 6.
A condicéo de desejabilidade prevista pelo algoritmo (200°C, 41 min e RLS de 5 mL g) diferiu
da condicdo 6 do planejamento experimental (200°C; 55 min e RLS de 5 mL g!) somente na

variavel tempo.

Na condigéo de desejabilidade, o PTH foi realizado em tempo mais curto (41 min) quando
comparado ao PTH na condicdo 6 (55 min). De acordo com o discutido anteriormente, tempos
mais longos de PTH combinados com elevadas temperaturas podem provocar a repolimerizacéo
de fragmentos de ligninas na fracdo solida, e, portanto, tais fragmentos por sua vez podem
interagir com as enzimas celuloliticas impedindo que as mesmas acessem a celulose de forma
efetiva. Possivelmente, esta seja a explicacdo para o maior valor de RHE observado para
condicéo de desejabilidade quando comparado ao valor de RHE observado para a fracdo solida
gerada no PTH na condicdo 6 (tempo mais longo).
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5.1.2. Avaliagéo do efeito da carga enziméatica no RHE

Visando avaliar o efeito da utilizacdo de uma maior carga de enzimas na conversao
enzimatica da celulose a glicose com o objetivo de aumentar o rendimento global do processo,
avaliou-se a HE da casca de café na condicdo de desejabilidade para etanol. Foram realizados
testes para avaliar a cinética da HE para cargas enzimaticas iguais a 10, 20, 40 e 80 FPU g de

casca em base seca™® e os resultados sio apresentados na Figura 17.

Figura 17: Cinética enzimatica para diferentes cargas de enzima pra CDE
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Nota-se que as concentragdes de glicose nos testes sobem de 23,05 g L™ com uma carga
enzimatica de 10 FPU para 30,48 g L™, 36,259 L™ 39,81 gL? ao utilizar cargas enzimaticas
de 20, 40 e 80 FPU respectivamente. O aumento da carga enzimatica mostrou uma relacdo

proporcional com a conversdo de celulose a glicose, 0 que aumenta o RHE.

Por outro lado, observa-se que ao aumentar a carga enzimatica de 40 para 80 FPU g de
casca em base seca™ a concentrago de glicose aumentou em aproximadamente 3 g L™ (aumento
do RHE de 75,33% para 83,07%., Pensando-se em uma aplicacdo em um processo industrial,
este aumento pode ndo ser atrativo, uma vez que o dobro da carga enzimatica apresentou pouca
melhora no rendimento e concentracdo de glicose. Portanto, visando um aumento na conversao
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enzimatica, porém avaliando-se um melhor custo beneficio a carga enzimatica de 40 FPU pode
ser considerada como carga ideal. Para tal carga o rendimento global do processo foi de 50,01%,

alor superior aos 29% observados para a carga enzimatica de 10 FPU g de casca em base seca™.
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5.1.3. Conclusdes a respeito do desempenho do pré-tratamento hidrotérmico

e o efeito do mesmo na hidrolise enzimatica

Em relacdo ao objetivo especifico | que aborda a questdo do efeito das variaveis
independentes temperatura, tempo e RLS no pré-tratamento da casca de café foi possivel
concluir de forma geral, que a variavel temperatura apresentou efeito positivo sobre a remogao
dos trés constituintes majoritarios da biomassa, ou seja, maiores temperaturas no processo

resultam em maiores solubilizagdes de celulose, hemicelulose e lignina.

Ja a variavel tempo mostrou-se efeito positivo para remocao da celulose e hemicelulose,
porém, para a variavel remocéo de lignina sua interacdo com a temperatura apresentou efeito
negativo, isto permite concluir que maiores temperaturas e tempo de pré-tratamento diminuem
a remocéo de lignina pelo efeito da condensacao e repolimerizacdo durante o processo. Sobre
a RLS foi possivel concluir que esta variavel ndo apresenta efeito significativo na remocédo de
nenhum dos constituintes majoritarios, o que indica que condi¢Ges que utilizem menores
quantidades de agua e consequentemente impacte menos o ambiente sejam preferidas. Em
relacdo ao pré-tratamento, também foi possivel concluir que a menor concentracdo de grupos
acetila na estrutura da casca de café pode ter sido o fator responsavel pela necessidade de

maiores temperaturas para remocdo da hemicelulose.

No que diz respeito ao objetivo especifico Il, o qual visou avaliar a melhor condig&o de
pré-tratamento para gerar um substrato com maior qualidade para hidrolise enzimatica, foi
possivel concluir que a condi¢do que apresentou melhor rendimento (RHE-75,33%) foi a
condigao de pré-tratamento de 200°C, 41 min e RLS de 5 mL g com uma carga enzimatica de
40 FPU g de substrato seco™. Entretanto, nessa temperatura foram observadas altas perdas de
massa e grande remocdo de celulose durante o pré-tratamento, o que proporcionou baixos
rendimentos globais (RG ~50%) no processo de recuperacédo de glicose e permitiu concluir que
a utilizacdo da fracao de celulose perdida durante o pré-tratamento na fracdo liquida, juntamente
com a fracdo de hemicelulose, deveriam ser consideradas um substrato potencial para geracéo
de outros produtos como, por exemplo, 0 biogas.

Ja sobre o objetivo especifico I11, o qual teve o intuito de verificar o efeito da incluséo
da etapa de extragdo alcalina na melhoria do rendimento da hidrélise enzimatica foi possivel
concluir que a implementacdo desta etapa para a casca de café ndo surtiu efeito positivo, haja
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vista que durante o processo observou-se elevadas perdas de celulose da fragdo solida para
fracdo liquida, o que provocou uma reducdo da composicao da celulose no substrato que foi

submetido a hidrélise enzimatica.

5.2.Efeito do pré-tratamento hidrotérmico no hidrolisado hemicelulésico e

producdo bioquimica de metano a partir da casca pré-tratada

Conforme observado anteriormente, o pré-tratamento para casca de café mostrou que a
biomassa em questdo necessita de elevadas temperaturas para atingir boas solubiliza¢des de
hemicelulose, no entanto, em condigbes mais severas também se observa uma elevada
solubilizacdo de celulose para fracdo liquida. A solubilizacdo de parte das hexoses que
poderiam ser usadas para producdo de etanol utilizando a fracdo sdlida do PTH, abre a
possibilidade para avaliar a utilizacdo da fragdo sélida e liquida remanescente ao pré-tratamento

para producdo de outros biocombustiveis como o biogas por digestdo anaerobia.

Na Figura 18 sdo apresentados os diagramas de Pareto, 0s quais sdo responsaveis por
mostrarem o efeito das variaveis independentes do pré-tratamento nas variaveis respostas que
definem a caracteristica dos hidrolisados gerados para serem usados em um processo de
digestdo anaerdbia. Para tanto, a caracterizacao dos hidrolisados com base na concentracdo em
g/L de DQO e/ou outros compostos observados no hidrolisado € apresentada na Figura 19 (A e
B). As variaveis foram estudadas em g L™t uma vez que se considerou que a concentragao destes
compostos no hidrolisado é o que possui influéncia nos testes de PBM. E valido destacar que,
por utilizar as concentragcdes dos compostos, a RLS tem efeito significativo sempre, entretanto,
tal comportamento é esperado uma vez que baixas RLS acarretam em maiores concentracfes

no final do processo.

Na Figura 18 (A) e na Figura 19 (A) é possivel observar que a temperatura teve um
efeito significativo positivo na concentracdo de DQO do hidrolisado em relagdo a massa de
casca bruta de entrada no PTH. Tal comportamento atribui-se ao fato de altas temperaturas
solubilizarem maiores teores de compostos da biomassa, disponibilizando-os assim para a

fracdo liquida.

Além da temperatura, observa-se um efeito significativo negativo da interacdo das

variaveis independentes tempo e temperatura. A interacdo negativa destas variaveis pode ser
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observada ao avaliar a DQO de condig8es mais severas. Por exemplo, em 200 °C e RLS 10 ml
g, observa-se uma reducdo da concentracio de DQO ao aumentar o tempo de 20 para 90
minutos (condicBes 2 e 4), indicando que em altas temperaturas ocorre maior solubilizacdo de
DQO. Por outro lado, altos tempos podem contribuir, como j& foi discutido anteriormente, com
as reacgdes repolimerizagdo ou condensacdo de fragmentos de matéria organica até entdo
soluveis. Esta repolimerizacdo pode, por sua vez, contribuir para diminuigdo da concentracdo
de DQO no meio.

E importante destacar também que a casca de café apresentou baixa solubilizacdo da
DQO durante o PTH. Por exemplo, para a condi¢do 12 (160°C, 90 min e 10 mL H,O gCC™),
aquela que apresentou no hidrolisado uma maior quantidade de DQO solubilizada em relacédo
a quantidade de DQO que entra no pré-tratamento por massa de casca bruta, observa-se que
apenas 13,6% da DQO disponivel na casca bruta (1,29 gDQO g casca bruta™) foi solubilizada.
Ja para as condicBes de menor solubilizagdo, como a condi¢do experimental 1 (120°C, 20 min
e 7,5 mL H,0 gCC™), esse valor é reduzido para 4,6% de solubilizagio. Isto mostra que em
termos de solubilizacdo de DQO o PTH néo foi tdo efetivo, mostrando que uma parte da matéria
organica presente na biomassa nao é solubilizada durante o pré-tratamento hidrotérmico. Outra
possivel justificativa é a oxidacdo de compostos a alta temperatura, reduzindo a disponibilidade
de DQO solavel.

Avaliando-se a concentracdo de agUcares redutores, Figura 19, € possivel perceber que
as condicdes de temperatura igual a 200 °C (condicGes experimentais 2, 4, 6 e 8) foram as que
obtiveram uma maior solubilizagdo dos agUcares redutores por grama de casca bruta alimentada
no pré-tratamento. Tais resultados estdo de acordo com o comportamento observado para o
efeito do pré-tratamento nas caracteristicas da fracdo solida, uma vez que apenas para esta
temperatura foram observadas remocdes consideraveis de celulose e hemicelulose da fracéo

solida para fracdo liquida.
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Figura 18: Gréaficos de Pareto para as variaveis respostas dos hidrolisados
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Figura 19: Concentragdo dos compostos do hidrolisado(a) DQO (B) acucares redutores,
cafeina, fenois, HMF, FF e fendis.
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A Figura 18 (B) apresenta o diagrama de Pareto da variavel resposta agucares redutores.
Observa-se que a variavel independente temperatura teve um efeito significativo (positivo) na
quantidade de agucares redutores, indicando que quanto maior a temperatura, maior o teor de
acucares redutores no hidrolisado hemicelulésico gerado no PTH, o que era esperado, uma vez
que em maiores temperaturas observa-se uma hidrélise mais efetiva dos carboidratos presentes
na biomassa. Este efeito da temperatura na concentracdo de agucares na fragdo soltvel de pré-
tratamento hidrotérmico foi observado por Wang et al. (2018) ao pré-tratar hidrotermicamente
a palha de arroz (10% de sélidos e 15 minutos) . Os autores observam um aumento de glicose

de1,3gL?! paral,9gLexilosede0gLtpara0,3gL? aoaumentar atemperatura de pré-
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tratamento de 90 para 210 °C indicando que a hidrolise dos aglUcares aumentou com a

severidade do tratamento.

Na Figura 18 (D) e apresentado o diagrama de Pareto da varidvel concentracdo de
cafeina. Para esta variavel resposta, as varidveis independentes tempo e temperatura
apresentaram efeito significativo negativo. Diante dos resultados, é possivel afirmar que
maiores temperaturas e tempos contribuem para menores quantidades de cafeina na fragcdo
liqguida. O efeito negativo da temperatura na cafeina pode ser avaliado comparando a
concentragdo da substancia no hidrolisado da condigdo 8 (200°C; 55 min e RLS de 10 mL H.O
gCC™?) com a condicéo 7, em que, a Unica diferenca foi a temperatura (120°C). De acordo com
0 apresentado na Figura 19 (B) o valor da concentracdo de cafeina para condicdo de menor
temperatura (condicdo 7 - 0,57g L) foi 128% maior que a observada para condicio de maior

temperatura (condigdo 8 - 0,25g L ™).

Uma possivel explicacdo para este comportamento esteja associada ao ponto de ebulicédo
da cafeina (178°C), em temperaturas superiores como a utilizada na condicéo 8 (200°C), parte
da cafeina pode ser perdida do sistema na forma de vapor ou até mesmo degradada em outros
compostos volateis que saem durante abertura do reator apds pré-tratamento na forma de vapor.
Os valores da concentracdo de cafeina no hidrolisado podem ser importante uma vez que,
segundo estudo desenvolvido por Prabhudessai et al. (2009), concentragdes maiores de cafeina
no meio foram capazes de melhorar a performance dos microrganismos, aumentando a
producdo de biogds, uma vez que este composto pode atuar como estimulante para 0s

microrganismos.

Para avaliar qual das condigdes de PTH geraria a maior quantidade de inibidores pela
desidratacdo de acUcares, as concentracbes de FF e HMF foram avaliadas em conjunto.
Observa-se na Figura 18 (E) que maiores temperaturas e maiores tempos (efeitos significativos
positivos) favoreceram para uma maior formacéo destes inibidores no hidrolisado. Na Figura
19 (B) é possivel observar que s6 ocorre a formacdo de HMF nas condi¢es de temperatura
igual a 200°C (2, 4, 6 e 8) que sdo aquelas nas quais ocorre maior solubilizacdo de celulose. J&
a formacdo de FF, ocorre também além das condicdes de 200°C, nas condi¢cbes de 160°C e

tempo superior a 55 minutos.
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Observa-se também que as maiores temperaturas além de contribuirem para maiores
conversdes de acUcares em produtos de inibicdo (FF e HMF), também apresenta efeito
significativo positivo, Figura 18 (C), na solubilizacdo de compostos fendlicos. Quando se
compara na Figura 19 (B) a concentracdo de compostos fendlicos na condicdo 5 (1,51 g
fendlicos L) com a condigdo 8 (2,22 g fendlicos L 1), em que o que difere é a temperatura de
120°C para condigdo 5 e 200°C para condicao 8, percebe-se o efeito positivo da temperatura na

solubilizacdo destes compostos.
5.2.1. Potencial bioquimico de producéo de metano (PBM) da casca de café

Em funcdo das diferencas observadas nas caracteristicas da fracao hidrolisada apos o
pré-tratamento térmico e com intuito de minimizar o nimero de experimentos para avaliar a
digestdo anaerdbia da fracdo pré-tratada e pensando na possibilidade de utilizar o melhor
hidrolisado como substrato para DA foram gerada condi¢Oes para levar para a DA visando
producdo de biogas, conforme descrito no item 4.10 da metodologia. Considerando algumas
variaveis respostas observadas para o hidrolisado, utilizou-se a ferramenta de desejabilidade
para predizer algumas condicOes de pré-tratamento de acordo com os critérios estabelecidos
pelo pesquisador (Tabela 6), as escolhas tiveram como intuito avaliar a producéo de biogés do

hidrolisado pré-tratado em diferentes condi¢des de pré-tratamento.

As variaveis respostas que direcionaram a defini¢do das condicGes de pré-tratamento
desejaveis foram a concentracdo de acUcar redutor e de fendis na fracdo hidrolisada, a escolha
destas variaveis ocorreu, pois, 0 acUcar é teoricamente a fonte de carbono de mais facil
degradacéo para os microrganismos e 0s compostos fendlicos sdo considerados inibidores para
0 processo de digestdo anaerobia (Battista et al. 2014). A partir da utilizacdo da ferramenta de
desejabilidade e com base nas atribuicdes de peso dada para as variaveis respostas, trés

condicdes de desejabilidade foram avaliadas.

A primeira condi¢do CDB1 (120°C; RLS 5 mL.g™}; 20 min) teve como objetivo atingir
uma condicdo de pré-tratamento capaz de produzir um hidrolisado com o maximo de agucares
redutores possivel e com a menor concentracao possivel de fendis, ja a segunda condi¢cdo CDB2
(189°C; RLS 5 mL.g%; 90 min) teve como objetivo buscar uma elevada concentragdo de agtcar
e concentracdo intermediaria de compostos fenolicos, ao passo que a terceira condicdo CDB3
(200°C; RLS 5 mL.g%; 61 min) buscou alcancar elevadas concentragdes de agtcar e elevadas
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concentragGes de compostos fendlicos no hidrolisado. A composicdo das fracdes solida e

liquida gerada nestas condicdes sdo apresentados na Tabela 10 e Figura 20.

Tabela 10: Caracterizacdo da fracédo solida gerada para as CDB

CE Celulose Hemiceluloses Lignina Balanco Remocdo Remocdo Remogéao

(%) (%) (%) (%)  Cel (%) Hemi (%) Lig (%)
CDB1 30,6%0,2  21+50  37,5t05 8915 31,77 28,27 2,90
CDB2 36,6+1,7  11,1+1,2  381+4 858 35,86 70,20 22,47
CDB3 481+2,1  7,8:02  40,7#38 96,6 38,12 84,63 39,20

A partir da Figura 20(A) é possivel perceber que, o comportamento observado durante
0 pré-tratamento realizado nas condicOes estabelecidas de acordo com o planejamento
experimental foi 0 mesmo observado nas condi¢6es de desejabilidade para producao de biogas.
Observou-se que a condi¢do mais severa, CDB3 (log Ro = 4,73), gerou um hidrolisado com
maior concentracdo de acUcar quando comparado as condi¢cfes menos severas como as
condi¢Bes CDBL1 (log Ro = 4,57) e CDB2 (log Ro = 1,84). Além disso, foi possivel perceber
que da mesma forma que o observado nos ensaios do planejamento experimental, as condic¢Ges
de maiores severidades geraram também hidrolisados com maiores concentragdes de fenois. Na
Figura 21 (B) conforme ja era esperado, as maiores severidades no pré-tratamento provocaram
maiores solubilizacbes na matéria organica, o que pode ser confirmada pelas maiores
concentragcOes de DQO no hidrolisado das condi¢cbes DQO CDB3 > CDB2 >CDB1.

Visando avaliar a possibilidade do uso integral de toda a fracdo pré-tratada gerada
durante o pré-tratamento (fase sélida + liquida), bem como compreender como a digestdo
anaerobia acontece na fragdo sélida e liquida separadamente, realizou-se os ensaios de digestdo
anaerobia de forma que todas as fragdes da biomassa pos pré-tratamento fossem aproveitadas.
Além de avaliar a digestdo do hidrolisado e da fracdo sélida de forma separada, também foi
avaliada a digestao das partes sélida e liquida (S+L) em conjunto, ou seja, como saem do reator
de pré-tratamento. Tal estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade de usar a casca pré-
tratada diretamente para producéo de biogas sem a necessidade de utilizacdo de uma unidade

de operacdo unitaria para separacdo das fracGes.
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Figura 20 Concentracdo dos compostos do hidrolisado (A) acucares redutores, fendis.
HMF, FF e inibidores e (B) DQO
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A digestdo da casca bruta também foi avaliada para fim de comparacéo da eficiéncia do
pré-tratamento no aumento da biodegradabilidade da casca de café. Desta forma, para cada
condicdo de desejabilidade para biogas foram realizados os ensaios de potencial bioquimico de
metano (PBM) com a fracdo liquida (L), fracdo sélida (S) e fracdo s6lida e liquida (S+L). Na
Tabela 11 séo apresentados os valores da concentracdo inicial nos testes de PBM dos compostos
fendlicos, agucares redutores e DQO e na Figura 21 sdo apresentadas as produgdes acumuladas

de metano ao final do teste para as condigdes estudadas.

Avaliando a Figura 21 é possivel perceber que de forma geral o PTH foi eficiente na
producdo de biogas em relacdo a casca de café bruta. Isto pode ser facilmente observado

comparando o valor da producdo de biogas da casca bruta com as fragdes sélidas (S) e (S+L)
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das condi¢des de menores severidades CDB 1 e 2. O aumento na producao de biogas observado

na fracdo solida apds o pré-tratamento, pode estar associado ao fato do pré-tratamento deixar

0s acucares nestas duas condi¢cdes mais hidrolisaveis e acessiveis aos microrganismos,

principalmente quando comparados aos aglcares presentes na caca bruta, 0s quais se

apresentam intactos na estrutura da biomassa, bem como aqueles presentes nas condi¢cdes mais

severas, 0s quais apesar de estarem hidrolisaveis, estdo acompanhados de altas quantidades de

fragmentos fendlicos liberados durante o pré-tratamento nestas condicdes.

Tabela 11: Caracterizagdo de alguns compostos na entrada dos ensaios de PBM

Condicéio Fendlicos DQO Holocelulose Acucares Agﬂ_cares
(g/L) (a/L) (g/L) Redutores (g/L) Totais (g/L)
Casca Bruta 0,2 119,2 52,1 0 52,1
CDB1L 0,2 4 0 0,5 0,5
CDB2L 0,4 5 0 0,8 0,8
CDB3L 0,6 6 0 11 11
CDB 1 S+L 0,4 86,5 17,7 11 18,8
CDB 2 S+L 0,8 106,5 13,6 2,9 16,5
CDB 3 S+L 1,7 116,8 19,1 4,2 23,3
CDB1S 0,2 145,2 24,4 0 24,4
CDB2S 11 131,3 20,6 0 20,6
CDB3S 4,6 138 28,7 0 28,7
Figura 21: Producdo acumulada de CH4
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Por outro lado, as digestdes S e S+L da condicdo CDB 3, maior severidade (4,73)
apresentou uma maior solubilizacdo dos acUcares da fracdo solida para fracdo liquida, o que
tornou a fracdo solida mais rica em lignina e compostos inibitérios, como 0s compostos
fendlicos. Monlau et al. (2014) descrevem que os compostos fendlicos podem danificar as
células dos organismos presentes no consércio microbiano da DA, alterando seletivamente a
permeabilidade da membrana, o que os tornam mais toxicos que os furanos. Os autores
destacam ainda que os compostos fenolicos de baixo peso molecular sdo aqueles considerados
mais tdxicos para 0s microrganismos. Portanto, a alta concentracdo destes compostos
observados no inicio dos testes de PBM das condicbes CDB 3S e CDB 3S+L conforme
apresentando na Tabela 11, pode ter interferido na estabilidade dos microrganismos, o que

provocou uma inibicdo na producdo de metano nestes testes.

Comparando-se as DA das condigdes 1 e 2 nos estados solido (S) e semissolido (S+L),
observa-se uma leve reducdo na producdo de biogas das condigdes CDB 1 S (23,9 NmL CH4
gDQO™?) para CDB 2 S (17,8 NmL CH4 gDQO™) e CDB 1S+L (22,9 NmL CH4 gDQO™) para
CDB 2 S+L (16,2 NmL CH4 gDQO™). Essa reducdo na producao de biogas apresentou relagéo
com 0 aumento da concentracdo de compostos fendlicos no inicio dos ensaios de PBM nas
fracdes solida e sélida mais liquida da condigdo 1 para condicdo 2, aumentos de 100 a 500% na

concentracdo de fendis foram observados.

Também foi possivel verificar uma reducéo na producédo de biogas ao digerir as fracoes
solida e liquida em conjunto quando comparada com as fragdes sélida e liquida separadamente
para todas as condicOes de pré-tratamento. Este decréscimo na producédo de biogas pode estar
associado ao fato de, ao tentarem digerir as fracGes em conjunto, 0s microrganismos poderem
utilizar a fracdo sélida como meio de suporte. Entretanto, como nesta fracdo sélida possui
grande quantidade de compostos fenolicos, os quais prejudicam o metabolismo dos
microrganismos, a digestdo dos acUcares que se encontram solUveis na fracdo liquida se vé
prejudicada. A Figura 22 mostra que a relacdo entre a concentracdo de fenois e producao de
biogéas seguiu uma relacéo linear inversamente proporcional. Além disso, é valido ressaltar que
a medida que a severidade do pré-tratamento aumenta, a concentragdo de fendis aumenta e a

producéo de biogas diminui.
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A grande quantidade de fenois observada nas condigdes sélida e semissolida pode ter
contribuido para aumento da fase lag na digestdo anaerdbia destas condi¢cdes conforme pode
ser observado na Tabela 12. O estudo de Poirier et al. (2016) que mostrou que maiores
concentracOes de fenodis aumentaram a fase lag da DA corroboram para esta observagdo. Além
disso, Chapleur et al. (2016) mostraram que concentra¢@es de fenois de 1,00, 1,50, 2,00 e 4,00
g/L reduziram respectivamente 10, 29, 78 e 98% a producdo de metano em relagédo ao frasco
controle. Poirier e Chapleur (2018), destacam ainda que, a suplementacdo do meio com carvao
ativado foi eficiente em reduzir a inibicdo causada por este composto e melhorar a porugéo de
metano. Portanto, pode-se atribuir a extensa fase lag das condi¢cGes de maior severidade a
presenca de fendis no sistema. Exceto para casca bruta, a qual a concentracao de fendlicos é
baixa, e sua fase lag se deve a dificil degradacdo dos seus compostos, 0s quais estdo com sua

estrtura intactas.

Figura 22: Relacdo entre a concentracdo de fendis e producao de biogas nos testes S e S+L

Producdo de biogas vs Concentragdo de Produgdo de biogas vs Concentragdo de
compostos Fenolicos na DA-S compostos Fenolicos na DA-S
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Né&o foram encontrados trabalhos na literatura que tenham avaliado o efeito da digestdo
da casca de café submetida ao pré-tratamento hidrotérmico separando-se as fragdes solida e
liquida. Todavia, foi possivel comparar os resultados com outras biomassas e com a casca de
café pré-tratada com outros pré-tratamentos. Por exemplo, Chandra et al. (2012) observaram
em seu trabalho um aumento de 220% na producao de metano para palha de arroz pré-tratada
hidrotermicamente a 200 °C durante 10 minutos em relacdo a palha ndo tratada. O aumento
observado pelos autores foi de 59,8 ml CHs g SSV* para 132 ml CHs g SSVL. No presente
trabalho, para a DA da fracdo solida da casca de café na melhor condi¢cdo de pré-tratamento,
houve um aumento de producéo de metano de 356%, de 13,12 ml CH4 g SSV! na casca bruta

para 40,08 ml CH, g SSV! para a fracdo solida gerada na condicio CDB 18.
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J& Baéta et al. (2017) e Passos et al. (2018) obtiveram resultados interessantes para a
casca de café em condi¢des semissolidas (S+L) quando ambos realizaram o pré-tratamento
hidrotérmico por explosao a vapor. O primeiro obteve uma producdo de CH, para condicéo de
pré-tratamento de 120 °C e 60 min de 144,96 NmL CH4 gDQO™, enquanto o segunto obteve
uma producdo de 196 NmL CHa gSSV. A explicacdo para o maior rendimento nos dois
trabalhos citados pode estar relacionada ao fato do pré tratamento utilizado pelos autores ter
sido a exploséo a vapor. Este pré-tratamento permite uma maior fragmentacdo da biomassa
quando comparada com o pré-tratamento hidrotermico sem vapor. Desta forma, os
componentes da biomassa lignocelulésica encontram-se mais disponiveis a acdo dos

microrganismos.

A explosdo a vapor também gera menos compostos fendlicos como subprodutos do pré
tratamento, uma vez que durante a despresurizagdo que ocorre no processo parte dos fenois
volateis saem do sistema junto com o vapor. Além disso, Passos et al. (2018) mostrou que o
pré-tratamento por explosdo a vapor da casca de café e a biomassa algal em conjunto e sua co-
digestdo apresentou efeito positivo sobre a producdo de biogas. Ambos os autores que
realizaram o pré-tratamento por explosdo a vapor da casca de café, como o observado neste
trabalho para o pré-tratamento hidrotérmico sem a utilizacao de vapor, observaram também que
as condicdes de pré-tratamento mais severas ndo sdo ideais para producdo de biogas, sendo as

condi¢des mais brandas as mais indicadas para esta finalidade.

Em relacdo a digestao anaerdbia dos hidrolisados gerados pelo pré-tratamento da casca
de café, Santos et al. (2018) obtiveram para sua melhor condigdo de pré-tratamento oxidativo
(RLS de 10 mL/g, PTH 11 e COEA de 18,50 mg Osg cascas™) a producéo de 91,1 NmICH,
gDQO! sem adicio de carvéo ativado durante a digestdo anaerébia, e 218,2 NmICH, gDQO™?
na mesma condigdo quando 4 g L™ de carvéo ativado foi adicionado durante o bioprocesso. No
presente trabalho, a condicdo que gerou um hidrolisado que resultou em uma melhor
biodegradabilidade foi a CDB 3 L, atingindo uma producdo de 225,9 NmICHs gDQO™. A
biodegradabilidade deste efluente calculada tomando como base a producéo tedrica maxima
(350 NmL CH4 gDQO™) foi de aproximadamente 64%.

Para a fracdo liquida, diferentemente do observado para as fracGes sélidas e semissolida

a condicdo de pré-tratamento de maior severidade foi aquela que gerou um hidrolisado com
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maior biodegradabilidade, isto pode ser interessante, uma vez que conforme observado
anteriormente as condi¢fes mais severas foram aquelas que apresentaram uma fracdo sélida
com maiores rendimentos de hidrdlise enzimética. A producao destes dois biocombustiveis em
conjunto, usando a fracdo sélida e liquida pode ser uma alternativa para viabilizar a utilizacdo

da casca de café como matéria prima para uma biorrefinaria.

As condicBes de menores severidades CDB 1 L e CDB 2 L geraram hidrolisados com
biodegradabilidade de 37,2% e 38,4%, respectivamente. Na digestdo anaerdbia da fracdo
liquida os ensaios com maiores concentragcdes de fenois foram aqueles que obtiveram maiores
producbes de biogds. Em todas as condi¢fes conforme pode ser observado na Tabela 11 a
concentracio de fenois foram inferiores a 1,0 g L?, quantidade a partir da qual Chapleur et al.
(2016) observou influéncia negativa de 10% na producédo de biogads em um estudo em que
avaliou o efeito da concentragdo de fendis na producédo de biogas, isto pode explicar melhores
indices biodegradabilidade observadas para o hidrolisado gerado nas condicGes de PTH,
qguando comparado a fracao solida e a mistura sélida e liquida gerada pelas mesmas condi¢coes

de pré-tratamento.

Comparando-se a melhor condicdo observada por Santos et al. (2018) utilizando o pré-
tratamento oxidativo com a melhor condicdo do pré-tratamento hidrotérmico, observa-se que o
hidrolisado obtido pelo pré-tratamento hidrotérmico apresentou melhor biodegradabilidade.
Uma possivel explicacdo para isto é a solubilizacdo de agucares para o hidrolisado durante o
pré-tratamento. No processo usando 0zonio de acordo com o0s autores a remocdo de celulose
foi igual a 2,5% e a remocdo de hemicelulose foi igual a 38,9%, valores inferiores aos
observados na CDB 3 do PTH usado neste estudo, as quais foram 55,72% e 86,11%,
respectivamente. Estes resultados sdo coerentes, uma vez que o PTH tem uma maior
seletividade para remocdo de hemicelulose (xilanas) e celulose (glicanas) da casca de café,
guando comparado com o preé tratamento por ozonolise, principalmente em altas temperaturas,

conforme ja discutido anteriormente.

No entanto, em funcdo da maior solubilizacdo da fracdo de carboidratos usando o PTH
esperava-se uma producdo ainda maior de biogas, porém, a presenca de compostos fenolicos
no hidrolisado pode ter influenciado negativamente na producdo de biogas. J& o processo por

oxidagdo usando oz6nio estudado por Santos et al. (2018) ndo solubilizou tanto agUcar, no
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entanto, observou-se uma elevada solubilizacdo de fragmentos de lignina, os quais foram
solubilizados e possivelmente levados a compostos mais simples, haja vista que alguns autores
(Peretz et al., 2017; Zeng et al., 2013, Turhan e Uzman; 2008) tem usado este tipo de pré-
tratamento para degradar os compostos fendlicos e gerar um hidrolisado com uma melhor

condicdo de biodegradabilidade.

Visando avaliar a cinética da producdo de metano, foram testados cinco modelos:
Gompertz modificado, exponencial de duas fases, multiplos estagios e primeira ordem. Os
ajustes dos modelos foram avaliados considerando as fun¢BGes de erro quadratico médio
(RMSE), erro quadratico médio normalizado (NRMSE), coeficiente de determinagdo (R?) e
critério de informacdo de Akaike (AIC). Os parametros cinéticos para cada modelo usado
durante a DA das fragfes S, L e S+L sdo apresentados na Tabela 12, visando melhorar os ajustes
de alguns modelos testados considerou-se como produ¢do maxima, a producdo tedrica de
metano em relagdo a DQO, 350 Nml CH; g DQO™sta acdo visou apresentar um melhor
significado fisico para os modelos, haja vista que néo e possivel obter uma producao de metano

especifica superior a teorica.

Na Tabela 12, sdo apresentados os paramentros cinéticos para a DA em estado sélido,
solido + liquido e liquido das cascas pré-tratadas pelas condi¢cbes CDB 1 (S) e CDB 2 (S),
aquelas em que observou-se producdo de biogéas, além da casca bruta. O modelo que melhor
descreveu a DA da casca de café bruta foi 0 modelo de Gompertz, tal modelo foi aquele que
apresentou menor valor de AIC, assim como para para as frag@es solidas das cascas pré-tratadas
nas condi¢des CDB 1 (S) e CDB 2 (S). Pelo fato da casca bruta possuir uma estrutura mais
complexa e de dificil degradacdo um maior tempo de adaptacdo faz-se necessario por parte dos

microrganismos para o inicio da producéo de biogas.

Observa-se a partir da Tabela 12 e Figura 23 (A-C) que para a digestdo em estado solido,
a casca de café bruta foi a que necessitou de maior tempo de adaptacdo, sendo sua fase lag
superior a 20 dias, valor muito maior que os observados para a fracdo sélida das condi¢des CDB
1 e CDB2. A maior complexidade da casca bruta e menor acessibilidade exige maior eficiéncia
do maquinario enzimatico dos microrganismos. Para digestdo em fase sélida € possivel perceber

que a fracédo sélida gerada pelos pré-tratamentos com menor severidade da casca de café além
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de promover uma melhora na biodegradabilidade em relag&o a casca bruta, também foi eficiénte

na reducdo do periodo de adaptacdo do consércio microbiano (fase lag).

A condicio de (120 °C, 20 min e 5ml g) foi aquela em que a fragdo solida necessitou
de menor periodo de adaptacdo por parte do consércio microbiano, o que pode indicar que nesta
condicdo o pré-tratamento além de melhorar o potencial de producdo de biogés da casca de
café, também contribuiu para melhora na cinética do processo. Para todas condic¢des estudadas
da fracdo solida incluindo a casca bruta, observou-se a presenca de patamares durante 0s ensaios

de producdo de biogés.

Observa-se na Figura 23 (A-C) que para condicao de menor severidade CDB 1, além de
uma maior reducédo na fase lag, os patamares de estabilizacdo sdo menores, isso se deve ao fato
de, nestas condic@es, o pré tratamento ter sido eficiente em tornar os agucares mais facilmente
acessiveis, sem grandes solubilizacdes dos mesmos da superficie da biomassa para o
hidrolisado. J& para condicdo de maior severidade pode ser observado a existéncia de patamares
de estagnacdo maiores durante o processo, porém, menores que o da casca bruta. Tal fato pode
estar associado a complexidade do substrato, a casca bruta apesar de conter aglcares intactos

em sua estrutura, 0s mesmos encontram-se em uma forma muito complexa e pouco disponiveis.

Ja na condicdo mais severa a maior parte dos acgucares foi solubilizada, o que resultou
em uma fracdo solida rica em lignina e fragmentos fendlicos, consequentemente, mais
recalcitrante. Lima et al. (2018) observou em estudo recente a importancia da presenca da
hemicelulose durante a digestao anaerdbia em fase solida do bagaco de cana-de-acUcar. O autor
atribuiu a remocao da hemicelulose da fracéo solida como um dos motivos para piora observada
no rendimento na producdo de biogas apds condic¢des de pré-tratamento mais severas, alegando
que, com a remogdo da hemicelulose a fracdo sélida se torna concentrada em compostos de

mais dificil degradacéo tais como a lignina e celulose.

A Tabela 12 e Figura 23 (D-E) apresentam os dados cinéticos da digestdo em fase
semissolida (S+L). E possivel observar que para digestdo anaerobia da mistura de sélido e
liquido advindas do pré-tratamento houve um efeito de inibicdo quando comparado com 0s
resultados das fraces separadas, resultando em uma menor biodegradabilidade. Além disso, é
possivel observar que, assim como para digestdo sélida, a condicdo CDB 1 teve uma menor
fase lag quando comparado a condigdo CDB 2, o que provavelmente esta relacionado com o
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menor teor de compostos fendlicos presentes na fase solida e maior teor de agucares na fracdo

solida, como discutido anteriormente para digestdo solida.

Na Tabela 12 também sdo apresentadas os parametros dos modelos que melhor se
ajustaram para a DA liquida para os substratos das diferentes condicdes de pré-tratamento. E
possivel observar para todos os substratos modelo de Gompertz foi 0 que melhor se ajustou aos
dados experimentais, o qual € capaz de prever fases de adaptacdo dos microrganismos do

consorcio anaerobio.

Observando os resultados é possivel perceber que houve grande variacdo da fase lag
para as trés condicGes, sendo elas maiores para as condicdes com maiores concentracdes de
compostos fenolicos. Entretanto, vale destacar que, na digestdo liquida houve uma reducéo das
fases lag ao comparar com as digestdes das fases solidas (S) e semissdlida (S+L). Tal fato se
deve aos acUcares presentes no hidrolisado ja estarem hidrolisados ou parcialmente hidrolisavei
e facilmente disponiveis aos microrganismos, assim, o tempo de adaptacdo dos mesmos é

menor.

Vale ressaltar que para a digestdo liquida o hidrolisado gerado pela condicdo CDB 3L,
apesar de possuir o maior teor de inibidores, foi o que obteve um maior rendimento e
biodegradabilidade Figura 23 (H), devido ao seu alto teor de agucares sollveis prontamente
bidegradaveis, diferente do observado por Baéta et al (2016), Baéta et al (2018) e Santos et al
(2018), em que as condi¢cbes com maiores teores de aglcares ndo foram, necessariamente,

aquelas que apresentaram maiores rendimentos devido a presencga de compostos inibitorios.

Pode-se destacar também, que, como os hidrolisados foram diluidos dez vezes para a
realizacdo dos testes, a concentracdo de compostos fendlicos foi reduzida, provavelmente
diminuindo a interferencia destes compostos na producdo de metano. E valido destacar a
necessidade de estudos futuros que visem avaliar o efeito da concetracdo destes compostos
fendlicos presentes no hidrolisado gerado pela casca de café no metabolismo do consércio
anaerobio. O melhor entendimento deste comportamento pode ser importante para aplicacéo

real deste substrato para geracdo de biogas.
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Tabela 12: Pardametros cinéticos e de ajuste de diferentes modelos usados para avaliar a producgéo de biogas a partir da digestdo anaerdbia da casca de café fracdo

solida (S), solida + liquida (S+L) e liquida (L)

MODELO PARAMETROS CB CDB1S CDB2S CDB1S+L CDB2S+L CDBI1L CDB2L CDB3L CDE
Po 4,757 22,603 14,399 22,885 14,917 145,860 133,561 217,649 132,2654
R 1,111 0,903 0,740 1,671 0,668 3,179 5,691 10,201 6,3924
Gompertz A 24,944 7,920 10,090 16,272 21,917 4,023 7,757 8,378 4,4165
modificado RMSE 0,391 1,280 1,238 1,261 0,999 7,768 4,576 7,742 7,3099
NRMSE 5,875 5,367 6,961 5,496 6,043 5,967 3,429 3,427 5,7428
AIC -71,230 23,698 21,016 22,503 3,907 167,945 125,622 167,682 139,2063
R? 0,968 0,977 0,955 0,984 0,969 0,966 0,992 0,992 0,9771
Po 350,000 53,018 44,125 29,000 350,000 350,000 253,633 350,000 173,3726
K 0,002 0,011 0,009 0,024 0,001 0,008 0,015 0,020 0,0333
Primeira RMSE 1,047 2,351 1,981 4,388 2,816 8,454 13,719 24,597 13,1908
ordem NRMSE 15,745 9,856 11,139 19,126 17,024 6,494 10,279 10,889 10,3630
AIC 5,630 70,322 56,627 120,266 84,766 172,719 211,450 258,160 179,3461
R? 0,769 0,923 0,885 0,806 0,752 0,960 0,928 0,916 0,9253
P1 258,082 0,089 0,087 0,100 0,000 0,083 0,000 0,000 40,0000
K1 0,001 0,011 0,009 2,000 0,992 1,988 1,957 1,929 0,0010
Exponencial P2 12,000 52,818 44,040 29,000 2416,621 502,956 253,629 350,000 173,3730
de duas k2 0,000 0,011 0,008 0,024 0,000 0,006 0,015 0,020 0,0333
fases RMSE 1,587 2,351 1,983 4,409 2,796 8,369 13,719 24,597 13,2525
NRMSE 23,858 9,856 11,152 19,216 16,906 6,429 10,279 10,889 10,4114
AIC 42,877 74,322 60,720 124,644 88,208 175,913 215,450 0,916 179,6633
R? 0,469 0,923 0,885 0,805 0,756 0,961 0,928 0,916 0,9246
As 0,010 0,001 0,010 0,000 0,000 0,001 1,000 0,001 1,0000
K1 0,025 0,071 0,069 0,054 0,006 0,049 0,075 0,077 0,1109
A 0,010 0,003 0,011 0,000 0,000 26,425 0,096 0,000 0,0000
Multiplos k2 0,025 0,071 0,069 0,054 0,006 0,049 0,078 0,077 0,1109
estAgios Ais 14,305 26,045 17,639 31,778 350,000 139,032 149,830 250,094 138,1196
RMSE 0,838 1,586 1,572 2,902 1,580 7,545 8,060 14,783 8,5531
NRMSE 12,602 6,649 8,839 12,648 9,550 5,796 6,039 6,544 6,7195
AIC -6,186 44,836 44,119 93,183 44,524 169,624 174,898 223,427 149,8869
R? 0,852 0,965 0,928 0,915 0,922 0,968 0,975 0,970 0,9686
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Figura 23: Dados de producdo acumulada de metano estimada pelo modelo de Gompertz
modificado e experimental durante a digestdo anaerobia da casca de café bruta e das fracdes
solida (S), sélida + liquida (S+L) e liquida da casca de café pré-tratada
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Observa-se na Figura 23 (F) e (G) que a producdo das condi¢cbes CDB2 Le CDB 3 L
ndo possui patamares extensos como nas digestdes solida e semisdlida. Nestas condicGes,
devido a severidade do PTH, os acucares estdo mais sollveis e sdo mais facilmente digeridos
pelos microrganismos. J& na Figura 23H, CDB 1 L, é possivel notar um perfil de producdao com
mais patamares, 0 que pode estar associado com o menor teor de acglcares presentes no
hidrolisado, uma vez que o PTH mais brando solubilizou menores teores de agucars para 0 meio
liquido. Isto mostra que para a casca de café quando a digestdo anaerdbia ocorre com a fracéo
liquida, condicGes de PTH que solubilizam maiores quantidades de acUcares sdo as preferidas

para producdo de biogas.

Na Figura 24 sdo mostrados os valores de acidos graxos volateis (AGVs) acumulados e
quantificados apds o término dos ensaios de PBM. E possivel perceber que, nas condigdes de
DA liquida ocorreu pouco acimulo de AGV’s, sendo que as concentra¢des de &cido acético e
propiénico no meio aumentaram com 0 aumento da concentracdo de compostos fendlicos,

atingindo 0,85 g L™t de AGV’s para CDB 3 L, aquela que possui maior concentracio de fendis.
Figura 24: Avaliagao do perfil de AGV’s ap0s 0s ensaios de PBMBM (g/L)

AGV's - Apds ensaiois de BMP

15

-, 9
o og
0 E— | I = .
CASCA
CDB1L cbB2L CDB3L CDB1S+L (CDB2S+L CDB3S+L CDB1S CDB 25 CDB 3S BRUTA
B Ac. Acético 0,00 0,03 0,27 2,84 4,46 10,33 0,99 0,00 7,15 1,55
Ac. Propionico 0,00 0,08 0,57 4,09 2,98 1,15 6,44 5,26 0,13 2,94
Ac. Isobutirico 0,00 0,00 0,00 0,19 0,00 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00
Ac. Butirico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,97 0,00 0,00 1,07 0,00
B TOTAL 0,00 0,11 0,85 7,13 7,45 12,77 7,42 5,26 8,35 4,49

Nas condi¢cdes CDB 3 S e CDB 3 S+L é possivel observar a ocorréncia de um grande
acumulo de &cido acético, 7,15 e 10,33 g L™, respectivamente. Este acimulo pode justificar a
inibigdo da produgéo de CHjs, indicando que 0s microrganismos que convertem o acetato podem
ter sido prejudicados pelas altas concentracdes de compostos inibitérios observadas para as

condigdes mencionadas.
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Jé& as condigdes de DA da casca bruta e as condicbes CDB1S,CDB1S+Le CDB2S
tiveram um maior acumulo de acido propidnico. De acordo com Aquino e Chernicharo, (2005)
pode-se destacar dois problemas associados a formacao de compostos mais reduzidos que o
acetado em DA como, por exemplo, propianato. O primeiro é que estes compostos ndo sdo
substratos diretos dos microrganismos metanogénicos, desta forma o bom desempenho do
reator anaerdbico passa a depender também da atividade dos microrganismos sintroficos. Além
disso, a producdo de acetato a partir de propianato e butirato pelos microrganismos sintréficos
acetogénicos é termodinamicamente inibida na presenca de altas concentracGes de hidrogénio

dissolvido e de acetato.

Desta forma, o acumulo de é&cido propidnico nos ensaios pode indicar que
principalmente para as digestGes anaerobias da fracdo solida e sélida + liquido o grupo de
microrganismos responsaveis por converter o acido propidnico a acetato foi limitado pelas
maiores concentragfes de compostos fendlicos. O acUimulo de acido propibnico nestas
condicgdes solidas e semissolidas, indicam a existéncia de toxidade para 0s microrganismos
acetogénicos, uma vez que se observa um acumulo de acidos superiores, 0 que evidencia um
desbalango termodindmico do sistema possivelmente provocado pela presenga dos inibidores.
Zeng et al. (2013) mostraram que a concentracdo de acido propiodnico igual a 900 mg L ™! foi
capaz de inibir a acdo das bactérias acidogénicas reduzindo significativamente a degradacao
dos AGV’s e, consequentemente, 0 acumulo dos mesmos no sistema, inibindo ou prejudicando

assim, o crescimento dos microrganismos metanogénicos.

A adicdo de CAP na concentracio de 4 g L™ conforme usado durante os ensaios de PBM
nédo foram suficientes para adsorver os AGV’s ¢ impedir que 0 acimulo dos mesmos no sistema
prejudicasse 0 consorcio de microrganismos. Sendo assim, para trabalhos futuros indica-se um
estudo sobre a DA do substrato sélido e semissolido da casca de café pré-tratada
hidrotermicamente em sistemas anaerdbios de dois estagios (acidogénico e metanogénico), tais
sistemas além de permitirem a separacdo espacial dos microrganismos acidogénicos e
metanogénico garantindo uma melhor condicao de processo para as espécies, permite também
recuperar os acidos gerados na etapa acidogénica, possibilitando a producéo de mais um bio-

produto de alto valor.

100



As elevas concentrac@es de &cido observadas para as condi¢Ges mais severas durante a
digestdo anaerdbia da fracdo sélida e semissélida podem facilitar a recuperacdo dos AGVs em
uma eventual operacdo unitaria de separacdo. Alguns autores como Tonucci et al.. (2018), estdo
desenvolvendo tecnologias de separacao alternativas que utilizam a técnica de adsorcdo seletiva
para recuperacdo de AGVs gerados em reatores anaerobios. Em tal trabalho, os autores
observaram que em ambientes com maiores concentragfes de AGVs a capacidade maxima de
adsorcdo dos materiais utilizados por eles foram melhores, indicando que maiores
concentracfes de AGVs contribuem para o melhor desempenho dos materiais adsorventes

testados.

Os resultados de uma forma geral obtidos para os ensaios de producdo de biogas
permitem avaliar que a producdo a partir da fracdo solida + liquida da casca de café pre-tratada
ndo apresentaram valores consideraveis, além disso o incremento no rendimento da producgéo
de metano observado pelo pré-tratamento em relacdo a casca bruta ndo foi significativo, isto
indica que uma separacdo da fracdo sélida e liquida geradas pelo pré-tratamento pode ser uma

alternativa para o melhor aproveitamento da casca de café.

Como visto anteriormente, as fragdes liquidas das condi¢bes mais severas de PTH
foram aquelas que apresentaram maiores potenciais de producdo de metano, em consonancia a
isto na avaliagdo do efeito do pré-tratamento no rendimento da hidrélise enzimatica, conforme
visto anteriormente, observou-se também que substratos gerados por condi¢cdes mais severas
foram aqueles que obtiveram maiores valores de rendimento de hidrélise enzimatica. Isto
mostra que possivelmente a separacdo da fracdo solida para producdo de etanol e a fragdo
liquida para producéo de biogas pode ser uma alternativa para utilizacao da casca de café como
matéria prima de uma biorrefinaria. Diante desta possibilidade, o estudo da producéo de biogas
a partir da fracdo liquida gerada pela condi¢do Otima para producdo de etanol (CDE) sera

discutido no préximo topico.

52.2. Avaliacdo do potencial bioquimico de metano (PBM) do hidrolisado
gerado pela condi¢do 6tima de PTH para a producéo de etanol a partir da fracédo

sélida

Com o objetivo de avaliar o aproveitamento de todas as correntes do processo de forma
otimizada visando um contexto de biorrefinaria, foi avaliada a producao de metano pela DA da
101



fracdo liquida da condigdo definida como 6tima para producdo de etanol CDE (200°C, 41 min
e RLS 5 mL g?). O hidrolisado desta condigéo apresentou concentragio de agticares redutores
igual a 8,68 g L™, compostos fendlicos iguais a 5,47 g L™ e DQO igual a 47,7 g L%, resultando
em concentracdes de entradas nos testes de PBM iguais a 0,9, 0,56 € 4,77 g L%, respectivamente.
J& a concentracdo de HMF e FF encontradas no hidrolisado foram respectivamente 0,38 e 0,01
gL™

E possivel perceber na 24 (1) que a producéo acumulada para o hidrolisado gerado pela
CDE foi igual a 127,29 Nml gDQO™. Tal resultado se aproxima bastante do encontrado para
as condigdes CDB 1 L e CDB 2 L. No entanto, pelo fato da concentragao de agucares redutores
no hidrolisado na condicdo CDE ter sido maior quando comparado a estas condicdes, e mais
proximo do encontrado no hidrolisado da CDB 3L, esperava-se maiores producdes de metano.
Entretanto, sua producdo mais baixa pode justificar-se pela menor razdo entre agucares
redutores e compostos fenolicos. Ou seja, apesar do seu teor de acglcares redutores, a
temperatura desta condi¢ao (200°C) gerou uma alta concentracdo de compostos fendlicos no

hidrolisado, mesmo com um baixo tempo.

A Tabela 12 apresenta os parametros cinéticos para a producéo de biogas da CDE. E
possivel perceber que o modelo cinético de Gompertz foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais. E possivel perceber na Figura 23 | que existe um patamar intermediario na
producdo de biogas. Tal patamar pode estar associado a presenca de oligbmeros gerados durante
0 PTH no meio, em altas temperatura e tempos intermediarios como os aplicados nesta condicéo
0s agucares ndo sao totalmente hidrolisados a monémeros, durante o pré-tramento em menores
tempos principalmente as cadeias de hemicelulose podem dar origem a uma grande quantidade
de oligbmeros solUveis, como 0s mesmos sdo considerados complexos, para que sejam usados

pelos microrganismos precisam passar por processos de hidrolise.

5.2.3. Estimativa da viabilidade do uso do PTH para valorizacédo da casca de

café

Com intuito de fazer uma estimativa da viabilidade de utilizacdo da casca de café como
matéria prima para producdo de biocombustivel foi realizado uma analise considerando o
balanco de energia do processo (energia térmica gerada na queima de biogas — energia térmica
gasta no PTH), bem como as receitas oriundas da possivel venda dos produtos obtidos em cada
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condicdo (energia elétrica e etanol). Para a andlise da estimativa de viabilidade foram
considerados trés diferentes cendrios para a valorizacao da casca de café com base no avaliado

neste trabalho.

O primeiro cenario (1) considerado foi a digestao anaerodbia da casca de café sem passar
por nenhum tipo de pré-tratamento. Nesta condicao é possivel perceber que apesar de ndo haver
gastos com a energia, os valores de rentabilidade total sdo considerados baixos. Para esta
condicdo o Unico produto considerado foi a energia elétrica gerada no sistema CHP a partir da
combustdo do biogas produzido pela digestdo anaerdbia da casca bruta, que conforme ja

discutido apresentou valores baixos de producdo de biogas.

Conforme observado anteriormente, o pré-tratamento hidrotérmico foi capaz de
melhorar a biodegradabilidade da casca de café, no entanto, observou-se que as condi¢fes com
temperaturas mais baixas foram aquelas que apresentaram balango de energia térmica positiva.
Com o objetivo de propor um sistema mais simples no qual a demanda energética do pré-
tratamento fosse suprida pela energia térmica gerada, a condigdo CDB1 foi escolhida como um
possivel cenério (2). Neste cenario, considerou-se como etapas do processo o pré-tratamento
térmico da casca de café seguido da digestdo anaerdbia sem separacdo das fragdes solidas e

liquidas apos o pré-tratamento.

Nesta condi¢do, a energia térmica gerada no sistema paga a energia despendida no pré-
tratamento conforme pode ser observado na Tabela 13 e ainda possui um potencial excedente,
que poderia ser utilizado em outras etapas do processo de beneficiamento do cafe, como por
exemplo, a torrefacdo, gerando assim mais economia na planta. A energia elétrica gerada pelo
sistema também poderd ser vendida para a concessionaria de distribuicdo local ou utilizada
dentro da planta de processamento.

O fato de somente a condicdo CDB1 possuir balan¢o energético térmico positivo
justifica-se por sua temperatura mais branda (120°C). Isso esta relacionado ao fato de o pré-
tratamento hidrotérmico ter como fator limitante 0 consumo energético, uma vez que demanda
elevada energia para aquecer a agua utilizada no processo, portanto, quanto maiores as
temperaturas de trabalho, mais dificil se torna pagar energeticamente o sistema. Desta forma, o

pré-tatamento hidrotérmico a altas temperaturas ndo pode ser considerado eficiente
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energeticamente quando se deseja utilizar a casca de café como substrato para digestdo

anaerobia.

No entanto, em elevadas temperaturas de pré-tratamento foi possivel observar um bom
rendimento na HE e uma boa producdo de biogas com a fracdo liquida gerada ap6s o pré-
tratamento. Dentro deste contexto, visando melhorar a rentabilidade econémica do processo, 0
terceiro cenario (3) condicao desejabilidade para producdo de etanol (CDE-200°C, 41 min e
RLS de 5 mL g?), no qual se aproveita a fragio liquida e solida para producdo de metano e
etanol, respectivamente, foi aquele que se mostrou mais vantajoso conforme pode ser visto na
Tabela 13. Entretanto, esta condi¢do ndo supre a demanda energética do pré-tratamento com a
energia térmica gerada pela queima do biogas produzido pela fracdo liquida, conforme pode ser
observado na Tabela 13. Um déficit de 1611,19 MJ por tonelada de casca de café processada é

observado.

Uma alternativa para melhorar a viabilidade térmica do processo para este cenario seria
utilizar uma parte da casca de café para queima direta e geracdo de energia térmica.
Considerando para efeito de calculo um poder calorifico da casca de 16,1MJ/kg de casca bruta
(Saenger et al., 2001) e uma eficiéncia térmica de 80%, uma gquantidade de aproximadamente
125 kg de casca bruta deveria ser queimada para gerar o excedente de energia térmica necessaria

para suprir o pré-tratamento para esta condicao.
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Tabela 13: Estimativa energética e econémica para 0s cenarios propostos

- Produgéo . - Balanco  Rentabili
Demanda Producdo Rentabilidade  total de . Energia . Rentabilidade ;
e E I E . L Energia El6tri Energia E . Energia dade
Cenério e?ﬁﬂr?/itlca (E{;ltno CEPom:Ca energ’lf\l via Disponivel (Kve;/t;'/i:a Térmica Eln,irg'a térmica Total
on on ano . on . étrica
CB)? CBY®  (R$/tonCB)C (MJfton (MIONCBY Tropy™  (MIONCBY  peyon oy (MIton - (R$/ton
CB) CB) CB)
1-Casca 0 - - 294,18 250,05 24,31 162,53 8,51 0,00 8,51
Bruta
2-CDB1
digestdo 420 - - 1212,66 1030,76 100,21 669,99 126,27 249,99 35,07
conjunta
3-Etanol+
Biogas (CDE) 2100 101,60 165,16 884,72 752,02 73,11 488,81 92,12 1611,19 190,75

a— Demanda energética do PTH para tratar 1 tonelada de casca de café bruta;
b — Producéo de etanol considerando uma conversdo da glicose recuperada igual a 0,51 para a CDE submetida a hidrolise enzimatica com uma carga de 40 FPU g;

c - Rentabilidade econdmica do etanol considerando o valor de mercado igual a R$1,6256/L (UDOP, 2019);

d — Producdo de energia por tonelada de casca bruta via DA;

e — Energia disponivel considerando-se um sistema CHP;
f e g — Energia elétrica e térmica considerando uma conversdo da energia disponivel de 35 e 65% respectivamente (Conversdo 1 MJ = 0,277778 KWh);

h — Rentabilidade de venda da energia elétrica gerada. Valor considerado igual a R$ 0,35/KWh (Portaria n°65 de 2018, Ministério de Minas e Energia);
i — Balanco entre a energia consumida (-) e energia gerada no sistema (+);

j — Soma da venda de energia elétrica e venda de etanol, quando o caso.
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5.2.4. Conclusdes a respeito do efeito do pré-tratamento hidrotérmico no HH

e da avaliacdo do PBM

Em relacdo ao objetivo especifico 1V, o qual buscou avaliar o potencial do uso da casca
de café pré-tratada hidrotermicamente como substrato para digestdo anaerdbia, foi possivel
perceber que os elevados teores de fenois presentes nesta biomassa dificultaram a
biodegradabildiade da mesma. O pré-tratamento de uma forma geral foi capaz de melhorar a
producdo de biogas quando comparado a casca bruta. Quando o objetivo for a utilizacdo da
casca de café para producéo Unica de biogés a condi¢do mais branda CDB 1 (120°C, 90 min e

5 ml g1 foi aquela que apresentou melhores resultados de producao.

Por outro lado, quando o objetivo € utilizar a fracdo sélida para producédo de etanol e a
liquida para producgdo de biogés conclui-se que as condi¢des mais severas que solubilizaram
maiores matérias organicas para o hidrolisado como as condi¢cdes CDB 3 e CDE foram aquelas

que apresentam maior potencial para producdo de biogéas a partir da fracdo liquida.

Em relacdo ao objetivo especifico V, relacionado aos pardmetros cinéticos € possivel
concluir de uma forma geral que para casca de café os microrganismos necessitam de longos
periodos de adaptacdo para iniciarem a producdo de biogas. Além disso, observou-se que 0s
modelos logisticos de crescimento como 0 modelo de Gompertz modificado foram aqueles que
melhor explicaram o comportamento dos dados experimentais de producéo de biogas para casca

de café.

Visando responder o objetivo especifico VI foi possivel concluir que quando o objetivo
é produzir somente biogas a partir da casca de café somente condi¢des brandas como a CDB1
sdo capazes de obter um balancgo térmico de energia positivo. Quando se avalia a rentabilidade
do processo com a venda de possiveis produtos como etanol e energia elétrica, conclui-se que
as condicOes mais severas como a CDE sdo as mais vidveis. No entanto, é valido ressaltar que
para estas condi¢cOes a energia térmica advinda da queima do biogéas em sistemas CHP ndo é
suficiente para gerar toda energia térmica necessaria na planta, porém, conclui-se que a queima
direta da casca de café pode ser uma alternativa para geracdo da energia térmica que falta para

fechar o balanco de energia do pré-tratamento.
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6. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A casca de café possui potencial para aproveitamento energético, o que se faz
importante, uma vez que, desta forma a grande quantidade deste residuo possa ser aproveitado
deixando de ser um problema ambiental. E, além disso, prover uma fonte de energia renovavel

0 que tem se tornado cada vez mais importante e necessario no atual contexto energético.

Os melhores rendimentos de Hidrélise enzimatica encontrados foram para a condicéo
de desejabilidade para etanol de segunda geracdo (CDE). Atingindo um rendimento de 73% de
hidrolise enzimética e 50% de rendimento global quando se visa a producdo de etanol de
segunda geracdo. Tais valores permitiram o calculo teérico da producéo de 101,6 litros de etanol
a cada tonelda de casca bruta pré tratado. Para esta condicdo também foi realizada a DA da
fracdo liquida (hidrolisado hemicelul6sico) na qual alcangou-se uma producdo de CHsigual a
127,29 nmL CH4 gDQO0xplicada ™.

Em relacdo a producgdo de biogas, a maior producdo ocorreu de CH4 para a CDB3 na
digestdo da fracdo liquida, atingindo 225,3 nmL CH4 gDQOgpiicada*. Por outro lado, os ensaios
em estado solido e semissdlido para esta condicdo ndo apresentou produgéo de biogés, sendo
inibida devido a alta concentracdo dos compostos fendlicos nestas condi¢des. Para a digestdo
em estado solido e semissoélido, 0 melhor resultado observado foi paraa CDB 1, atingindo 23,9
nmL CH4 gDQOxplicada € 22,9 nmL CH4 gDQOxpiicada * respectivamente, vale destacar que, para
todas as condi¢des, 0 modelo cinético que melhor representou a producdo de biogas foi o

modelo de compertz modificado.

O pré-tratamento hidrotérmico possui uma alta demanda energética o que faz com que
seja necessarias elevadas producbes de metano para suprir a necessidade energética nas
condi¢des de PTH mais altas. Assim, a Unica condi¢do que paga a demanda energeética do pré
tratamento, é a DA semissolida da CDBL, gerando uma receita de R$35,07 por tonelada de
casca de café bruta pré-tratada. Visando uma receita maior, 0 melhor cenario é a producao de
etanol a partir da fracdo sdlida da CDE e DA da fracdo liquida, gerando uma receita de
R$190,75 por cada tonelada de casca de café processada. Entretanto, como esta condi¢do ndo
paga a demanda energética, sdo necessarios utilizar 125 kg de casca bruta para cada tonelada
de casca processada para suprir tal demanda, reduzindo a receita gerada para R$169,55 por
casca processada.
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Um fator importante a ser destacado, é o alto teor de compostos inibitdrios gerados no
PTH, sendo necessario buscar técnicas que minimizem o efeito dos mesmos na fermentacéo.
Desta forma, algumas estratégias podem ser estudadas em trabalhos futuros visando melhorar

0 aproveitamento energético desta biomassa como, por exemplo:

e Avaliar a DA em dois estdgios a fim de avaliar a reducdo do acimulo de AGV’s na
etapa de metanogénese

e Auvaliar a adicdo de recargas carvdo ativado durante todo o periodo de DA para
adsorcéo de possiveis compostos inibitérios formados durante a DA

o Testar diferentes relacBes alimento/microrganismos nas digestbes solidas e
semissolidas para avaliar possiveis melhoras no rendimento de metano com uma
maior e uma menor disponibilidade de substrato.

e Avaliar o uso de surfactantes na a hidrdlise enzimética da casca de café visando

reduzir a carga enzimética e aumentar o rendimento.
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