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Resumo

A utilizacéo da casca de café (biomassa lignocelulésica) na bioconversdo em etanol deve ser realizada
através da aplicacdo de pré-tratamentos que promovem a remocdo da lignina e hemicelulose,
ocorrendo a exposi¢do e hidrélise da celulose para producéo de acucares fermentesciveis. Neste
estudo, objetivou-se avaliar a sacarificacdo enzimética da fragéo celulésica da casca de café conilon,
submetida a um pré-tratamento com hidroxido de sddio associado & autoclave, micro-ondas e
ultrassom. Todas as amostras foram caracterizadas quanto aos teores de celulose, hemicelulose e
lignina. O pré-tratamento com a solugdo de NaOH 1 % (m/v) associado com micro-ondas resultou em
maior exposicdo da celulose e promoveu remocgéo da lignina, 6,18%, e da hemicelulose, 13,43%.
Durante a hidrélise enzimatica, foi observado baixo rendimento da concentracdo de glicose, com
valores de 1,09 g/L a 1,67 g/L. A presenca de inibidores oriundos do pré-tratamento como fragmentos
de hemicelulose e lignina, além da concentragéo e adsor¢do no substrato podem ter influenciado nos
resultados obtidos neste estudo.
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Introducéo

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, sendo o estado do Espirito Santo o maior
produtor de café conilon do pais. Em 2024, o estado foi responséavel pela producéo de 10,81 milhdes
de sacas de 60 Kg do grdo (CONAB, 2024). Entretanto, apesar dessa importancia econémica do café,
o beneficiamento dessa matéria-prima gera muitos residuos, como a casca e o pergaminho, que séo
pouco aproveitados pela indastria de alimentos. Com isso, uma forma de agregar valor a esses
residuos, além de reduzir a poluicdo ambiental, € por meio da producéo de etanol celulésico (Duran et
al., 2017).

O uso de combustiveis fésseis tem sido contestado devido a emissdo de gases poluentes na
atmosfera, a sua natureza ndo renovavel e ao substancial aumento de preco (Pandiyan et al., 2019).
Com isso, 0 etanol de segunda geragdo tornou-se uma fonte alternativa a esses combustiveis. A
producdo de etanol celuldsico envolve as etapas de pré-tratamento da biomassa vegetal, hidrolise
enzimatica da porcao celuldsica, fermentacao e destilagdo. A conversédo de materiais lignocelulésicos
em etanol requer um pré-tratamento, cujo objetivo é a exposicdo das cadeias de celulose, que
posteriormente seréo hidrolisadas enzimaticamente (Khunnonkwao et al., 2024).

Os pré-tratamentos podem ser classificados em fisicos (moagem), quimicos (utilizacdo de acidos,
bases, peréxidos ou 0zbdnio), fisico-quimicos (uso de vapor, micro-ondas ou ultrassom) e bioldgicos
(acdo microbiana) (Sun; Cheng, 2002). O uso combinado desses tipos de pré-tratamentos tem sido
apontado na literatura como mais eficiente por removerem a lignina sem degradar a cadeia celuldsica
(Santos et al., 2012). Entretanto, a atuacao destes pré-tratamentos sobre 0s materiais lignocelulésicos
possuem efeitos distintos e o melhor pré-tratamento para cada biomassa pode variar de acordo com a
composicao, densidade e recalcitrancia de cada matéria-prima (Taherzadeh; Karimi, 2008).

ApGs a etapa de pré-tratamento, em que ocorre alteracdo das estruturas de lignina e hemicelulose,
necessita-se de uma etapa de hidrdlise da celulose para obtencdo de aclicares fermentesciveis
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(Khunnonkwao et al., 2024). Diante do exposto, objetiva-se avaliar a sacarificacdo enziméatica da fragéo
celuldsica da casca de café conilon, submetida a um pré-tratamento com hidréxido de sédio associado
a autoclave, micro-ondas e ultrassom.

Metodologia

Coleta e preparo das matérias-primas

As cascas de café conilon secas foram obtidas com produtores de café dos municipios vizinhos a
Alegre/ES. A matéria-prima foi moida em moinho de facas tipo Wily (SOLAB, Brasil) e peneirada em
agitador de peneiras para obtencdo de particulas menores que 425 um de espessura. As cascas de
café secas e moidas foram acondicionadas em embalagens plasticas e armazenadas a 4 °C para as
andlises.

Pré-tratamento da casca de café

A casca de café conilon seca e moida foi pré-tratada na proporgdo sélido/liquido 1:10. O pré-
tratamento foi dividido em duas etapas iniciais. Inicialmente, foram testadas diferentes concentracdes
de hidroxido de sédio (0%, 1% e 5%, m/v) em autoclave a 121 °C por 30 minutos (Pereira, 2013). Na
segunda etapa, a concentragdo da solugdo em que se obteve os melhores resultados em autoclave, foi
utilizada para os pré-tratamentos em banho ultrassénico a 25 KHz (Ultrasonic Power Line) por 20
minutos a 30 °C (Mori, 2015) e radiagdo de micro-ondas a 2.450 MHz por 3 minutos (Roldan, 2014)
(Figura 1). ApOs os pré-tratamentos, as amostras foram filtradas a vacuo, em funil de Buchner,
utilizando-se papel de filtro qualitativo, sendo realizadas lavagens com agua destilada aquecida na
proporcao de 50 mL.g? (Pereira, 2013). A casca de café pré-tratada foi seca em estufa a 40 °C por 24
horas e, posteriormente, armazenada a 4 °C.

(b) (©) (d)

Fonte: os autores.

Caracterizag&o da matéria-prima

As cascas de café in natura e pré-tratada foram caracterizadas em relagéo aos teores de celulose,
hemicelulose e lignina empregando os procedimentos para analise lignoceluldsica descritos por Morais,
Rosa e Marconcini (2010), sendo obtidos das amostras sem extrativos e com base no teor de cinzas.

Avaliacao dos efeitos do pré-tratamento
Os efeitos dos pré-tratamentos na remocao de hemicelulose e lignina da casca de café foram
avaliados pela Equacéo 1.

Xi - Xa
Xi

% remocéo = -100 (1)
onde, Xi é o teor de hemicelulose/lignina da amostra sem tratamento e Xa o teor destes compostos na
amostra pré-tratada.

Hidrélise enzimatica da casca de café

A casca de café pré-tratada foi hidrolisada por um complexo de celulases liofilizado, Powercell®,
fornecido pela empresa Prozyn, com atividade enzimatica declarada de 200 FPU/g. Casca de café pré-
tratada (10 g) foram adicionadas em 100 mL de tampao citrato de sodio, pH 5,0. A concentracdo de
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enzima empregada foi de 0,3% em relacdo a massa da amostra. A hidrélise enzimatica foi conduzida
com agitacdo de 150 rpm por 96 horas a 60 °C (Pereira, 2013). Uma aliquota de 1,5 mL do
sobrenadante de cada amostra foi coletada nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas e armazenadas a -18
°C. A concentragdo de acUcares redutores foi determinada pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS)
(Miller, 1959). Uma curva padréo foi preparada usando glicose (100 a 1000 mg.L1).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), sendo todas as
analises realizadas em triplicata. Na primeira parte foram avaliadas trés concentracdes de solucao de
hidréxido de sédio em associacdo com autoclave (0%, 1% e 5%). Na segunda parte, foram avaliados
os pré-tratamentos de autoclave, micro-ondas e ultrassom em associacdao com a solucéo de hidroxido
de so6dio a 1 (% m/v). A concentracdo de acUcares redutores foi avaliada em quatro tempos (24, 48, 72
e 96 h). Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa GENES.

Resultados

A casca de café conilon, moida e peneirada, in natura foi caracterizada quanto aos teores de celulose,
hemicelulose e lignina, apresentando os seguintes resultados, respectivamente, 29,88%, 18,78% e
20,47%. ApOs a caracterizagdo da matéria-prima foi aplicado o pré-tratamento alcalino associado a
autoclave a fim de obter a concentragdo de NaOH que apresentasse melhores resultados de celulose,
hemicelulose e lignina (Tabela 1).

Tabela 1 - Pré-tratamento em autoclave com concentragfes de 0 %, 1% e 5% (m/v) de NaOH.

Concentracdo de NaOH [% m/v] Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
0 52,84a 21,80a 25,84a
1 63,36b 22,16a 28,34b
5 66,56b 16,59b 29,30b

Médias acompanhadas pela mesma letra na vertical, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
significancia de 5%
Fonte: os autores.

Os teores de celulose para a casca de café conilon pré-tratada em autoclave, com solu¢cées de NaOH
nas concentracdes de 0 %, 1% e 5% (m/v), foram superiores ao valor de celulose da casca in natura.
Ainda, foi possivel observar que com o aumento da concentragdo de hidréxido de sédio (1% e 5%),
houve uma maior exposicao da celulose.

O teor de celulose obtido no pré-tratamento em autoclave nas concentracdes de NaOH de 1 e 5%
néo diferiram entre si. Diante disso, visando reduzir os custos do processo foi escolhida a solu¢do que
necessita de uma menor quantidade de reagente e produz menos residuos.

Os pré-tratamentos em micro-ondas e em ultrassom apresentaram uma maior exposic¢ao da celulose
e reducao da porcentagem de hemicelulose e lignina quando comparados com o pré-tratamento
utilizando autoclave (Tabela 2).

Tabela 2 - Pré-tratamento em autoclave, micro-ondas e ultrassom na concentracdo de 1% (m/v) de NaOH.

Pré-tratamento Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Autoclave 63,36a 22,16a 28,34a
Micro-ondas 70,52b 16,25b 19,20b
Ultrassom 72,73b 9,22c 24,45¢

Médias acompanhadas pela mesma letra na vertical, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
significancia de 5%
Fonte: os autores.
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A avaliacdo dos efeitos dos pré-tratamentos feita a partir da porcentagem de remocdo de
hemicelulose e lignina (Tabela 3), indicou que o pré-tratamento em autoclave ndo removeu
hemicelulose e lignina em relacdo a amostra in natura. Entretanto, o ultrassom foi capaz de remover a
hemicelulose, enquanto o micro-ondas promoveu a reducdo dos teores de hemicelulose e lignina.

Tabela 3 — Porcentagem de remocéo de hemicelulose e lignina apés pré-tratamento com 1 % de NaOH.

Pré-tratamento % de remocdao de hemicelulose % de remocao de lignina
Autoclave -18,05 -38,06
Micro-ondas 13,43 6,18

Ultrassom 50,91 -19,46

Fonte: os autores.

Para avaliar a producéo de etanol celuldsico, avaliou-se a concentragdo de aclcares redutores apés
24, 48, 72 e 96 horas de hidrélise enzimética, utilizando-se amostras de casca de café submetidas ao
pré-tratamento alcalino combinado com micro-ondas (Tabela 4). Os tempos de hidrélise 48h, 72h e 96h
apresentaram maior concentracéo de acUcares redutores quando comparados a 24h, mas nao diferiram
significativamente entre si (p>0,05).

Tabela 4 - Valores médios de agUcares redutores (g.L-1), em relagéo aos diferentes tempos de hidrélise
enzimdtica do tratamento em micro-ondas.

Tempo (h) Concentragdo de acglcares redutores (g.L™?)
24 1,09a
48 1,48b
72 1,66b
96 1,58b

Médias acompanhadas pela mesma letra na vertical, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
significancia de 5%
Fonte: os autores.

Discusséao

Os valores obtidos de celulose, hemicelulose e lignina na casca de café in natura estao dentro das
faixas descritas na literatura. A variagdo na composi¢do da biomassa lignoceluldsica encontrada entre
os estudos, ocorre devido a diversos fatores como espécie vegetal, condi¢cdes de desenvolvimento da
cultura, época da colheita, idade da planta e diferentes métodos de analise (Duran et al, 2017; Baéta
et al, 2017; Freitas, 2016). O pré-tratamento alcalino em autoclave promoveu maior exposi¢cdo da
celulose com o0 aumento da concentracdo de hidroxido de sédio, sendo uma mudanca desejavel para
etapas posteriores, como a hidrélise enziméatica, quando ocorre a quebra da celulose em acglcares
redutores (Khunnonkwao et al., 2024). Silva (2019), ao realizar o pré-tratamento da casca de café em
autoclave (120 °C por 20 minutos) apenas com agua destilada, obteve percentual de celulose inferior
ao obtido no presente estudo. Assim, o efeito combinado entre o pré-tratamento alcalino e a autoclave
foi mais eficiente para a exposicdo da celulose em relacdo ao pré-tratamento apenas com agua em
autoclave. Contudo, a porcentagem de hemicelulose e lignina foi proxima ao obtido utilizando NaOH,
apresentando resisténcia ao pré-tratamento avaliado.

Avaliando os trés diferentes pré-tratamentos realizados com concentragcao de 1% (m/v) de NaOH
(Tabela 3), observa-se que o tratamento com autoclave apresentou percentual de remocao negativo
para hemicelulose, ou seja, o pré-tratamento ndo removeu hemicelulose em relacdo a amostra in
natura. Pan et al. (2005), observaram que durante o pré-tratamento em autoclave pode ocorrer hidrélise
parcial de alguns compostos e redistribuicao dos componentes lignocelulésicos no material pré-tratado.
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Por outro lado, nos pré-tratamentos em micro-ondas e ultrassom esse percentual foi positivo, o que
significa que houve remocdo deste componente. Ainda, a remocao de lignina foi negativa nos
tratamentos em autoclave e ultrassom. Esses resultados indicam que a lignina possui elevada
resisténcia a degradagdo quimica, podendo ocorrer redistribuicdo deste componente no material pré-
tratado (Taherazdeh; Karini, 2008).

No pré-tratamento da casca de café conilon em autoclave, micro-ondas e ultrassom associado com
solucdo de hidroxido de sodio a 1% (m/v) (Tabela 2), observa-se que o micro-ondas e o ultrassom
apresentaram 0s maiores percentuais para celulose, nédo diferindo estatisticamente entre si. Ja para
hemicelulose e lignina houve diferenca significativa entre os trés pré-tratamentos. Durante o pré-
tratamento, espera-se que ocorra elevada ruptura do complexo hemicelulose-lignina, com maior
exposicéo da celulose (Khunnonkwao et al., 2024). Nesse sentido, dentre os pré-tratamentos avaliados
neste estudo, o0 micro-ondas associado com a solucao de hidréxido de s6dio a 1% (m/v) foi considerado
o ideal para hidrélise da casca de café. Esse tratamento apresentou boa exposicao de celulose, com
um teor de 70,52%, e foi o Unico pré-tratamento que removeu simultaneamente a hemicelulose e a
lignina, 13,43% e 6,18%, respectivamente. Portanto, para estudar o melhor tempo de hidrolise utilizou-
se a amostra com pré-tratamento alcalino (1% de NaOH) combinado com micro-ondas.

A concentragéo de glicose do hidrolisado nos tempos 24h, 48h, 72h e 96h ficou entre os valores de
1,09g.L1e 1,67 g.L L. Freitas (2016), ao submeter a casca de café a um pré-tratamento alcalino seguido
por hidrélise enzimatica, obteve teor de glicose de 28,24 g.L1, valor superior ao encontrado neste
estudo. Uma hip6tese para baixa obtenc¢éo de glicose pode ser explicada pela baixa remocgéo de lignina
e hemicelulose durante os pré-tratamentos avaliados (Tabela 3). A presenca destes compostos dificulta
0 acesso das enzimas ao substrato, de modo que a presenca de fragmentos da lignina pode se ligar
as enzimas pelo mddulo de ligagdo ao carboidrato levando a uma adsor¢éo improdutiva e impedindo
sua atuacao sobre a celulose (Pan et. al, 2005). Além disso, o furfural e o hidroximetilfurfural (HMF),
provenientes da degradacdo da hemicelulose e celulose, respectivamente, e compostos fendlicos,
provenientes da degradacao da lignina, podem ter sido formados durante o processo, atuando como
inibidores de enzimas na hidrdlise (Kumar; Sharma, 2017).

As concentracfes de agucar redutor durante 48h, 72h e 96h nao diferiram estatisticamente entre si
(p>0,05). Entretanto, foram superiores ao valor obtido durante as primeiras 24 horas de hidrélise. Dessa
forma, o tempo de 48h de hidrélise pode ser considerado o ideal nas condi¢Bes estudadas, uma vez
gue tempos reacionais mais curtos significam reducdo de custos e prevencdo de contaminacdo
microbiana.

Conclusao

O pré-tratamento com 1% de NaOH associado a micro-ondas foi 0 mais eficiente na exposicdo da
celulose e na extracao de lignina e hemicelulose quando comparado com ultrassom e autoclave com
mesma propor¢cdo de solugdo alcalina. Ainda, o tempo 6timo encontrado para a hidrélise foi de 48h,
representando um menor tempo reacional. Entretanto, a concentracdo obtida para glicose foi abaixo do
esperado. Diante disso, recomenda-se estudos futuros para avaliar os compostos inibidores de enzimas
na hidrolise e formas de potencializar a extragéo de lignina e hemicelulose, aumentando a produc¢éo de
aclcares fermentesciveis. Além disso, torna-se necessario verificar a viabilidade do pré-tratamento
alcalino associado ao micro-ondas para producéo de etanol utilizando a casca de café conilon.
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