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Resumo

O presente trabalho tem como objetivo o estudo da hidrolise enzimética dos hidratos de
carbono da borra de café com vista a producdo de bioetanol, utilizando diferentes enzimas
de modo a perceber a influéncia destas para a producdo do bioetanol. A principal

aplicagdo do bioetanol ¢ como biocombustivel, alternativo aos combustiveis fosseis.

Assim, o processo encontra-se dividido em 4 etapas, o pré-tratamento acido, a hidrolise
enzimatica, a fermentacdo dos agucares e, por fim, a destilagdo, para recuperacdo do

etanol produzido.

No pré-tratamento, o objetivo foi quebrar as barreiras de lenhina, que impedem o acesso
aos polissacarideos. Para isso, foi utilizado acido nitrico a 3 % para realizar o ataque acido
a amostra, nas propor¢des de 800 ml para cada 100 g de amostra, durante 3 h a 85 °C,

com agita¢do a 40 rpm.

Apos o pré-tratamento, foi realizada a hidrolise enzimatica, de modo a ser possivel
converter as hemiceluloses e a celulose em agucares simples. Foram testadas 4 enzimas
diferentes para a realizacdo desta etapa: Ban, Ultraflo L, Cellulase e Viscozyme. O
procedimento foi realizado a 50 °C, durante 24 h, com agita¢do a 40 rpm, sendo que foram

adicionados 0,2 ml de cada enzima por cada 10 g de amostra.

A terceira etapa, consiste na fermentagao dos aguicares obtidos na hidrolise. Para isto, foi
adicionada a levedura, Saccharomyces cerevisiae, na propor¢ao de 10 g por cada 100 g
de amostra. Foi adicionada uma solugdo tampao de citrato de sddio, para que o pH nao
variasse e o procedimento foi realizado num banho termostatico, com agitagao de 40 rpm,

durante 1 semana, a temperatura de 30 °C.

Por fim, a quarta etapa consiste na destilagao no rotavapor, sendo as condi¢des de trabalho

a pressao de 175 mm Hg a temperatura de 60 °C.

Foram quantificados os actcares totais depois da hidrolise enzimatica de cada amostra,

sendo que os valores das concentracdes de agucares variaram entre 16,3 g/L. a 29,6 g/L.

Das 4 enzimas testadas, foi possivel concluir que apenas duas originaram a formacao de
bioetanol. As enzimas usadas nas amostras onde foi possivel obter o bioetanol foram a

Ultraflo L e a Cellulase.
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Foi ainda possivel concluir que as duas amostras com os valores mais altos de
concentragdo de agucar, respetivamente 24,7 g/L e 29,6 g/L, foram as amostras onde foi
possivel detetar a obtencdo de bioetanol. Também foi possivel perceber que a amostra
com a enzima Ultraflo L, teve um odor mais intenso a etanol do que a amostra onde foi

usada a enzima Cellulase.

Palavras Chave

Bioetanol, Borra de café, Fermentagao, Hidrolise enzimatica, Pré-tratamento acido,

Valorizagao de biorresiduos
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Abstract

The aim of this project was to study the enzymatic hydrolysis of the carbohydrates of the
coffee grounds with a view to the production of bioethanol, using different enzymes in
order to perceive the influence of them for the bioethanol production. The main use of

bioethanol is as a biofuel, an alternative to fossil fuels.

The experimental work was divided into 4 stages: pre-treatment, enzymatic hydrolysis,

sugars fermentation and finally, the distillation to recover ethanol.

In the pre-treatment stage, the aim was to break down the lignin barriers and for that,
nitric acid (3%) was used to promote lignin degradation, at a ratio of 800 ml for each

100 g of sample, in a thermostatic bath during 3 h at 85 ° C and stirring at 40 rpm.

Thereafter, enzymatic hydrolysis was performed in order to convert hemicelluloses and
cellulose into simple sugars. Four different enzymes were tested to perform this stage:
Ban, Ultraflo L, Cellulase and Viscozyme. The ratio of enzime to sample was 0.2 ml
enzyme : 10 g of sample, and the procedure was performed in a thermostatic bath for 24 h

at 50 °C, stirring at 40 rpm.

The third stage consisted of the fermentation of sugars released during the hydrolysis step.
For that, the yeast, Saccharomyces cerevisiae was added, at a ratio of 10 g yeast to 100 g
of sample. A buffer solution of sodium citrate was also added, so that the pH was fixed
at the desired value, and the fermentation prodeeded in a thermostatic bath, with stirring

at 40 rpm, for 1 week, at 30 °C.

The fourth and final stage involved a distillation in a rotary evaporator, at 175 mm Hg

and at a temperature of 60 °C.

The total sugars quantification was performed after the enzymatic hydrolysis of each

sample, and the values of the sugar concentrations ranged from 16.3 to 29.6 g/L.

The results of this work show that only two enzymes promoted the production of
bioethanol from spent coffee grounds: Ultraflo L and Cellulase. On the other hand, when

Ban and Viscozyme enzymes were used, it was not possible to recover bioethanol.
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It was also possible to conclude that the two samples with the highest sugar concentrations
after the enzymatic hydrolysis step were 24.7 g/L and 29.6 g/L, corresponding to
Cellulase and Ultraflo L, respectively. In addition, the sample with the enzyme Ultrafio

had a stronger odor to ethanol than the sample where the Cellulase enzyme was used.

Keywords

Acid pre-treatment, Bioethanol, Biowaste valorization, Enzymatic hydrolysis,

Fermentation, Spent Coffee Grounds
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1. Introducao

A legislacdo em vigor obriga a incorporacdo de biocombustiveis nos combustiveis

comercializados presentemente, em taxas crescentes e casa vez mais significativas.

Se a nivel do biodiesel (biocombustivel a incorporar no gaséleo) ja tem havido alguns
avangos € ja h4d uma industria estabelecida no mercado, a nivel do bioetanol
(biocombustivel a incorporar na gasolina) ha tecnologia sobejamente testada, quando a
matéria-prima ¢ o milho ou a cana-de-agucar. No entanto, ainda € necessario desenvolver
esfor¢os adicionais para ser possivel responder aos desafios colocados, nomeadamente
quando se pretende utilizar matérias-primas nao alimentares, como € o caso dos residuos

lenhocelulosicos.

Em Portugal o habito de beber café apds as refei¢des ou socialmente esta muito enraizado.
O café ¢ um residuo organico que mesmo apds a extracdo com agua, ainda pode ter cerca
de 18% de 6leo (p. ex. equivalente ao mesmo teor de 6leo das sementes de soja), o qual

pode ser valorizado na produgao de biodiesel.

A borra de café, uma vez extraido o 6leo, ainda tem valor, uma vez que contém muita
matéria organica que podera ser reconvertida através de processos como a compostagem,
a digestdo anaerobia, a hidrolise da celulose e hemiceluloses e a fermentacdo dos
acucares, a pirdlise ou apenas comprimida e transformada em pellets de residuo, que

podem ser usados como combustivel em fornos e caldeiras.

Por estes motivos, urge avaliar o potencial da reciclagem deste tipo de residuos,
identificando também algumas condicionantes para a implementa¢do de um tal sistema,

e propondo solugdes para o efeito.

Justifica-se assim o grande interesse social do presente trabalho, tanto do ponto de vista

da satide publica, como do impacto ambiental, como econdmico.

1.1. O café
A planta do café teve a sua origem na Etidpia, centro de Africa, no entanto a responsavel
pela sua distribuicao foi a Arabia. O café tornou-se de grande importancia para este povo,
que tinha controlo completo sobre o cultivo e preparacdo da bebida. Era expressamente

proibida a aproximacgao de estrangeiros as plantacdes (Café, s.d.).
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Em 1615 o café comegou a ser saboreado no continente Europeu, trazido pelos viajantes
nas suas viagens ao oriente. Até ao século XVII, apenas os arabes produziam o café, no
entanto, a partir dai os holandeses conseguiram cultivar as primeiras plantagdes de café

em estufas em Amesterdao e, dai esta bebida passou a fazer parte definitiva dos habitos

europeus (Cafg, s.d.).

O valor nutricional do café encontra-se na Tabela 1, sendo estes valores apresentados para

cada 100 g de café (Negro, s.d.).

Tabela 1. Valor nutricional do café (por 100 g)

Parametro Valor
Energia (kJ) 2
Agua (mg) 99,39
Gordura saturada (mg) 0,02
Proteinas (mg) 0,12
Cafeina (mg) 40
Vitaminas B1/B2/B3/B5/B6 (mg) 0,014 /0,076 / 0,191 / 0,254 / 0,001
Vitaminas E/K (mg) 0,01 /0,0001
Célcio (mg) 2
Ferro (mg) 0,01
Magnésio (mg) 3
Manganés (mg) 0,023
Fosforo (mg) 3
Potéssio (mg) 49
Sédio (mg) 2
Zinco (mg) 0,02

A produgdo mundial de café ¢ de mais de cinco milhdes de toneladas, sendo o Brasil, o

seu maior produtor, produzindo cerca de 35% do café mundial (Azevedo, 2012).

O café ¢ obtido a partir de um arbusto denominado cafeeiro, oriundo da etidpia sendo,
atualmente, plantado em vérias regides. As condi¢des ideais de cultivo sdo regides que
apresentem uma temperatura média entre os 18 e 24 °C, e com uma precipitacdo média

entre 1200 e 2200 mm/ano (Azevedo, 2012).
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Existem diversas espécies de café, sendo a mais consumida e mais antiga a Arabica. Este
café ¢ cultivado nos planaltos e encostas vulcanicas a uma altitude elevada e com

temperaturas amenas (Azevedo, 2012).

Relativamente a Europa, o tnico pais com plantagdo de café ¢ Portugal, na ilha de Sao
Jorge, nos Acores. Os terrenos onde ¢ feita a plantagdo de café sdo planos, ao nivel do
mar, contendo alguns detritos vulcanicos. No entanto, ¢ uma plantacdo pequena com cerca

de 350 a 400 plantas apenas (Jornal I, 2015).

Nas imagens da Figura 1 ¢ possivel observar a evolugdo do grao de café, sendo que o
primeiro € um grao de café verde, que a medida que vai perdendo a sua humidade também
vai alterando a sua cor, ficando mais amarelado. Por fim, ocorrem mudancgas fisico-
quimicas no grdo, ocorridas aquando da torrefacdo, transformando-o no grao que
conhecemos e utilizamos diariamente, sendo a sua cor um castanho escuro (DeLonghi,

s.d.).

a) c)

Figura 1. Grdo de café a) verde,; b) intermédio,; c) maduro (DeLonghi, s.d.)

Os componentes quimicos do grao de café definem a qualidade da bebida, tanto do ponto
de vista sensorial quanto do ponto de vista de salide do consumidor. Relativamente a
constitui¢do lipidica do grdo, esta relaciona-se com a qualidade da bebida depois de o

grao sofrer a torrefacdo (Salva & Lima, 2007).

1.2. Borra de café
As borras de café sao geradas em grande quantidade no setor da restauragdo e na producao
de descafeinado, e tém um elevado potencial tanto para uso doméstico como na
agricultura (Cruz, 2015). Sao um residuo pouco trabalhado proveniente da produgdo de
café soluvel, e tém geralmente como destino os residuos s6lidos indiferenciados, com o
objetivo da sua eliminagdo (Lima P. M., 2016), o que constitui uma perda de valiosos

recursos.
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Hoje em dia, este produto, ou segue diretamente para os aterros sanitirios ou entdo ¢
usado para aquecimento de equipamentos na industria. No entanto, como nao passam por
um controlo de qualidade, quando sdo queimados estes residuos libertam uma grande

quantidade de gases poluentes para a atmosfera (Cruz, 2015).

Devido a sua riqueza em diversos constituintes, este residuo comecou a ser estudado,
sendo uma matéria organica com caracteristicas fisico-quimicas excelentes que fazem
com que esta possa ser valorizada e caracterizada como um subproduto do café, com

bastante potencial a explorar (Lima P. M., 2016).

Para além desta borra ser usada como adubo, comecou a ser estudada a producdo de
biocombustiveis que usam esta biomassa como fonte de matéria-prima. Os resultados
obtidos em diversos estudos de valorizagdo da borra de café variam, sendo que foi

possivel obter rendimentos de 97,5% na producao de bioetanol (Cruz, 2015).

Apesar da borra de café ja ter sido estudada por diversas investigadores, ainda ndo ha

estudos significativos sobre a valorizagdo da casca e da polpa do café (Ferreira, 2011).

A borra de café, um subproduto do café, para ser explorada e estudada convenientemente,
deve ser caracterizada. Para conhecer a amostra sdo feitos diferentes ensaios de
preparagdo e caracterizagdo da amostra que levam a conhecer a constituicdo da mesma.
No entanto, sabe-se que a borra de café € rica em celulose e hemiceluloses, que por sua
vez sdo polissacarideos constituidos por mondmeros de aguicares simples, como a glicose,
a xilose e a arabinose. Ora a glicose ¢ justamente um agucar facilmente fermentavel a
etanol, o que motiva o interesse da utilizagdo da borra de café como matéria-prima para

a produgdo de bioetanol.

1.3. Bioetanol
Cada vez mais a preocupagdo pelo meio ambiente estd a ser considerada por todas as

pessoas, e para isso ¢ necessario diminuir as fontes de grande poluicao.

Relativamente ao bioetanol, este biocombustivel surge de modo a substituir combustiveis
fosseis, sendo estes agentes que originam bastante poluicdo, nomeadamente ao nivel das

emissOes de CO; e NOx.

Esta combustivel é produzido através de uma fermentacdo controlada e da destilagdo dos

acucares provenientes de residuos vegetais, passando por processos fisico-quimicos até
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ser transformado em combustivel. A utilizagdo do bioetanol traz vérias vantagens, até
porque a matéria-prima utilizada para a produg¢do do mesmo ¢ renovavel (Pedra e

Decoragao, s.d.).

Como foi referido anteriormente os aspetos positivos deste combustivel residem,
sobretudo, no que diz respeito ao meio ambiente. O bioetanol, quando comparado com os
combustiveis fosseis reduz a emissdo de gases poluentes, visto que a sua queima nao ¢é
tao agressiva para o meio ambiente como a gasolina, carvao ou lenha, fazendo assim com
que haja uma significativa diminui¢ao das emissdes de CO> responsavel pelo efeito de

estufa (Pedra e Decoracdo, s.d.).

Em Portugal o bioetanol ¢ quase uma novidade, mas no que diz respeito a alguns paises,
como o Brasil e os Estados Unidos da América, este biocombustivel ¢ muito utilizado e
destacado como uma fonte de energia natural, limpa, renovavel e sustentavel (Pedra e

Decoragao, s.d.).

O setor dos transportes, em Portugal, tem um elevado peso no que diz respeito a poluigdo,
tendo contribuido em cerca de 31% para o total das emissdes nacionais, no ano de 2007,
segundo a APA. Por este motivo, os biocombustiveis podem ser um caminho promissor

para a reducdo da emissao destes gases que provocam o efeito de estufa (Gomes, 2010).

Devido a origem biogénica, o bioetanol, bem como outros biocombustiveis, ndo gera a
libertacao de GEE, uma vez que as emissoes de CO» fazem parte do ciclo de carbono e a
existéncia de elevada quantidade de matéria orgénica disponivel ¢ um ponto favoravel

para a produc¢do destes compostos que substituem os combustiveis fosseis (Gomes, 2010).

Os biocombustiveis podem entdo, ser classificados de duas formas, os de primeira
geracdo e os de segunda geragdo. Os combustiveis produzidos a partir de biomassas
alimentares ricas em agucares, 6leos e amido, sdo classificados em biocombustiveis de
primeira geragdo e estes podem ser produzidos através de fermentagdes, hidrolises,
prensagens, esterificagdes. As biomassas mais usadas nos de primeira geracao sao as
culturas amildceas, como o milho, trigo, cevada e também a cana-de-agucar (Gomes,

2010).

Relativamente aos biocombustiveis etilicos de segunda geracdo, estes derivam de
biomassas lenho-celulésicas, de plantas herbaceas, através de processos como hidrolise,

fermentagdo, gaseificagdo ou pirolise. Como exemplos destas biomassas temos os
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relvados, os residuos de arvores e arbustos, os residuos agricolas, entre outros (Gomes,
2010).

Cana-de-aclicar

Culturas ricas em
aguacar

Beterraba sacarina

Biocombustiveis de
18 geracdo

Milho

Trigo

Culturas ricas em
amido

Centeio

Cevada

Miscanthus

Biocombustiveis de Biomassa lenho-
20 peracdo -celuldsica

Eucalipto

Figura 2. Fontes da biomassa para a produgdo de bioetanol (Gomes, 2010)

No que diz respeito ao bioetanol, este ¢ um composto produzido a partir de biomassa ou
de uma fragdo biodegradavel de residuos e serve para ser usado como biocombustivel. A
diferenca entre o bioetanol e o biodiesel estd sobretudo no facto de o primeiro ser um
composto do grupo dos alcoois enquanto que o segundo ¢ um éster metilico, sendo que o
primeiro € um combustivel alternativo a gasolina e o segundo um combustivel alternativo

ao gasoleo (Gomes, 2010).

1.4. Objetivos
O objetivo deste trabalho ¢ o de produzir um composto, o bioetanol, que tera como

finalidade a utilizagdo como combustivel alternativo a gasolina, sendo este mais amigo
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do ambiente, menos poluente e partindo de uma biomassa que, habitualmente, ndo ¢

reaproveitada.

Como a producao de bioetanol a partir de materiais lenhocelulésicos residuais € um
processo complexo, compreendendo varias etapas interligadas, decidiu-se centrar o
objetivo deste estudo na identificacdo de enzimas capazes de potenciar a hidrdlise

enzimatica, de modo a maximizar a quantidade de agucares fermentaveis a etanol.

1.5.  Estrutura do trabalho
Esta dissertagdo esta organizada em 5 capitulos, referéncias bibliograficas e anexos. No
1° capitulo ¢ apresentada uma breve introdugdo que aborda a importancia do café e da
maturagdo do grio, de modo a que este tenha uma maior qualidade e melhor sabor. E
também abordada a composi¢do quimica do café, os principais locais onde ha maior
produgdo deste e o valor nutricional do mesmo. E ainda desenvolvido o tema da borra de
café, que ¢ a biomassa utilizada para a produ¢do do produto final, o bioetanol. Sdo ainda

referidas as etapas do processo utilizado para produzir bioetanol.

No 2° capitulo ¢ referida e discutida a literatura, de modo enquadrar o leitor no estado de
arte relativo a producao de bioetanol, em particular a partir de materiais lenhocelulosicos.
Este capitulo servird de sustentagdo para a elaboracao do trabalho seguinte. O foco deste
capitulo ¢ a estrutura da biomassa e os processos que esta tera de sofrer para chegarmos

ao produto desejado.

No 3° capitulo ¢ apresentada uma descricdo experimental das etapas do processo
realizadas em laboratdrio, a descrigdo das condicdes de operagdo, bem como de todos os

equipamentos necessarios para a realizagdo da experiéncia.

No 4° capitulo sdo apresentados e analisados detalhadamente os resultados obtidos

experimentalmente.

No 5° capitulo ¢ apresentada a conclusao da Dissertagdo, bem como sdo efetuadas
recomendacdes para trabalhos futuros, tendo em conta os obstaculos encontrados durante

a realizagdo da mesma.
Segue-se a listagem das referéncias bibliograficas citadas.

Por fim, apresenta-se uma compilacdo de anexos. Nestes, sdo apresentados todos os

calculos efetuados, bem como as fichas de seguranca dos reagentes utilizados.
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2. Estado de Arte

2.1. A sociedade, a economia e o bioetanol
Uma enorme procura de combustiveis fosseis tem vindo a acontecer devido a redugado das
suas reservas e ao facto de estes serem preciosos a nivel energético, sobretudo o petréleo.
No entanto estes combustiveis sdo altamente poluentes e s3o ndo renovaveis e, por isso,

comprometem a seguranca do abastecimento futuro de energia (Carvalho, 2008).

Consequentemente, existe cada vez mais uma procura por compostos energéticos
alternativos, sobretudo os de origem bioldgica, que sdo renovaveis e ndo apresentam

libertagdo de gases poluentes para a atmosfera na sua utilizagao (Carvalho, 2008).

Compostos como o biodiesel e o bioetanol estdo a ser usados cada vez mais
frequentemente, e os seus processos de producao, a partir de diferentes matérias-primas
que seriam desperdigadas e com isto, acabam por ter um novo papel, sdo cada vez mais

estudados.

No entanto, os processos de producao destes compostos, como estao no inicio tornam-se
dispendiosos e para além disso sdo demorados, o que torna a utilizacdo dos combustiveis

fosseis mais tentadora.

O consumo mundial de gasolina em 2006 foi de 1,22 trilides de litros, segundo a IEA e
estima-se que este valor aumente significativamente até 2025, passando a cerca de 1,75

trilides de litros (Melo, Santos, Galvao, & Assungao, 2009).

A nivel internacional, tem decorrido um aumento frequente do prego do petréleo, devido
a pressdo exercida pelos paises emergentes. Segundo a IEA, o consumo mundial de
petroleo aumentou drasticamente entre 2000 e 2007, sendo que a China e a India

apresentaram crescimentos de 57,7% e 31,6% (Melo, Santos, Galvao, & Assungdo, 2009).

O aumento da utilizagdo destes compostos derivados do petrdleo estd a aumentar
drasticamente a poluicdo ambiental causando catéstrofes climaticas como furacdes,
ciclones, inundacdes, entre outros. Por todos estes problemas ambientes ha um aumento
da convicgdo de toda a sociedade que deve haver uma substitui¢do dos combustiveis

fosseis o mais rapidamente possiveis (Melo, Santos, Galvao, & Assungdo, 2009).
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Recentemente tem havido um grande decréscimo no custo da produgdo de bioetanol

proveniente da cana-de-agucar, o que o torna competitivo com o gasoleo (Melo, Santos,

Galvao, & Assungao, 2009).

Na Europa, a producao de bioetanol foi de cerca de 8,5 mil milhdes de litros, sendo que

o milho ¢ a biomassa mais usada para a sua produgdo (EUBIA, s.d.).

No grafico da Figura 3 € possivel observar a evolucao da producado de bioetanol ao longo

dos anos (EUBIA, s.d.).

Bioethanol
EU Supply & Demand (Million Liters)
7.000
6,000 +
— C ONSUMPE ON
5,000 + - = -Production
Imports
4,000 + Stocks
—— Exports
3,000 +
2,000 +
1.000 +
0

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016e 20171 2018f

Figura 3. Grafico representativo da produgdo de bioetanol na Europa (EUBIA, s.d.)

O setor dos transportes representa mais de metade do consumo mundial de petroleo, sendo
que este continua a aumentar. Este consumo excessivo leva a um aumento nas emissoes
de gases com efeito de estufa, bem como a danos ambientais com grande impacto nos

ecossistemas.

As emissOes da queima destes combustiveis bateram um recorde historico em 2011.
Segundo a IEA o aumento desta emissdo deve-se sobretudo aos paises emergentes como
a China e a India (Pinto, 2013). Consequentemente, a procura de fontes energéticas,
ambientalmente sustentaveis, disponiveis para a economia mundial tem vindo a aumentar

drasticamente (Pinto, 2013).

A IEA, prevé que, até 2030, os biocombustiveis representardo cerca de 7% dos
combustiveis usados nos transportes, sendo que os principais produtores e consumidores

serdo os paises da Unido Europeia (UE), Estados Unidos da América (EUA) e Brasil
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(Pinto, 2013). Na UE os transportes representam cerca de 19% das emissoes totais dos
gases de efeito estufa. Com isto, as alteragdes climaticas, o aumento do prego do petréleo,
entre outros, conduziram ao interesse pelos biocombustiveis como o biodiesel, bioetanol,

entre outros (Pinto, 2013).

Relativamente a Portugal, este ¢ um pais com escassos recursos energéticos endogenos,
nomeadamente os que podem assegurar as necessidades energéticas da maioria dos paises
desenvolvidos. Assim, ¢ importante, aumentar a produg¢ao a contribui¢do das energias

renovaveis como a energia hidrica, eolica, solar, geotérmica e biomassa (Pinto, 2013).

Embora em Portugal a maior parte do combustivel usado nos transportes seja o gasdleo,
a utilizacdo de gasolina ¢ significativa e ainda ndo existe no mercado nenhum
biocombustivel comercialmente disponivel, para satisfazer as necessidades de
incorporag¢dao de biocombustivel na gasolina. Assim, torna-se pertinente a realizagao de
estudos relativos a producao de bioetanol, a partir de matérias-primas renovaveis e que

ndo entrem em competicdo com as biomassas alimentares.

2.2. Bioetanol

O bioetanol ¢ o etanol sintetizado a partir de diferentes biomassas. Apesar de este ser
muito melhor para o ambiente, apresenta algumas desvantagens em relacdo aos
combustiveis fosseis, como o petrdleo. Algumas dessas desvantagens sdo o facto de o
bioetanol tem menor energia do que a gasolina e ¢ muito higroscopico. O nimero de
octanas no etanol € superior ao do petrdleo. Os equipamentos que usam etanol como
combustivel ndo podem ser usados a temperaturas abaixo dos 20 °C, sendo que as

temperaturas baixas sdo a maior dificuldade deste tipo de combustiveis (EUBIA, s.d.).

Os biocombustiveis produzidos a partir de matérias-primas lenhoceluldsicas tém uma
menor emissdo de gases de efeito de estufa, reduzindo os impactos ambientais e as
mudangas climaticas (Awolu & Ibileke, 2011). Tal como foi dito anteriormente, o
bioetanol ja é produzido através de outras matérias-primas diferentes da borra de café,

sendo as principais o milho, a beterraba e a cana-de-actcar.

2.2.1. Bioetanol de cana-de-ac¢ucar
O processo de produgdo do bioetanol a partir da cana-de-agtcar € iniciado pela extragdo
da sacarose, seguido de uma fermentagao e por fim uma destilagdo (Manochio, 2014). A

producao do bioetanol a partir da cana-de-agucar ¢ facilitada, quando comparada com

11
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matérias-primas de origem amilacea, como o trigo e o milho. Isto acontece, pois estas
matérias-primas necessitam de um processo que transforme o amido em agticares simples,

por acdo enzimatica (Manochio, 2014).

2.2.2. Bioetanol de materiais lenhoceluldsicos

Inicialmente o bioetanol era produzido a partir da sacarose das matérias-primas, no
entanto isso tem vindo a mudar, sendo agora utilizada a celulose presente nas mesmas. A
producdo de bioetanol tem 60% do seu fabrico centrado nas matérias-primas cana-de-
acucar e beterraba, que devido ao elevado teor de sacarose sdo convertidas ao seu
monomero, para que seja possivel esta produgdo. No entanto, as matérias lenho-
celulosicas contém entre 50 a 60%, em base seca, de compostos com 5 ou 6 atomos de

carbono (C5 ou C6) que sdo agucares (Awolu & Ibileke, 2011).

Para que a hidrdlise da celulose seja eficiente ¢ necessario que as enzimas consigam
aceder a esta, o que ¢ quase impossivel devido a barreira impermeavel de lenhina das
células vegetais (Canilha, et al., 2010). Para destruir esta barreira, ¢ necessario a
realizacdo de um pré-tratamento (Figura 4) que tem como objetivo maximizar a digestao
enzimatica, minimizar a perda de agtcares, otimizar a producdo de subprodutos, ¢ nao
requerer a adi¢do de reagentes que inibam as enzimas usadas na hidrélise enzimatica e os

organismos fermentativos, entre outros (Canilha, et al., 2010).

Na Tabela 2 ¢ possivel observar as propriedades da gasolina, do bioetanol e do ETBE

(um éter, aditivo da gasolina, produzido a partir do etanol) (EUBIA, s.d.).

Tabela 2. Propriedades da gasolina, bioetanol e ETBE (adaptado de (EUBIA, s.d.))

Propriedade Gasolina  Bioetanol ETBE
Peso molecular (kg/kmol) 111 46 102
Densidade (kg/L) 15 °C 0,75 0,80-0,82 0,74
Oxigénio (%) - 34,8 -
Poder Calorifico Inferior (MJ/kg) a 15 °C 41,3 26,4 36
N° Octanas (RON) 97 109 118

12
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Figura 4. Produgdo de Etanol a partir de diferentes matérias-primas (adaptado de

(Manochio, 2014)).

2.2.2.1. O café e os seus residuos

O café, para além do grao, tem uma casca protetora envolvente e uma polpa que sdo
retirados depois da sua colheita. Estes residuos ja foram utilizados com alimento para
animais bovinos, peixes, coelhos, entre outros, no entanto a sua elevada taxa de taninos,
cafeina e fenois torna-os anti-nutricionais para os mesmos, Noutros paises, estes residuos
sdo usados como fertilizantes, pois sdo ricos em azoto, matéria orginica e potassio

(Ferreira, 2011).

A semelhanca da casca de café e da polpa, a borra de café também tem uma elevada
quantidade de taninos, cafeina e fendis o que acaba por torna-la um pouco toxica. A
elevada quantidade de polissacarideos e de lipidos presentes na borra de café, na sua
maioria triglicerideos e esteres, constitui um beneficio tanto para a producao de bioetanol

tanto como para a producao de biodiesel (Ferreira, 2011).

A borra de café ¢ um material lenho-celulosico, ou seja, ¢ um conjunto de
macromoléculas organicas, complexas constituidas na maioria das vezes por pectinas,
lenhinas, hemiceluloses e celuloses as quais podem estar ligadas ou ndo entre si. A borra

¢ constituidas essencialmente por carbono, hidrogénio e oxigénio os quais formam
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polimeros naturais contendo grupos funcionais como carboxilos, compostos

polifendlicos, entre outros. A lenho-celulose ¢ a parte fibrosa da planta (Banerjee, et al.,

2010).

Para conseguirmos obter etanol a partir deste tipo de matérias-primas ¢ necessario extrair
os agucares fermentesciveis nelas presente. O objetivo inicial € o de remover a lenhina,
aumentar a area superficial e diminuir o grau de polimerizagdo e a cristalinidade da

celulose e despolimerizar as hemiceluloses (Canilha, et al., 2010).

Existem varios métodos para conseguirmos aumentar a area superficial, como por
exemplo a redugdo da granulometria, que ird aumentar a area superficial disponivel e
diminuir a cristalinidade da celulose, promovendo a sacarificagdo enzimatica, no entanto
¢ desfavoravel no que diz respeito ao consumo energético. Existem também, pré-
tratamentos bioldgicos com fungos ou bactérias que ajudam na degradagdo da lenhina, no

entanto, a velocidade da degradagdo ¢ muito lenta (Canilha, et al., 2010).

Como foi referido anteriormente, os materiais lenhocelulosicos tém na sua constitui¢ao,
maioritariamente, lenhina, hemicelulose e celulose. A imagem da Figura 5 ¢

representativa de uma amostra lenho-celuldsica (Mussatto & Teixeira, 2010).

OORPOCO00O000NC00R00000000000000000— LiGNIN

!S\ & + " ]

— HEMICELLULOSE

Figura 5. Representagdo da estrutura lenho-celuldsica com as fragées de celulose, hemicelulose e

lenhina (Mussatto & Teixeira, 2010).

2.2.2.1.1. Lenhina

A lenhina ¢ bio sintetizada através de uma reagdo de radicais livres. Este composto ¢
estavel, com alto peso molecular. A lenhina ocupa o espaco a volta da celulose e da
hemicelulose e completa o polimero. Como ¢ muito rigida, torna-se dificil o acesso as
moléculas de celulose e hemicelulose (Cassales, 2010). A lenhina protege relativamente

a degradacao quimica e/ou bioldgica (Canilha, et al., 2010).
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2.2.2.1.2. Hemicelulose
A hemicelulose ¢ um polimero linear e heterogeneamente ramificado, tipicamente
constituida por cinco agucares diferentes, sendo eles a L-arabinose, a D-galactose, a
D-glicose, a D-manose ¢ a D-xilose. A cadeia principal da hemicelulose pode ser um
homopolimero (constituido por um sé agtcar) ou um heteropolimero (mistura de
diferentes acucares). De acordo com o principal agucar presente na cadeia principal a
hemicelulose pode ter diferentes classificagdes como xilana, manana, glucana, entre
outros. Quando comparada com a celulose, esta ¢ diferente na composi¢ao das unidades
de acucar, na presenga de cadeias curtas, na ramificacdo da cadeia principal e por ser

amorfa, o que a torna mais fécil de hidrolisar do que a celulose (Mussatto & Teixeira,

2010).

2.2.2.1.3. Celulose

A celulose ¢ um composto formado por uma longa cadeia de polimeros repetidos de
D-glicose. No seu estado natural, a celulose ¢ o constituinte mais abundante da parede
celular vegetal, com ligacdes glicosidicas que permitem as ligacdes por pontes de
hidrogénio intra e intermoleculares (Cassales, 2010). A celulose tem uma elevada
cristalinidade, resisténcia a tensdo, € insolivel num elevado nimero de solventes, entre

muitas outras caracteristicas (Canilha, et al., 2010).

Do ponto de vista tecnoldgico, a celulose e as hemiceluloses sdo substratos que podem
ser usados na produgao de etanol por via fermentativa. No entanto, o facto de a celulose,
as hemiceluloses e a lenhina se encontrarem juntas faz com que seja mais dificil obter os

seus monomeros com elevado grau de pureza (Canilha, et al., 2010).

2.2.3. Hidrolise
O processo de hidrélise consiste na conversao da celulose em glicose, que normalmente
¢ catalisada com acido, concentrado ou diluido (Gomes, 2010). A rea¢do quimica que

traduz a reacdo de conversdo da celulose em glicose ¢ a descrita na equagado (/.
(CsH1005)n + n H:0 2 n CsH;205 (1)

Existem trés diferentes tipos de hidrolise, usados mais frequentemente na produgdo de
bioetanol, sendo eles a hidrdolise com acido diluido, com acido concentrado e a

enzimatica. A hemicelulose pode ser hidrolisada com &cido diluido em condigdes
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moderadas, mas tal ndo acontece com a celulose, sendo necessarias condi¢des extremas

para que esta seja hidrolisada (Kumar, Barrett, Delwiche, & Stroeve, 2009).

No processo da hidrolise com acido diluido € necessario usar altas temperaturas e
pressdes, devido ao baixo rendimento da conversao da celulose em glicose, que resulta
num baixo rendimento de producdo de etanol (Kumar, Barrett, Delwiche, & Stroeve,
2009). Este procedimento tem sido bem-sucedido no pré-tratamento de materiais
lenhocelulosicos em que ¢ utilizado, por exemplo, acido sulfurico diluido pois faz
aumentar a taxa de hidrolise da celulose. Foi desenvolvido recentemente um processo
com condigdes menos severas € que origina altos rendimentos de xilanas a partir de

xiloses (Sun & Cheng, 2002).

O uso de acido concentrado na hidrolise origina rendimentos muito elevados em etanol,
uma vez que hd uma conversdo quase total da celulose em glicose. As temperaturas
utilizadas neste processo sao inferiores a 50 °C e realiza-se a pressao atmosférica (Kumar,
Barrett, Delwiche, & Stroeve, 2009). Sao utilizados acidos concentrados como o acido
sulfurico ou o 4cido cloridrico e, por isso, esta hidrélise ¢ mais perigosa para o ambiente
uma vez que os acidos concentrados s3o toxicos, cCOrrosivos e requerem reatores
resistentes a corrosdo. Para além disso o acido utilizado deveria ser recuperado para que
este processo fosse rentavel, o que ¢ impossivel, uma vez que ele vai ficar diluido no

produto resultante (Sun & Cheng, 2002).

No entanto, para além das hidrolises com &4cidos sdo também realizadas hidrolises
enzimaticas. As enzimas sao produzidas por uma enorme variedade de microrganismos e
para além disso sdo capazes de quebrar a lenho-celulose em agucares, mas o processo
requer elevados tempos de retengdo, sendo realizado em condigdes amenas de pressao e
temperatura (Kumar, Barrett, Delwiche, & Stroeve, 2009). O custo deste tipo de hidrolise,
quando comparado com as hidrolises dcida ou alcalina é muito baixo uma vez que a
hidrolise enzimatica ocorre a condicdes moderadas, com o pH cerca de 4,8 a 6 ¢
temperaturas entre os 45 ¢ 50 °C e nado origina problemas de corrosdo (Sun & Cheng,

2002).

As bactérias e os fungos conseguem produzir celulases a partir da hidrélise das matérias
lenho-celulosicas. Os microrganismos podem ser aerdbicos ou anaerobicos, mesofilos ou

termofilos (Sun & Cheng, 2002).
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Antes de ocorrer o processo de hidrdlise, a amostra tem de ser submetida a um processo
de pré-tratamento, de modo a que os componentes se quebrem e a lenhina sofra uma
destruicdo de modo a ser possivel os processos quimicos e bioldgicos conseguirem atuar

na mesma (Gomes, 2010).

Na Tabela 3 ¢ possivel observar a variacdo da percentagem da sacarificacdo atingida

dependendo da utilizag¢do de acido concentrado, acido diluido ou enzimas.

Tabela 3. Rendimento do processo de hidrolise da celulose

Processo Input Temperatura Tempo  Sacarificacdo
Acido diluido <1% H;50, 215°C 3 min 50-70%
Acido concentrado  30-70% H,S0, 40°c 2-6h 90%
Enzimatico Celulase 70°C 1,5 dia 75-95%

2.23.1. Enzimas

Enzimas sdo substancias que aumentam a velocidade da reacdo quimica, sem alterar os
produtos da reagao pretendidos. Estas, sdo normalmente proteinas constituidas por RNA.
As enzimas tém uma func¢do de abaixamento da energia de ativacdo da reagdo (Figura 6).
Estas enzimas trabalham ligando-se a moléculas reagentes de tal modo que as ligagdes se

quebram e se formam novas ligagdes mais facilmente (Biology, s.d.).

Activation energy of
uncatalyzed reaction

Activation energy of
catalyzed reaction

reactants

Gibbs Free Energy

products

Reaction Progress

Figura 6. Reagdo enzimdtica (Potential, Kinetic, Free, and Activation Energy, s.d.)

\

A atividade enzimatica ¢ afetada pelo ambiente, devido a sua sensibilidade. Alguns

fatores que afetam as enzimas sdo o pH e a temperatura (Biology, s.d.).

Altas temperaturas geralmente originam elevados rendimentos de reagdo. A diferenga de
temperatura, no entanto pode afetar desnaturar as enzimas afetando as ligagdes quimicas

e fazendo com que sejam menos adequadas para se ligarem aos substratos (Biology, s.d.).
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Relativamente ao pH, este também pode afetar a atividade enzimatica. As enzimas podem
ter propriedades acidas ou basicas que sdo muito importantes para a catalise. Mudancas
de pH podem afetar esses residuos e fazer com que as ligacdes sejam mais fortes. As

enzimas, atuam melhor num certo intervalo de pH, 4cido ou basico (Biology, s.d.).

O primeiro modelo de uma enzima foi proposto em 1894, sendo que este era constituido
por um substrato e um centro ativo ao qual se ligava o substrato. A forma do centro ativo
¢ perfeita, de modo a que os substratos se liguem e por isso passou a denominar-se de

“Enzyme lock and key model”, tal como podemos ver na Figura 7 (Newman, 2018).

Subsirates

\ &

Active site

Product

Figura 7. Modelo enzimatico "lock and key" (Newman, 2018)

Consoante o produto final que se pretende obter, existem diversos tipos de enzimas como
as lipases, amilases, maltases, tripsinas, lactases, entre muitas outras. A fun¢do das
enzimas lipases € a de digerir a gordura, enquanto que, por exemplo, a fungdo das tripsinas
¢ a destruicdo de proteinas, transformando-as nos seus monomeros, os aminoacidos
(Newman, 2018). Neste caso concreto, para a produ¢do do bioetanol sdo usadas enzimas
que tem como objetivo quebrar os polissacarideos de modo a que estes consigam
transformar em moléculas simples de glicose, xilose, arabinose, e outros agucares, que

serdo posteriormente fermentados.

2.2.4. Fermentacao
A fermentagdo € um processo essencial na produgdo de bioetanol, sendo a levedura mais
frequentemente usada a Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura tolera um elevado

numero de inibidores. No entanto, outras leveduras capazes desta fermentagdo foram
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descobertas, como o caso da Zymomonas mobilis que tem uma elevada tolerancia ao

etanol, elevada eficiéncia energética e producgdo de etanol (Banerjee, et al., 2010).

A Saccharomyces cerevisae, atualmente ¢ a levedura mais utilizada; no entanto apenas
consegue fermentar hexoses, sendo um problema, pois ndo consegue fazé-lo com as
xiloses e outras pentoses, que sdo o principal constituinte das hemiceluloses, que sdo cerca

de 30% da biomassa total (Banerjee, et al., 2010).

A fermentagdo pode ser de dois tipos, alcodlica ou lactea. A fermentacao alcodlica tem
varios fatores que a influenciam como a temperatura, oxigénio, azoto, entre outros.
Relativamente a temperatura, as leveduras requerem uma temperatura 6tima entre 31 e

33 °C (Carvalheira, s.d.).

O nitrogénio ¢ imprescindivel a nutricdo das leveduras. Contribui para a sintese de
proteinas e a adi¢do deste pode ser feita no inicio da fermentagcdo de modo a aumentar o

seu rendimento. No entanto o excesso de nitrogénio € nocivo (Carvalheira, s.d.).

2.24.1. Leveduras
As leveduras sdo seres eucarioticos, sendo a Saccharomyces cerevisiae o tipo de levedura
mais usada para a producao de etanol. Estes microrganismos reproduzem-se por gemacao,

onde uma célula, por unido entre os citoplasmas, d4 origem a uma nova célula

(Steckelberg, 2001).

As leveduras realizam a fermentagdo de agicar com o objetivo de terem a energia
necessaria a sobrevivéncia e como produto disso € possivel a obtencdo de etanol

(Steckelberg, 2001).
Na

Estes microrganismos sdo como os fungos, sendo que alguns deles podem ser
denominados de dimorficos, ou seja, apresentam duas formas, e por isso alguns deles sao
tdo perigosos para os seres humanos. A espécie Sacchoromyces cerevisiae ¢ a levedura
mais usada para a produg¢ado de pao, sendo que o didxido de carbono produzido faz levedar
a massa € aumentar o seu tamanho. Os seres iniciais comegam pequenos, no entanto vao
aumentando o seu tamanho progressivamente separando-se da célula mae formando uma

espécie de septo .
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As leveduras do tipo Ale fermentam a superficie do fermentador e por isso sdo as mais
usadas, ja as do tipo lager preferem o fundo do fermentador, e a grande diferenga entre
estas ¢ a temperatura. As leveduras 4/e fermentam a temperaturas de 13 °C e as lager a

temperaturas de 4 °C .

Tabela 4 ¢ possivel observar diferentes microrganismos utilizados em processos de

fermentagdo e os seus rendimentos tedricos.

Estes microrganismos sdo como os fungos, sendo que alguns deles podem ser
denominados de dimorficos, ou seja, apresentam duas formas, e por isso alguns deles sdo
tdo perigosos para os seres humanos. A espécie Sacchoromyces cerevisiae € a levedura
mais usada para a produgao de pao, sendo que o didxido de carbono produzido faz levedar
a massa e aumentar o seu tamanho. Os seres iniciais comegam pequenos, no entanto vao
aumentando o seu tamanho progressivamente separando-se da célula mae formando uma

espécie de septo (Deacon, s.d.).

As leveduras do tipo Ale fermentam a superficie do fermentador e por isso sdo as mais
usadas, ja as do tipo lager preferem o fundo do fermentador, e a grande diferenca entre
estas ¢ a temperatura. As leveduras 4/e fermentam a temperaturas de 13 °C ¢ as lager a

temperaturas de 4 °C (Palmer, 2017).

Tabela 4. Microrganismos produtores de etanol (Silva, 2011)

Tipo de Rendimento
Microrganismo [1=2 Substratos assimildveis
Microrganismo Tedrico (%)
Saccharomyces Glucose, Galactose,
o Levedura 43 =87
cerevisiae Maltose, Sacarose
Pichia stipitis Levedura GIECOSE‘ Xllose, 83-92
Arabinose, Manose
Glucose, Xilose
Candida shehatae Levedura Y o ' 75- 90

Arabinose, Manose
Glucose, Xilose,
Candida lusitaniae Levedura Sacarose, Celabiose, 70- 85
Sorbitol, Maltose
Glucose, Xilose,
Candida tropicalis Levedura Sacarose, Celobiose, 76- 85
Sorbitol, Maltose

Escherichia coli Bactéria Glucose, Glicerol 70-90

Glucose, Xilose, Frutose,

Zymamaonas mobilis Bactéria 80- 92
Sacarose
Glucose, Frutose
Klebsiello oxytoca Bactéria “ u ’ 20-90
Sacarose, Maltose
Pachysolen Levedura Glucosa, Xilosa, Glicerol 75-8BD
tannophilus
Clastridium Bacteria Glucosa, Xilosa 60-80
thermocellum
Kluyveromyces Levedura Glucose 70- BD

marxionus
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As leveduras sao utilizadas para fermentar os agucares, para ser possivel a obtencao de
biocombustivel (Gomes, 2010). Os agucares, hexoses e pentoses, sdo diretamente

fermentados e a rea¢do quimica que traduz este processo ¢ representada pela equagdo (2:
CsH1205 2 2 CH;CH>OH + 2 CO; + Calor )

Ou seja, uma molécula de glicose (C¢H120s), sofre fermentagao, dando origem a duas
moléculas de etanol (CH3CH2OH) e duas moléculas de didoxido de carbono (CO), com

libertagao de calor.

Um dos principais problemas no rendimento da fermentagdo ¢ o facto de as pentoses
serem extremamente dificeis de fermentar, utilizando leveduras convencionais como a

Saccharomices cerevisiae.

2.2.5. Destilacao
A destilagao ¢ o ultimo processo na producao/obtengdo do etanol, e tem como objetivo a

recuperagdo do mesmo.

A destilagao fracionada ¢ um dos métodos de destilagdo usados mais frequentemente para
purificar o bioetanol, esta baseia-se nas volatilidades, dos compostos envolvidos. Como
o ponto de ebuli¢ao da agua (100 °C) ¢ superior ao do etanol (78 °C), o ultimo evapora e
condensa primeiro, dando origem a etanol com elevado grau de pureza. O composto mais

volatil € recuperado no topo e o menos volatil na base (Tavares, 2014).

Outro tipo de destilagdo € a destilacdo simples, que tem como objetivo a separagdo entre
dois compostos com ponto de ebulicao bastante diferente, ou entdo a separacao de solidos
e liquidos, ou compostos volateis de nao volateis. Nesta destilagdo o liquido mais volatil
passa a vapor e ¢ encaminhado para um condensador. Este condensador encontra-se a
temperaturas mais baixas e faz com que o vapor passe novamente a liquido, sendo

recolhido mais eficazmente (Helmenstine, 2019).

Na destilagdo recorrendo ao rotavapor, o ponto de ebulicdo ¢ diminuido através de vacuo
e assim consegue-se manter o solvente a uma temperatura inferior e constante. Este
equipamento, permite a separacdo de solventes com diferentes pontos de ebulicdo, a
realizacdo de destilagdes simples ou até mesmo concentrar amostras solidas ou liquidas

(CQA Comercial Quimica Americana Ltda., 2015).
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2.3. Propriedades do produto final
O etanol tem algumas propriedades mais positivas que a gasolina, sendo que as moléculas
de etanol sdo constituidas por uma extremidade polar e outra apolar. Esta propriedade faz
com que seja possivel a ligacdo da molécula de etanol com atomos de hidrogénio o que
pode fazer com que este se torne menos volatil € mais viscoso, o que ¢ um aspeto positivo

quando o utilizamos como combustivel (Gomes, 2010).

O etanol ¢ um composto incolor, com cheiro e sabor distinto, e € muito pouco téxico, no
entanto ¢ muito dificil obter etanol 100% puro uma vez que este contém na maioria das

vezes uma pequena percentagem de agua, devido a existéncia de um azedtropo.

Na Tabela 5 ¢ possivel observar as propriedades do bioetanol e da gasolina, sendo

possivel a comparacao entre estes.

Tabela 5. Propriedades do bioetanol e da gasolina (Gomes, 2010)

Propriedade Bioetanol Gasolina
Peso Molecular [g.mul'j] 46,07 100-105
Carbono [% massica) 52,2 85-88
Hidrogénio [ massica) 13,1 12-15
Oxigénio [% massica] 34,7 0
Densidade, 20°C [kg.™] 0,792 0,72-0,78
Viscosidade [cST] 1,52(20°C)  0,4-0,9 (16°C)
Temperatura de ebulicdo, 1 atm [°cl 78,4 27-225
Temperatura de auto-ignicio ['C) 423 257
Calor de Vaporizagdo [kl.kg '] 910 330-400
Calor de Combust&o [MJ.I"] 21,3 32,45
Poder Calorifico Inferior [MJ.kg'i] 26,9 42-44
Numero de octanas 108 90-100

O numero de octanas do bioetanol € superior ao nimero de octanas da gasolina e por isso
a utilizagao do bioetanol, como aditivo da gasolina, faz com que este eleve o numero de
octanas, o que € um aspeto positivo, pois nao deixa que as ignigdes sejam prematuras.

Para além disso ha uma grande diferenga do peso molecular entre os dois compostos.
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3. Descricao Experimental

Neste capitulo sera descrito o procedimento experimental, iniciando pela caracteriza¢ao
da amostra e passando depois as etapas de pré-tratamento acido, seguindo-se a hidrélise

enzimatica, a fermentacao, a destilacao e, finalmente, a avaliacao dos resultados obtidos.

3.1. Caracterizacao da amostra
A borra de café usada neste trabalho era a fragdo resultante ap6s a extragdo do dleo de
café com hexano. A borra extraida foi seca ao ar antes de ser caracterizada e usada neste

trabalho.

3.1.1. Determinacao do teor de carbono

O teor de carbono fixo (CF) representa a massa restante apos a libertacdo de compostos
volateis, excluindo as cinzas e humidade (Vieira, 2012). O procedimento consiste na
realizacdo de uma digestdo da amostra com acido sulfurico concentrado durante 3 h

seguida de uma titulagdo com SFA.

3.1.2. Determinacio do teor de nitrogénio e teor de proteinas

A determinacdo do teor de proteinas ¢ uma determinacdo indireta, uma vez que, ndo
determina a quantidade de proteina, mas sim o azoto organico total. O teor de nitrogénio
¢ medido pelo método Kjeldahl. O método compreende trés fases que sao a digestao,

destilacdo e titulagdo (TECNAL, s.d.).

3.1.3. Determinac¢ao do teor de humidade

O teor de humidade ¢ determinado através de um método termogravimétrico, ou seja, pela
perda de peso na secagem. Resumidamente, a amostra € aquecida em estufaa 105+ 5 °C,
durante 1 h (hé evaporacdo da humidade), seguindo-se o arrefecimento em exsicador e
pesagem. O procedimento de aquecimento, arrefecimento e pesagem ¢ repetido até a
amostra atingir peso constante. O teor de humidade ¢ calculado através da razao entre a

perda de peso da amostra e o peso da amostra original (Toledo, s.d.).

3.1.4. Determinacao do teor de cinzas
Os residuos resultantes da combustdo de produtos organicos sao caraterizados, tendo em
conta o teor de cinzas. Este teor ¢ obtido da combustdo da biomassa, a qual é processada

a altas temperaturas. As cinzas podem originar-se de elementos metalicos presentes na
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biomassa. Em norma, altas concentracdes de cinzas diminuem o poder calorifico e
causam perda de energia (Vieira, 2012). Resumidamente, para determinar o teor de
cinzas, uma amostra seca em estufa ¢ pesada num cadinho previamente seco em mufla a
550 °C, ¢ depois calcinada em mufla a 550 °C durante um periodo de 1 h, arrefecida em
exsicador e pesada. O procedimento de calcinacao, arrefecimento e pesagem ¢ repetido
até peso constante. O teor de cinzas, exprime-se em base seca e € a razao entre a massa

de cinzas sobrantes no cadinho € a massa de amostra seca usada no ensaio.

3.1.5. Determinacio do poder calorifico superior, PCS

O poder calorifico ¢ a quantidade de energia libertada pela biomassa, ou outro composto,
quando ha a sua combustdo completa. Quando ocorre a combustdo completa de um
combustivel, este liberta energia térmica que ¢ geralmente medida em termos de energia
por unidade de massa ou volume. De maneira geral, o poder calorifico depende da
composicao da biomassa e do grau de humidade da mesma. O poder calorifico pode ser
dividido em dois, o poder calorifico superior (PCS) e o poder calorifico inferior (PCI)
(Vieira, 2012). O PCS consiste no calor libertado durante a combustdo, sendo que a agua
se encontra em estado liquido, enquanto que o PCI, ¢ o calor libertado, mas com a agua

presente na amostra no estado gasoso (Lima A. , 2019).

3.2. Producio de bioetanol
Uma vez caracterizada a amostra, o procedimento experimental prossegue para a

producao de bioetanol, iniciando-se pelo pré-tratamento com acido diluido.

3.2.1. Pré-tratamento

Para a produgao de bioetanol a partir de uma matéria prima lenho-celuldsica, € necessario
a realizacdo de um pré-tratamento de modo a haver remocao, pelo menos parcial, da
lenhina e assim ser facilitado o acesso das enzimas na etapa de hidrolise enzimatica a

celulose e as hemiceluloses.

O pré-tratamento foi realizado com acido nitrico diluido, de modo a que a biomassa
absorvesse também uma pequena percentagem de azoto permitindo que o rendimento da

reacdo de fermentacdo seja superior.

Resumidamente, 100 g de biomassa (borra extraida do 6leo usado para a producao de

biodiesel), € posta em contacto com 800 ml de solucdo de acido nitrico a 3 % (v/v) num
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frasco fechado, colocado num banho termostatico durante 3 h, a temperatura de 85 °C,

com agitagdo a 40 rpm.

Na Figura 8, ¢ possivel observar-se a realizagdo do pré-tratamento.

Figura 8. Pré-tratamento da borra de café extraida de oleo usado na produgdo de biodiesel

3.2.2. Hidrodlise enzimatica
Para a produgdo de bioetanol, segue-se a hidrélise enzimatica, tendo como objetivo a
transformagao das hemiceluloses e da celulose em agucares simples, para que estes depois

possam ser fermentados de modo a obtermos o produto final desejado, o bioetanol.

Este processo ¢ realizado com adicdo de enzimas, e requer um controlo tanto da
temperatura como do pH. Como o pré-tratamento foi realizado em meio acido, ¢

necessaria a adi¢do de NaOH (a 40 %) até pH favoravel as enzimas utilizadas.

Ban, Viscozyme, Ultraflo L (da Novozymes), ¢ Cellulase (da Aspergillus niger, Sigma
Aldrich) foram as 4 enzimas usadas neste processo, sendo que todas elas tém como pH
otimo valores entre 5 e 6. O acerto de pH foi feito com a adigdo de NaOH concentrado,
medido com o medidor de pH (Consort). Na Figura 9, € possivel observar a medi¢ao do

pH da solu¢ao com um medidor de pH.
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Figura 9. Acerto do pH da solugdo antes da adig¢do de enzimas

Depois do pH acertado, sdo adicionadas as enzimas, uma em cada frasco, numa propor¢ao
de 2 ml de enzima por cada 100 g de amostra existente no frasco. As amostras sdo depois

colocadas num banho termostatico durante 24 h, a 50 °C, com agitacdo constante a 40

rpm.

Na Tabela 6, ¢ possivel observar um quadro resumo com as caracteristicas das enzimas

usadas neste trabalho.

Tabela 6. Resumo das condicoes otimas e atividade das enzimas utilizadas

Enzima pH

Ban 5-6

Viscozyme 5-6

Ultraflo L 5-6
Cellulase de Aspergilus niger 5-6

3.2.3. Fermentacao

O processo seguinte a hidrolise enzimatica ¢ a fermentagdo. Neste processo, ocorre a
fermentagdo dos agucares obtidos durante a hidrdlise enzimatica, por a¢do de leveduras.
Este também ¢ um processo que requer um pH estavel e, por isso, € necessaria a adi¢ao
de uma solugdo tampao de modo a que as leveduras consigam fermentar os agucares em

condicoes favoraveis, a fim de obtermos um elevado rendimento.

A solucdo tampao utilizada foi o citrato de sodio, tendo sido adicionado cerca de 150 ml
em cada frasco de amostra, de modo a que o pH estabilizasse em 5. Para além do tampao,
adicionou-se ainda 10 g de levedura, Saccharomyces cerevisiae (da Levital) previamente

dissolvida em cerca de 5 ml de 4gua morna, a cada amostra.
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As amostras foram colocadas num banho termostatico a 30 °C, com agitacdao a 40 rpm,

durante 7 dias. Na Figura 10 € possivel observar as amostras a fermentar no banho.

Figura 10. Amostras no banho termostatico durante a fermentagdo

3.2.4. Destilacao

A destilagdo ¢ a ultima etapa do processo para a producao do bioetanol. A destilagdo da
solugdo foi realizada no rotavapor, tal como se pode observar na Figura 11, e tem como
objetivo separar o etanol que foi produzido durante a fermentacao alcodlica. A solucdo
de etanol que se obtém nao € totalmente pura, tendo 4gua na sua composi¢ao. A destilagao

¢ realizada apenas com o liquido, sendo que os solidos ficaram depositados no frasco.

Figura 11. Destilagdo da solugdo no rotavapor
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Para a realizacdo da destilacdo foi usada uma temperatura de 60 °C e pressao de 175

mmHg.

No esquema da Figura 12, ¢ possivel observar as etapas do processo de producao de
etanol, resumidamente.

: Pré-tratamento Hidrolise Enzimatica
Biomassa (HNO3 /3horas/85°C) (Enzimas /24 horas /50°C)
. Destilagao Fermentagio
Bioctanol |- (Rotavapor) # (Leveduras /8dias /30°C)

Figura 12. Esquema do processo de produgdo de bioetanol

Na Tabela 7 apresenta-se um resumo com as condi¢gdes de operagdo usadas nas varias

etapas do processo de producao de bioetanol a partir da borra de café extraida.

Tabela 7. Resumo das condigoes de operagdo dos processos de produgdo de bioetanol

Etapa Condicoes de operacio

Pré-tratamento 800 mL HNO3 3 % / 100 g de borra de café¢ / 85°C /3 h
Hidrolise enzimatica 2 mL Cellulase / Viscozyme / Ultraflo L / Ban / 50 °C / 24 h
Fermentagao 10 g Saccharomyces cerevisiae / 30 °C / 1 semana

Destilagao Rotavapor a pressao e temperaturas definidas no equipamento

3.2.5. Analise dos acucares redutores pelo método do DNS
O método do DNS tem como objetivo a quantificacdo da concentracdo de agucares de
uma solugdo, tendo em conta a sua absorvancia. Para isto, € necessaria a preparacao de
solucdes padrdo para a realiza¢do de uma curva de calibracdo. De seguida ¢ preparada a
amostra, sendo colocado num tubo 0,5 ml de amostra, 0,5 ml de solucao de DNS e leva-
se a ebulicdo. Apds a ebulicdo, sdo adicionados 5,00 ml de dgua desmineralizada e a
solugdo ¢ agitada no vortex. Por fim, € feita a leitura da absorvancia e através da curva de

calibracdo, é calculada a concentracdo da amostra.
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4. Resultados e Discussao

Neste capitulo apresentam-se os principais resultados obtidos e uma breve discussao.

4.1. Caracterizacdo da amostra
Para a caracterizagdo da amostra, borra de café apos extracdo do 6leo usado na produgao
de biodiesel, foram avaliados o teor de azoto, de proteinas, a humidade, o teor de cinzas,

e o Poder Calorifico Superior (PCS).

Na Tabela 8 ¢ possivel observar os resultados obtidos e compara-los com os obtidos por
diferentes autores que fizerem estudos em borra de café. E também possivel observar a

caracterizacdo da borra antes de esta ser extraida para a recuperacao de oleo e depois da

extragao.
Tabela 8. Valores da caracterizagdo da amostra de borra de café
(Caetano, Silva, (Li, (Deligiannis,
Melo, Martins, & Strezov, Papazafeiropoulou,
Parimetro Este trabalho Mata, 2014) & Kan, Anastopaulos, &
2014) Zannikos, 2011)
A.E. D.E. A.E D.E
Teor de Humidade (%) 10,96 6,42 65,7 9,4 8,1 -
Teor de Cinzas (%) 3,26 2,94 2,2 1,65 1,7 4.2
Teor de Carbono (%) 21,23 67,3 69,5 54,5 52,03
Teor de Azoto (%) 2,99 2.49 2,2 2 2,4 0,492
Teor de Proteinas (%) 18,67 17.52 13,7 12,3 15
PCS (MJ/kg) 11,64 19,3 19 23,2 21,16

% - Percentagem p/p em base seca, exceto teor de humidade
A.E. — Borra antes da extragdo
D.E. — Borra ap0s a extragdo

Comparando os valores obtidos experimentalmente com os valores da bibliografia, ¢
possivel perceber que apenas no teor de Carbono existe uma grande diferenca, sendo que

o obtido experimentalmente ¢ muito inferior ao referenciado na bibliografia.

O valor do teor de Carbono, pode estar afetado de erro, uma vez que foi necessaria a
realizagdo de uma digestdo de uma quantidade de amostra muito pequena (< 0,050 g),

seguida de uma titulagdo onde o ponto de viragem ¢ dificil de perceber.

Relativamente ao PCS, este valor também se revelou inferior aos encontrados na

bibliografia, o que pode ter-se devido ao facto de a borra utilizada para esta estudo ja ter
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sido extraida (retirando-se o o6leo, que ¢ um constituinte com elevado contetdo

energético), sendo depois reutilizada para a produgao do bioetanol.

O teor de proteinas foi calculado a partir do teor de azoto, multiplicando-o por 6,2. Os
valores do teor de azoto, e do teor de proteinas sofreram uma variagdo muito pequena nas

analises feitas antes e depois da extragdo do 6leo da borra de café.

4.2. Hidrodlise enzimatica

Foram ainda analisadas as concentragdes de agucares redutores totais da amostra, depois
da hidroélise enzimatica. O método usado foi o do DNS e os valores obtidos encontram-
se na Tabela 9, onde as amostras 1, 2, 3 e 4 resultam da hidrélise com a enzima Cellulase,

Ultraflo L, Viscozyme e Ban, respetivamente.

Tabela 9. Valores da concentragdo dos aguicares redutores apos hidrolise enzimdtica

Enzima Conceptrac;éo Concentr'agﬁo Solugao
Solugdo Diluida (g/L) nao Diluida (g/L)
Amostra 1 Cellulase 0,99 24,7
Amostra 2 Ultraflo L 1,19 29.6
Amostra 3 Viscozyme 0,65 16,3
Amostra 4 Ban 0,69 17,3

Para fazer a determinacdo, a amostra foi diluida 25 vezes, portanto a concentragdo real

foi obtida multiplicando a concentragao da solucgdo diluida pelo fator de diluicao.

Como ¢ possivel observar na Tabela 9 a concentracdo de aglcares € superior para duas
amostras, 1 e 2, sendo que estas amostras foram aquelas em que se conseguiu recuperar

etanol.

4.3. Producao de bioetanol
As enzimas Cellulase e Utraflo L potenciaram a produ¢do de etanol, sendo que o odor a
alcool no licor produzido no processo com hidrélise enziméatica com Ultraflo L era muito

mais intenso.

Para 100 g de amostra foram recuperados cerca de 7 ml de bioetanol quando foi usada a

enzima Cellulase e 8 ml de bioetanol quando foi usada a enzima Ultraflo L.

Para os licores produzidos a partir da fermentagdo dos acticares obtidos na hidrélise com

as restantes enzimas ndo foi possivel recuperar bioetanol.
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Assim, conclui-se que a amostra 1 e 2, foram as que originaram as maiores conversoes de
hemiceluloses e da celulose em aglcares, e, por isso, ocorreu uma melhor fermentagao

dos agucares a bioetanol, o que se traduziu numa maior recuperacao de alcool.

As amostras 3 e 4, comparativamente com a 1 e 2, originaram uma menor concentracao

de agtcares depois da hidrolise.

Deve referir-se que a levedura usada, a Saccharomyces cerevisiae, apenas consegue
fermentar a glicose. Portanto, dependendo da composi¢ao dos agtcares produzidos apos

a hidrolise enzimatica, € possivel que apenas uma pequena parte seja fermentéavel a etanol.

Nao tendo sido possivel identificar e quantificar os agticares presentes no hidrolisado (por
avaria do HPLC), e sendo o processo de recuperagdo de etanol ineficiente (uma parte do
etanol evaporado pode ficar depositado nas paredes do condensador), ndo ¢ possivel
confirmar que nas amostras 3 e 4 ndo deram origem a produg¢ao de etanol. Por outro lado,
também nao foi possivel determinar a concentracao de etanol recuperado (por avaria do

GC-FID), para confirmar o rendimento global do processo.

4.3.1. Estimativa do rendimento maximo em bioetanol
A borra de café tem cerca de 14% de celulose na sua constitui¢do (Silva, 2011). Entao,
para 100 g de borra de café ¢ possivel obter-se cerca de 14 g de glicose, afirmando que
toda a celulose ¢ convertida em glicose. Esta glicose sofre fermentagdo e por cada
molécula de glicose sdo originadas duas moléculas de etanol, sendo volume méaximo de

etanol possivel de se obter 9,34 ml.
O rendimento méaximo em bioetanol ¢ dada pelo quociente entre o volume de bioetanol
possivel de obter e a massa de borra seca usada. Tendo isto,

934
Nmaximo 100

*100=9,34 % (% v/m)
O rendimento obtido experimentalmente ¢ calculado do mesmo modo, como se pode ver

a seguir.

Nenzima cellulase = % *100=7 % (% V/m)

Nenzima ultraflo = % *100=8 % (% V/m)

Como ¢ possivel verificar os rendimentos obtidos experimentalmente sdo bastante

proximos do rendimento tedrico da conversdo maxima possivel de celulose.
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A conversao maxima de celulose ¢ calculada com a glicose dessa celulose apenas. Se
contabilizassemos a glicose das hemiceluloses teriamos uma conversao maxima superior
a esse valor. No entanto, parte da glicose pode ser usada pelas leveduras no seu
metabolismo ou ndo ser convertida, dai que o rendimento real possa ser menor do que o

maximo tedrico.
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5. Conclusoes e Sugestoes

Este trabalho teve como objetivo o estudo da hidrolise enzimatica dos hidratos de carbono

da borra de café com vista a produgdo de bioetanol.

Inicialmente foi realizada uma caracterizagao da amostra, borra de café¢, onde se obteve
11,0 % de humidade na borra antes da extragao do 6leo, e, depois da extragdao, uma
percentagem de 6,4 %. Relativamente ao teor de cinzas, os valores obtidos antes e depois
da extragdo do dleo foram respetivamente 3,3 % e 2,2 %, sendo estes valores semelhantes

aos da bibliografia.

O teor de carbono foi determinado antes da extragdo da borra, sendo que foi obtido um
valor de 21,2 %, o que se revelou ser bastante diferente da bibliografia, talvez por este
valor ter sido determinado através de uma digestdo seguida de uma titulagdo com um
ponto de viragem de dificil perce¢do. O teor de azoto medido foi de 2,99 % antes da
extragdo e de 2,49 % depois da mesma, e o correspondente teor de proteinas foi de 18,7

e 17,5 %.

Por fim foi medido o valor do poder calorifico superior na borra, sendo o valor obtido de

11,64 MJ/ke.

Ap0s a caracterizagao da amostra foi realizado o procedimento de produg¢do do bioetanol.
Para o efeito, foi realizado um pré-tratamento com HNO3 a 3% (v/v), nas propor¢des de
800 mL : 100 g de borra, a temperatura de 85 °C, durante 3 h, com agitacao a 40 rpm,
seguido de elevacdo do pH a 5. Seguiu-se a hidrolise enzimadtica, em que as enzimas
usadas foram Ultraflo L, Cellulase, Viscozyme e Ban, a 50 °C, durante 24 h, com agitagdo
a 40 rpm, sendo que foram adicionados 2 ml de enzima por cada 100 g de amostra. De
seguida procedeu-se a fermentagdo dos actcares simples libertados na etapa anterior,
usando 10 g de levedura (Saccaromyces cerevisiae) por cada 100 g de amostra, durante

uma semana, a 30 °C e com agita¢do a 40 rpm.

Foi efetuada a determinagdo intermédia da concentracdo dos agucares redutores,
presentes no hidrolisado enzimatico, pelo método do DNS. Para o efeito, foram analisadas
4 amostras de hidrolisado, obtidas com cada uma de 4 diferentes enzimas, e, destas, foi
possivel concluir que apenas duas das amostras deram origem a formagdo de bioetanol,
enquanto que as outras duas, aparentemente nao deram origem a qualquer tipo de

formagdo do mesmo.
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Foi ainda possivel concluir que as duas amostras com os valores mais altos de
concentracdo de agucar, 24,7 g/L e 29,6 g/L, foram as amostras onde foi possivel
confirmar a obten¢do de bioetanol. Estas amostras foram obtidas na hidrdlise com a
enzima Ultraflo L, e Cellulase, respetivamente, sendo que foi possivel sentir-se um cheiro

mais intenso na amostra onde foi usada a enzima Ultraflo L.

Finalmente, ¢ possivel concluir que ndo ha conversdo completa de agucares em bioetanol
durante a fermentagdo com Saccharomyces cerevisiae, uma vez que as pentoses sao de

dificil fermentagao, sendo convertidas na maioria as hexoses.

Relativamente a propostas de trabalho futuro, sugere-se estudar a fermentagao com outros
tipos de leveduras que fermentem pentoses, e a utilizagdo de outros tipos de enzimas com

gamas de diferentes pH.

Seria importante a analise do bioetanol obtido usando cromatografia, de modo a
avaliarmos a pureza do mesmo, ¢ melhorar as condigdes de operagdo uma vez que podem

ter ocorrido contaminagdes durante os procedimentos.
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Anexos

Caracterizacio da amostra
Para a determinacao do teor de proteinas e do teor de azoto usou-se o método de Kjeldahl.
As amostras foram digeridas no digestor cerca de 3 h 180 °C e depois foi feita a destilagdo,

seguida de uma titulagdo com HCI, cujos resultados podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10. Valores obtidos para a determinagdo do teor de proteinas e teor de azoto

Massa (g) Vi(mL) Vi(mL) AV (mL) Média

Branco 0 0 0,05 0,05 0,05
Amostral 0,052 0,01 1,10 1,09

0,00102
Amostra 1l 0,052 1,10 2,05 0,95
Amostra2 0,076 0,09 1,42 1,33

0,00138

Amostra 2 0,076 1,42 2,85 1,43

%azoto = (média do volume x [HCI] x 14,007/ Mamostra ) X 100 =
=0,00102 x 0,112933 x 14,007 / 0,052) x100 = 3,10 %
% Proteinas= 6,25 x %azoto = 6,25 x3,10=19,4 %

De seguida ¢ calculada a média dos resultados obtidos nas amostras sendo que a

%azotomedia = 2,99% e a Y%proteinasmedia= 18,7 %.
Para a determinagdo do teor de cinzas as amostras foram colocadas na mufla, sendo que

a percentagem média de cinzas da amostra ¢ de 3,26 + 1,03 %.

Tabela 11. Valores obtidos para o teor de cinzas

Amostra Meadinho Meadinho+amostra Meinzas+cadinho Mamostra Meinzas Yocinzas Média (%)
1 23,2382 25,5874 23,2888 2,3492 0,0506 2,15
2 21,8681 25,2448 22,0098 3,3767 0,1417 4,20 3,26 £1,03
3 21,7571 25,1743 21,8741 34172 0,1170 3,42
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Para a determinacao do teor de humidade as amostras foram colocadas na estufa até peso

constante.

Tabela 12. Valores obtidos para a determinagdo do teor de humidade

Amostra  Mcadinho IMcadinho+amostra Mamostra Mcadinho+amostra secca  Mamostraseca  Yohumidade média

1 32,5596 37,1226 4,563 36,6161 4,0565 11,1002
2 26,3078 31,3897 5,0819 30,8381 4,5303 10,8542 10,96
3 29,5502 35,6286 6,0784 34,9645 5,4143 10,9256

Producio de Bioetanol

Determinacio dos acucares pelo método do DNS
Foram realizados sete padrdes com diferentes concentracdes de glicose, que variaram

entre 0 e 1 g/LL e obteve-se a curva de titulacdo seguinte.

Glucose
0.25
y=0.2171x - 0.0144 )
0.2 R2=0.9981 .
o
© -
S 0.15 :
K ..
2 01
< K
0.05 ot
Y
e
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Concentracdo (g/L)

A reta de ajuste obtida foi:
Absorvancia =0,2171 * [agucares] — 0,0144

Foi calculada a concentragdo para cada uma das amostras hidrolisadas com diferentes

enzimas. A concentracao foi multiplicada pelo fator de diluicao de 25x.
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