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RESUMO - O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas, bem como grande poténcia
na exportacdo de suco, gerando milhares de toneladas de bagaco. Como alternativa ao
impacto causado pelo descarte deste residuo, o trabalho avalia o pré-tratamento acido do
bagaco de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) visando a producdo de etanol de segunda
geracéo. Utilizou-se um planejamento experimental 2°, tendo como variaveis o tempo (15
a 120 min), a Cyigo (1 a 4% V/IV) e a Chiomassa (1 @ 9% m/v). A caracterizacdo fisico-
quimica da farinha, obtida por secagem a 50°C e moagem em peneira de 30 mesh, indicou
alto teor de carboidratos e fibras. No pré-tratamento, as variaveis analisadas apresentaram
sacarificacdo na fracdo liquida entre 30 e 60%, influenciadas pela concentracdo de
biomassa e tempo, rendimento massico entre 30 e 40%, com significancia do tempo, e
°Brix/g biomassa, influenciada pela concentracdo de biomassa e acido. Percebeu-se, em
alguns casos, que a severidade do pré-tratamento foi desnecessaria e comprometeu a
quantidade de agUcares, sugerindo a conducdo do processo por 15 min a 120°C e latm,
com menores concentracBes de acido e de biomassa.

1. INTRODUCAO

Desde a década de 80 o Brasil detém mais de 50% do volume mundial de suco de laranja,
exportando aproximadamente 85% do que é produzido, o que totaliza 98% de participacdo no
mercado mundial (Neves et al., 2010).

Como consequéncia da alta producdo, ha uma significativa geracdo de subprodutos, compostos
de cascas, sementes e polpas, que equivalem a 50% do peso da fruta, com uma umidade proxima a
82%, tendo como principal destino a complementacdo para racdo animal (Rezzadori e Benedetti,
2009). Todavia, em funcdo do alto conteudo de &gua, possibilitando a degradacdo microbiana,
geracdo de mau cheiro e contaminacdo do solo, pesquisas vem sendo realizadas na busca de novas
alternativas de emprego destes residuos.

Lennartsson et al. (2012) citam que as cascas de frutas citricas sdo ricas em pectina, celulose e
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hemicelulose, podendo ser empregadas como substrato de baixo custo na producdo de etanol de
segunda geragdo, a0 mesmo tempo em que se reduzem os problemas com a sua disposi¢do. Rezzadori
e Benedetti (2009) citado por Marinelli et al. (2012) apresentam que a casca da laranja contém 16,9%
de acUcares sollveis e, como polissacarideos insoluveis da parede celular, 9,21% de celulose, 10,5%
de hemicelulose e 42,5% de pectina, comprovando grande potencial de transformacdo desta biomassa
em produtos de alto valor agregado, obtidos através da hidrélise quimica ou enzimaética e posterior
conversao bioldgica.

O uso de biomassa como fonte de energia vem crescendo em funcdo das mudancas climéticas e
da elevacdo das cotacGes do petroleo, tendo o Brasil posicdo privilegiada em funcdo das culturas
agricolas de grande extensdo, maior biodiversidade do planeta, intensa radiacdo solar, 4gua em
abundancia, diversidade de clima e pioneirismo na producao de biocombustiveis (Santos et al., 2011).

Anualmente, no Brasil, sdo geradas cerca de 350 milhdes de toneladas de residuos
lignoceluldsicos, cujo bioprocessamento desperta grande interesse econémico e social (Pereira Jr.,
2007). As tecnologias para a obtencdo de bioetanol de segunda geracgdo, produzido a partir destes
materiais, envolvem a hidrélise dos polissacarideos da biomassa em aclcares fermentaveis e sua
posterior fermentacdo, sendo uma alternativa energética promissora para atender a demanda mundial.
No processo de conversdo da biomassa lignoceluldsica a etanol sdo necessarias 5 operagdes unitarias.
(1) Reducdo do tamanho da biomassa para aumentar a area superficial e uniformidade; (2) pré-
tratamento para romper estrutura da lignina e da hemicelulose, reduzindo a cristalinidade da celulose
e aumentando a porosidade da biomassa; (3) hidrdlise enzimatica para converter agicares poliméricos
em acgucares monoméricos; (4) fermentacdo para produzir etanol a partir dos agucares monoméricos.
(5) recuperacdo do etanol por destilacdo ou outra tecnologia de separacdo (Garcia-Cubero et al.,
2011).

Um pré-tratamento adequado é aquele que produz fibras reativas, preserva a utilidade da fracdo
hemiceluldsica e ndo libera compostos que inibam significativamente a fermentacdo (Lynd, 1996).
Eles podem ser fisicos, quimicos, biol6gicos ou de fracionamento por solvente (Sousa et al., 2009),
sendo o0s pré-tratamentos quimicos os que tém recebido maior atencdo (Fan et al., 1982). O seu
objetivo € remover ou modificar a estrutura da lignina e das hemiceluloses, facilitando o ataque
enzimético e a degradacdo da celulose. Na hidrolise acida da biomassa produz-se, principalmente,
uma mistura de oligossacarideos, monossacarideos, produtos de decomposicdo, acidos organicos,
lignina e outras substancias, entre elas residuos poluentes e produtos que inibem a fermentacéo
posterior. Por isso, a sacarificagdo enzimatica tem sido objeto da maior parte dos estudos. No entanto,
no estagio de desenvolvimento atual, o processo ainda é economicamente inviavel, o que justifica o
interesse pelo estudo das variaveis que afetam o processo (Rabelo, 2007).

Esse trabalho avaliou caracteristicas da fragdo liquida e solida apds pre-tratamento do bagaco de
laranja com acido sulfurico diluido, tais como rendimento massico, percentagem de sacarificagdo na
fracdo liquida e relacdo de solidos sollveis/g biomassa. As condigdes do pré-tratamento foram
otimizadas através da metodologia de superficie de resposta (RSM), metodologia que engloba um
grupo de técnicas utilizadas para estudar a relacdo entre uma ou mais respostas medidas e varidveis de
entrada, podendo ser utilizada em problemas que tém ingredientes e/ou condi¢cfes de processamento
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como variaveis (Arteaga et al., 1994).

2. METODOLOGIA

O residuo, ap6s a extracdo do suco/polpa na unidade produtora, foi coletado e sanitizado com
hipoclorito de s6dio a 100 ppm por 15 min, sendo posteriormente submetido a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar, a 50°C até peso constante, triturado em moinho de facas tipo Wylle, em
peneira de 30 mesh e acondicionado em frascos plasticos herméticos a temperatura ambiente.

Foram realizadas analises dos teores de umidade, cinzas proteinas, lipideos e acUcares,
seguindo-se as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005) e AOAC (2002). A
percentagem total de carboidratos foi feita por diferenca das analises de umidade, proteinas, lipideos e
cinzas. Da amostra seca e desengordurada, foi realizada a analise de fibras, segundo método de
Henneberg citado por Winton e Winton (1958), constando fundamentalmente de uma digestdo em
meio acido, seguida por uma digestdo em meio alcalino. O teor de pectina foi determinado com base
na neutralizacdo das cargas dos residuos de &cido galacturdnico livre pelos ions célcio, provocando a
geleificacdo da pectina e sua precipitacdo (Carvalho et al., 2002).

Para a determinacdo de acucares redutores totais (ART) foi utilizado o método colorimétrico do
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959), realizando-se tratamento em H,SO,4 1,5
M, em banho fervente por 30 min, com agitacdo ocasional para hidrolisar os polissacarideos e outros
acucares nao redutores.

Para a etapa de pré-tratamento, as condi¢cbes ambientais foram 121°C e 1 atm, monitoradas em
autoclave. A eficiéncia de hidrdlise em ART (acUcares redutores totais) foi calculada pela Equacéo 1.

Eficiéncia (%) =100— ZART (1)

biomassa

Os experimentos foram baseados no planejamento fatorial simples, com repeticdo no ponto
central, sendo codificado em 3 niveis para cada variavel, -1, 0 e +1. As quantidades referentes as
varidveis codificadas sdo apresentadas na Tabela 1 e, para andlise dos resultados, foi utilizado o
software Statistica 7.0, do qual foram obtidos os graficos de Pareto para cada variavel dependente.

Tabela 1 - Matriz do planejamento com repeti¢des no ponto central

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (min) -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 0 0 0
(15) (120) (15) (120) (15) (120) (15) (120) (67,5 (67,5) (67.,5)
C acido
muoomy TO 1O 1O 1@ 16 16) 16 16 0@ 0@ 0©
C biomassa
@iomy 1@ 1@ 1@ 10 1@ 10 1@ 19 06 06 00

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para verificar a melhor eficiéncia de
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sacarificacdo e a percentagem de acucares soluveis extraidos no pré-tratamento. Além da
sacarificacdo foi determinado o rendimento massico, ou seja, a fracdo solida restante apds a separacao
da fase liquida, e a relacdo de solidos soluveis (°Brix)/g biomassa, que reflete o quanto de material
soluvel foi obtido na fracdo liquida em funcdo da quantidade de biomassa usada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secagem do residuo durou em torno de 18 horas, com uma perda de umidade em torno 85%.
A caracterizacdo fisico-quimica, mostrada na Tabela 2, indicou um elevado teor de carboidratos,
levando-se a supor uma significativa conversao a etanol. O teor de carboidratos, aliado ao percentual
de fibra bruta, reflete um pedaco da fracdo lignocelulésica dessa biomassa. Retore et al. (2010),
avaliando a composicdo da polpa de citrus, encontraram valores de 7,65, 21,08 e 4,92% de
hemicelulose, celulose e lignina, respectivamente, 7,93% de proteina bruta, 8,57% de cinzas e 3,44%
de lipideos.

Tabela 2 — Caracterizacdo fisico-quimica do bagaco de laranja desidratado e moido.

Fibra Umidade Cinzas Proteina Lipideos Carboidratos Pectina
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
12,23+2,95 10,05+0,10 3,46+0,07 3,38+0,69 1,74+0,28 69,14 12,03+0,55

Cortez et al. (2010) citam que o pré-tratamento em acido sulfarico diluido hidrolisa grande parte
da fracdo hemicelulésica para o meio, o qual, dependendo das concentracfes de acido empregadas,
também libera celulose, em maior ou menor grau, além de outros componentes, como a pectina e
proteinas hidrossoluveis.

A liberacdo de agUcares, constatada na fracdo liquida apds o pré-tratamento, esteve entre 27 e
62%, mostrando a forte influéncia das variaveis analisadas no processo de sacarificagdo (Figura 1).
Com isso, percebe-se que, além da fracdo hemiceluldsica e péctica, uma por¢do de outro carboidrato,
provavelmente celulose, também foi liberada no processo.

OART /Rend. missico

% (g/100g)
BNgazgazeg
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i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Experimento
Figura 1 — Sacarificacdo dos acucares e rendimento méassico apos pré-tratamento.
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O rendimento massico, também ilustrado na Figura 1, variou entre 30 e 40%, ndo sendo uma
faixa tdo significativa quanto a obtida pelos acucares. Entre os ensaios avaliados, o de maior liberacédo
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de acUcares para a fracdo liquida e rendimento massico foi o experimento 5, ou seja, menor tempo de
pré-tratamento (15 min), menor concentracdo de biomassa (1 g/100 mL) e maior concentracdo de
acido (5 mL/100 mL).

A deradacdo dos acUcares pode ser influenciada pela presenca do &cido, altas temperaturas e
tempo de exposicdo prolongado, também gerando compostos inibidores do posterior processo de
fermentacdo, dentre os quais hidroximetilfurfural (HMF) e furfural (Mosier et al., 2005).

As interacGes entre as variaveis independentes do planejamento e os efeitos linear (L) e
quadrético (Q) sdao ilustradas nos graficos de pareto, apresentados na Figura 3. Os coeficientes de
regressao e correlacdo, bem como os erros padrdo dos planejamentos experimentais, teste t e p-valor,
considerando-se 5% de significancia, s&o mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Coeficientes de regressdo e erros padrao do planejamento fatorial.

Tratamento Variaveis Efeito R’ Erro padréo t(3) p-valor
Média * 28,1267 1,086049 25,8982  0,000126

Tempo (min) (L) * 5,4200 1,330133 4,0748 0,026680

Tempo (min) (Q) * 36,2067 2,547010 14,2154  0,000754

> Cido (%) (L) 0,5750 0.99533 1,330133 0,4323 0,694721
< Chiomassa (%0) (L) *  -26,0600 ’ 1,330133 -19,5920  0,000291
1Lx2L* -7,8050 1,330133 -5,8678  0,009872

1Lx3L 1,7200 1,330133 1,2931 0,286550

2L x3L -0,1350 1,330133 -0,1015  0,925562

9 Meédia * 34,25688 1,489465 22,99945  0,000180
k7 Tempo (min) (L) -5,57320 1,824215 -3,05512  0,055205
e Tempo (min) (Q) 8,95786 3,493106 2,56444  0,082893
Q Cido (%0) (L) -1,90189 0.87397 1,824215 -1,04258  0,373767
5 Chiomassa (%0) (L) 0,71476 ’ 1,824215 0,39182  0,721367
.g 1Lx2L -2,36686 1,824215 -1,29747  0,285230
S 1Lx3L 2,25998 1,824215 1,23888  0,303486
o 2L x3L -1,20418 1,824215 -0,66011  0,556339
© Meédia * 1,71988 0,139198 12,3557  0,001142
2 Tempo (min) (L) *  0,57037 0,170482 3,3456 0,044202
£ Tempo (min) (Q) *  2,04538 0,326447 6,2656 0,008206
2 Ccido (%) (L) * 2,89927 0.9965 0,170482 17,0064  0,000443
o Chiomassa (%0) (L) *  -3,29990 ’ 0,170482 -19,3564  0,000301
= 1Lx2L 0,22302 0,170482 1,3082 0,282020
o0 1Lx3L 0,06010 0,170482 0,3525 0,747751
° 2Lx3L* -2,00333 0,170482 -11,7510 0,001324

* fatores estatisticamente significativos (95% confianga) 1 — Tempo (min) 2 — Cecigo (%) 3 — Chiomassa (%)

A Figura 2 apresenta o perfil da liberacdo dos solidos soltveis para a fracdo liquida devido a
hidrolise ou quebra do material pelo aquecimento em meio acido. Percebeu-se que, independente da
temperatura, baixa concentracao de biomassa e alta concentracao de acido geraram quantidades
elevadas de substancias dissolvidas em relacdo a biomassa utilizada em cada experimento.
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Figura 2 — Solidos soluveis na fracdo liquida obtidos apos cada pré-tratamento.

A Figura 3 indica que uma menor concentracdo de biomassa e maior tempo de processo
utilizados no pré-tratamento permitem maior liberacdo de acucares e de sélidos dissolvidos para a
fracdo liquida. Para o rendimento massico, nenhuma variavel teve, ao nivel de 95% de confiabilidade,
influéncia significativa, mas houve uma tendéncia de o menor tempo de processamento influenciar
estatisticamente 0 aumento do mesmo. Quanto as interacBes, as mesmas permitiram amiores
coeficientes de correlagdo. Para 0 aumento de agUcares na fase liquida, a interagdo entre o tempo e a
concentracdo de acido tém efeito negativo, 0 mesmo encontrado para as concentracfes de acido e
biomassa na liberacéo de sélidos dissolvidos na fracdo liquida.

ART (%) Rendimento Massico (%)

(WTempo (miny(L) -305514

.}
////////////////

-,660111

(3)Cbiomassa (%)(L) 7

Tempo (min )(Q) Tempo (min)(Q) 2,564439 %

7
1Lby2L 1Lby2L -1,29747

1Lby3L 1,238878

(1)Tempo (min )(L)

(2)Cacido (%)( ) 04258

(2)Cacido (0/)(|_) 2Lby3L

. 7
(3)Cbiomassa (%)(L) ,3918191

b
2Lby3L

p=,05 p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

°Brix / g biomassa

(3)Cbiomassa (%)(L) 7

//////////%
.

1,308175
e

(2)Cacido (%)(L)

2Lby3L -11,751

Tempo (Min)(Q) 6,265573

(1)Tempo (min )(L) 3,345622

1oyl [

1Lby3L % ,35253312

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3 — Analise de Pareto com efeitos de interacao, linear e quadratico.
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Estudos complementares para avaliar a hidrolise enziméticada fracdo soOlida e sua
fermentescibilidade, bem como caracterizacdo dos agUcares a partir de analise em HPLC ajudara a
fornecer dados mais precisos de sacarificacao e recuperacao de agucares.

No entanto, os resultados obtidos indicam que a melhor condi¢éo de processo seria a de maior
rendimento maximo, ou seja, um pré-tratamento por 15 min, a 120°C e 1 atm, com baixas
concentracdes de biomassa e de acido.

4. CONCLUSOES

O residuo possui um alto teor de carboidratos. O pré-tratamento gerou altas taxas de
sacarificacdo, influenciadas pela concentracdo da biomassa e tempo de aquecimento, além de
rendimento massico de 30 a 40% e quantidade de solidos sollveis na fracdo liquida dependente,
oposta e linearmente, das concentracdes de biomassa e &cido, bem c6o do tempo de pré-tratamento.
Estudos posteriores de hidrolise e fermentacdo da fracdo solida deverdo fornecer dados mais precisos
sobre a melhor condicéo de estudo.
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