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RESUMO

O Brasil é um dos paises mais avancados, do ponto de vista tecnoldgico, na
producéo e no uso do etanol como combustivel. O etanol € usado na sua maior parte
na mistura da gasolina, e aplicado como uso exclusivo de combustivel direto, no
Brasil. Para sua obtencéo se pode utilizar de diferentes formas de biomassa, sendo
a cana de acucar no a principal fonte de geracdo do combustivel. No processo de
producdo de etanol varios fatores interferem no rendimento. O objetivo deste
trabalho foi determinar as melhores condi¢des do processo de fermentacao alcodlica
do extrato aquoso da polpa de jeriva, utilizando a metodologia de superficie de
resposta e otimizacgéo simplex. Foi empregado o delineamento fatorial incompleto 3°
tendo o extrato de levedura, NH4H,PO,4 e levedura, como variaveis independentes e
o rendimento da producéo de alcool como resposta. A analise da regressao mostrou
que o modelo é preditivo e a otimizacdo simplex indicou uma formulagdo contendo
0,35 g L™ de extrato de levedura, 6,33 g L™ de levedura e 0,30 g L™ de NH4H,PO,
para um rendimento 6timo de producdo de etanol de 85,40%. Para a validacdo da
equacao preditiva o experimento foi repetido em triplicata, nas condicbes 6timas
estabelecidas, obtendo-se um valor médio de 87,15% de rendimento. Aplicando-se o
teste t, verificou-se que nao houve diferenca significativa, em nivel de 5%, entre o
valor médio obtido e aquele indicado na otimizacéo simplex.

Palavras-chave: delineamento experimental, etanol, levedura, simplex.



ABSTRACT

Brazil is one of the most advanced countries, in the technological point of view,
regarding the production and use of ethanol as fuel. It is used mostly in the gasoline
blend, and is applied to exclusive use of direct fuel. In order to obtain it, different
types of biomass can be explored, and sugar cane is both the main source of fuel
generation. In the process of ethanol production, many factors may cause
interference in expected yields. The aim of this study was to determine the best
process conditions for fermentation of aqueous jeriva pulp extract using the response
surface methodology and optimization simplex. Design was incomplete factorial 3°
with yeast extract, yeast and NH4;H,PO4 as independent variables and ethanol yield,
the response. Regression analysis showed that the model is predictive and the
simplex optimization indicated a formulation containing 0.35 g L™ yeast extract, 6.33
g L™ yeast and 0.30 g L™ and NH4H,P Oy, for an optimum yield of 85.40% ethanol. To
validate the predictive equation, experiment was repeated in triplicate under optimum
conditions, yielding, and an average yield of 87.15% was obtained. According to
application of the t test, it was found that there was no significant difference, at 5%
level, between the mean value obtained and the value obtained by simplex
optimization.

Keywords: experimental design, ethanol, yeast, simplex.
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1 INTRODUCAO

A producdo de etanol para ser utilizado como biocombustivel tem atraido a
atencdo de pesquisadores, empresas e governos. Isso decorre das pressdes de
precos e perspectivas de esgotamento das fontes ndo renovaveis de combustiveis
fosseis, assim como de preocupacdes de natureza ambiental, relacionadas a
emissao de substancias que comprometem o meio ambiente (BASTOS, 2007). Além
dos aspectos socioecondmicos, a sua obtencdo tem importancia reconhecida, sendo
o alcool etilico uma fonte renovavel de energia, menos poluente integra a matriz
energética nacional e é um dos produtos mais importantes do mercado internacional
(FERNANDES, 2003; SILVA, 2006).

No Brasil o etanol vem sendo usado como combustivel desde a década de
20, mas, foi somente com o advento do Programa Nacional do Alcool (Pré-Alcool),
que seu papel ficou claramente definido em longo prazo, permitindo que o setor
privado investisse macicamente no aumento de producao (LEITE, 2007).

A primeira crise do petréleo de 1973 levou o pais a lancar um programa
nacional, para substituir parte da gasolina por etanol (AMORIM, 2005). O Proalcool,
lancado em 14 de novembro de 1975, propiciou melhorias tecnolégicas nas usinas e
destilarias, e desenvolvimento da industria automobilistica (RODRIGUES, 2006).

Desde entéo, a producao de etanol aumentou muito tornando o Brasil o maior
produtor, exportador e consumidor de alcool produzido por fermentacdo (RICHARD,
2006). Aléem do mais € o unico pais a introduzir, em larga escala, o alcool como
combustivel alternativo ao petrdleo, e um dos paises mais avancados, do ponto de
vista tecnolégico, na producéo e no uso do etanol como combustivel (SILVA, 2006).

Exclusivamente no Brasil o etanol ndo € utilizado somente na mistura gasolina-
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etanol, é aplicado também como combustivel direto. Para sua obtencdo pode se
utilizar de diferentes formas de biomassa, sendo a cana de acucar, no Brasil a
principal fonte de geracdo do combustivel.

No Brasil a producao de alcool é feita por fermentacdo de mosto, constituido
por caldo de cana ou melaco, ou ainda, por misturas desses dois componentes.
Alguns macronutrientes e/ou micronutrientes também sdo adicionados ao mosto, a
fim de complementar as deficiéncias do meio, quanto a certos elementos
indispensaveis as leveduras na transformacao dos acucares (STUPIELLO, 1985).

Como uma alternativa para a producao de etanol busca-se diferentes matérias
primas que tenham rendimento e viabilidade semelhantes com a de cana de acUcar,
entre essas alternativas encontram-se as palmaceas que possuem em seus frutos
uma qualidade importante para a producao de etanol, a existéncia de carboidratos,
ou seja, agucares que possibilitam a fermentacdo alcodlica. As palmaceas
representam uma das maiores familias de plantas existentes, ocupando quase todos
0s habitats (DONATTI, 2004).

A palmacea Syagrus romanzoffiana, pertence a familia Palmae, conhecida
popularmente como jeriva, seus frutos sao semelhantes a um coco, adocicados, que
envolvem uma Unica semente, em sua composicdo ha grande quantidade de 6leos e
carboidratos (DONATTI, 2004; FLEURY, 2003; LORENZI, 2002, 2004, PIRES, 2006).

Para que o etanol seja produzido é necessario que 0s agucares encontrados
no extrato aquoso da polpa do jeriva, passem por uma transformacdo quimica
chamada fermentacéo alcodlica. E esse processo envolve a acao de microrganismos
chamados leveduras, essas por sua vez transformam os principais acgucares
existentes no extrato da polpa como sacarose, frutose e glicose em etanol, estando

em condi¢des favoraveis, como temperatura e pH ideais. O microrganismo agente
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da fermentagdo mais utilizado é um fungo leveduriforme, a Saccharomyces
cerevisiae (STUPIELLO, 1985). No processo de producdo de etanol vérios fatores
interferem no rendimento como: a presenca de suplementacdo de nutrientes como
nitrogénio fésforo e magnésio, a quantidade de levedura adicionada e as condicdes
de tratamento dessa fermentacéo alcoodlica (CESAR, 1987).

Para encontrar valores 6timos destas variaveis na producao do etanol a partir
do extrato aquoso da polpa de jeriva, um método é o da superficie de resposta, que
permite desenvolver modelos matematicos baseados em experiéncias praticas
realizadas, que possibilita uma minimizacdo de custos e melhoria na qualidade dos

processos (HILL, 1966).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etanol

O etanol, no inicio da producéo, era utilizado fundamentalmente na fabricacao
de bebidas e, numa fase posterior, como insumo em algumas industrias, como a
farmacéutica e a de perfumes. Esse padrdo de utilizacdo, muito semelhante ao que
vigorava no resto do mundo, era perfeitamente compativel com a producdo com
base em subprodutos da fabrica¢do do acucar. O uso do alcool como carburante era
inexpressivo e restringia-se a experiéncias isoladas. (BNDES, 2008).

A producdo de cana de acucar no Brasil € datada em meados século XIV,
inicio periodo colonial. J& em meados do século XVII, o Brasil tornou-se o maior
produtor de acgucar de cana do mundo, na época destinado ao abastecimento da
Europa, num ciclo que durou 150 anos. Um novo ciclo surgiu na crise do petréleo da
década de 1970 (LACHEFSKY, 2006).

O Programa Nacional do Alcool (Proalcool), lancado em 14 de novembro de
1975, foi beneficiado por incentivos financeiros, possibilitando melhorias
tecnologicas em usinas e destilarias, e desenvolvimentos na industria automobilistica
(BIODIESELBR, 2011). Por intermédio da Petrobras, ndo somente foram instituidos
postos para venda de etanol, como também o estabelecimento do preco do produto
que era vendido a preco bem mais reduzido do que a gasolina. De 1975/1976 até
1984/1985, a producao de etanol aumentou em 20 vezes (KOHLHEPP, 1983).

O ciclo do Proalcool teve fim no final da década de 80 com uma crise do setor
sucroalcooleiro, gerada pelo desabastecimento do mercado nacional que havia sido

criado (RODRIGUES, 2006). Pouco mais de dez anos depois do lancamento do
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programa, entre 1986 e 1989, mais de 90% dos automéveis fabricados no Brasil
eram movidos a alcool hidratado. A producédo de etanol atingiu um pico de 12,3
bilhdes de litros na safra 1986-87 (BIODIESELBR, 2011). O financiamento publico
ao programa escasseou a partir de 1987 enquanto o mercado internacional de
acucar teve precos em ascensdo. Como resultado ocorreu um forte
desabastecimento do biocombustivel no final de 1989 (RODRIGUES, 2006). E o
etanol hidratado perdeu competitividade perante a gasolina, mas a obrigatoriedade
do uso do anidro na mistura com a gasolina e a velha frota de carros a alcool
manteve o programa vivo (LEITE, 2007). No final do Programa Proalcool, entretanto,
foi mantida a mistura de etanol a gasolina de 20 a 25%, a fim de reduzir as emissdes
de CO,, especialmente nos centros urbanos.

No inicio da década, com base na discussao mundial sobre a substituicdo das
energias fésseis por energias renovaveis, no inicio desta década e em razdo da
queda do preco do acucar no mercado mundial, o Brasil considerou a necessidade
da retomada do Programa Proélcool (KOHLHEPP, 2010).

Em 2002 comecgou uma nova elevagcao nos prec¢os internacionais do petréleo,
e 0 consequente aumento de preco da gasolina, que trouxe de volta o interesse do
consumidor pelo carro a &alcool (LEITE E LEAL, 2007). No mesmo ano, foi
apresentado o primeiro veiculo com motor flex-fuel, modelo desenvolvido por
empresas alemas e produzido em série no Brasil a partir de marco de 2003. Apos
guase vinte anos de dificuldades o setor de etanol ingressou em nova etapa com a
introducdo dos motores flexiveis, trata-se, como o nome indica, de motores que
podem operar com misturas de etanol e gasolina em quaisquer proporc¢des. Dessa

forma, a demanda por combustiveis dos veiculos com esse tipo de motor foi
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determinada, no essencial, pela relacdo de precos entre o etanol e a gasolina
(BNDES, 2008; KOHLHEPP, 2010).

Em decorréncia, a frota de automoveis e veiculos comerciais leves — de
acordo com a classificacdo da Associacdo Nacional dos Fabricantes de Veiculos
Automotores (ANFAVEA) —, com esse tipo de motor, registrou crescimento muito
significativo. Em marco de 2004, 16% dos veiculos novos vendidos no Brasil ja eram
equipados com esse tipo de motor. Em fevereiro de 2006 ja havia 76,6% (XAVIER,
2007), em novembro de 2007, 86,1% (OLIVERIO, 2008) e hoje mais de 92% (Figura

1), aumentando assim novamente a producao de etanol (Figura 2).

Figura 1 - Uso de combustivel nos carros 0 km no Brasil, 2003-2007. Fonte: ANFAVEA, 2007
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A producédo de etanol na safra 2010/2011 chegou a 25,13 bilhdes de litros,
segundo dados divulgados pela Unido da Industria da Cana-de-Acucar (Unica), do
volume total, 17,78 bilhdes de litros foram de etanol hidratado e 7,35 bilhdes de litros

de etanol anidro (UNICA, 2012).
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Figura 2 - Evolugdo da Produg&o Brasileira por Tipo de Alcool. Fonte: MAPA, 2007
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Posto lado a lado com o consumo dos derivados de petréleo, o de etanol tem
a vantagem de poluir menos e assim colaborar para a redu¢cdo da emissdo dos
gases de efeito estufa, entre eles, o diéxido de carbono (CO,). Nos primeiros 30
anos, com a substituicdo de 778 milhdes de barris de petréleo, o Proalcool evitou a
descarga de 644 milhdes de toneladas de CO, na atmosfera, de acordo com
nameros da Petrobras (NOEL, 2007).

O Brasil é o pais mais avancado, do ponto de vista tecnolégico, na producdo
e no uso do etanol como combustivel, seguido pelos Estados Unidos e, em menor
escala, pela Argentina, Quénia, Malawi e outros. A producdo mundial de &lcool
aproxima-se dos 40 bilhdes de litros, dos quais se presume que até 25 bilhdes de
litros sejam utilizados para fins energéticos. O Brasil responde por 15 bilhdes de
litros deste total. O &lcool é utilizado em mistura com gasolina no Brasil, Estados
Unidos, Unido Européia, México, india, Argentina, Colémbia e Jap&o. O etanol é
extraido no Brasil da cana-de-acUcar, nos Estados Unidos, do milho. Em outras
regibes, como na Europa, é extraido também da beterraba, e da mandioca na Asia

(BIODIESELBR, 2011).
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2.2 Fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcodlica vem sendo utilizada desde a mais remota
antiguidade, ha mais de 4.000 anos os egipcios fabricavam o pdo e produziam
bebidas alcodlicas a partir de cereais e frutas. No entanto, ap6s um longo periodo de
tempo € que se pbde relacionar a fermentacdo com as leveduras e fungos
amplamente distribuidos na natureza e com capacidade de sobrevivéncia tanto em
condi¢cBes aerdbias como anaerdbias (LIMA, 2001).

Entende-se por fermentacdo, o processo de metabolismo anaerdbico de
producdo de energia em que 0s microrganismos oxidam parcialmente o substrato,
atuando sobre um ou mais componentes, gerando produtos modificados de forma a
obter caracteristicas desejaveis. Integracfes altamente coordenadas dessas reacdes
definem as vias metabolicas de utilizacdo do substrato pelos microrganismos. A
fermentacdo alcodlica tem seu inicio devido a acdo das leveduras que usam 0s
acucares do mosto para seu crescimento e multiplicacdo, dando como produtos o
alcool e anidrido carbdnico. Enquanto existe oxigénio no mosto, a levedura cresce e
se multiplica. Quando esse acaba comeca a producdo de 4&lcool e CO;
(AQUARONE, 1983).

A transformacéo do aclUcar em etanol e gas carbonico envolve 11 reacfes em
sequéncia ordenada conhecida como via glicolitica, onde cada reagéo é catalisada
por uma enzima especifica. Essas enzimas glicoliticas sofrem acdes de diversos
fatores (nutrientes, minerais, vitaminas, inibidores, substancias do préprio
metabolismo, pH, temperatura e outros), alguns que estimulam e outros que
reprimem a acdo enzimatica, afetando o desempenho do processo fermentativo
conduzido pelas leveduras. As rotas produtoras de energia geram ATP e coenzimas

necessarias para as diversas reacdes biossintéticas, e intermediarios quimicos
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utilizados como pontos de partida para as diversas reacdes de biossintese. Um
produto final significativo de todas as rotas é o acido piravico, que em anaerobiose é
precursor dos acidos, alcoois e outros produtos (WARD, 1991).

De forma global, pode-se representar a fermentacédo alcodlica pela equacao
da reacdo de Gay-Lussac na qual se observa que 1 mol de glicose (180 g) produz 2
mols de etanol (92 g), 2 mols de diéxido de carbono (CO,) (88 g) e 238,26 kJ de

energia (LEHNINGER et al., 1995; KOLB, 2002).

CsH1206 + 2Pi + 2ADP — 2C,HsOH + 2CO; + 2ATP + 2H,0 + 238,26 kJ

2.3 Levedura

As leveduras sédo 0s microrganismos mais importantes na obtencéo do alcool
por via fermentativa. Fazem parte do grupo de ascomicetos denominados fungos
superiores e sao unicelulares, eucaridticos e heterotréficos. Em geral sdo maiores
gue as bactérias, possuem quase sempre formas arredondadas, ovais ou elipticas;
porém variam consideravelmente no que se refere a suas dimensfes, com limites
desde 1 a5 ym de largura e 5 a 12 ym de comprimento (PELCZAR et al., 1980).

As leveduras se desenvolvem numa ampla faixa de temperatura, sendo que o
intervalo 6timo de crescimento situa-se entre 26 e 35 °C, com média de 30 °C (LIMA,
1975). Em relacédo a variagdo de pH, os limites estdo entre 4,5 e 5,5 (NOVAES,
1974).

Os critérios tecnoldgicos que fazem com que uma levedura seja utilizada
comercialmente na fermentacdo alcodlica sdo: o alto rendimento e a elevada
produtividade, ou seja, rapida conversdo de agucar em alcool, com baixa producéo

de componentes secundarios. A espécie mais importante de levedura alcodlica é a
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Saccharomyces cerevisiae, que possui um largo espectro de utilizagdo, sendo
empregado na producdo de pdaes, bebidas alcodlicas, etanol, etc (PATARO et

al., 1998).

2.4 Suplementacao do meio

E de suma importancia a presenca da suplementacdo no processo
fermentativo. Os micronutrientes como enxofre, magnésio, manganés, zinco, cobre,
cobalto e outros, tém uma funcéo importante no metabolismo celular, principalmente
devido aos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas (STEHLIK-
TOMAS, 2004).

fons metalicos sdo vitais para todos os organismos (COHEN et al., 2000;
NELSON, 1999; STEHLIK-TOMAS et al., 2004), tendo uma funcdo enzimatica e
estrutural. Alguns ions sao o centro catalitico de uma enzima, como um ativador ou
estabilizador da funcdo enzimatica, entre eles o Zn®". A funcdo estrutural é
desempenhada pelos ions que agem neutralizando forcas eletrostaticas presentes
nas muitas unidades celulares aniénicas na maioria das vezes Mg?* (JONES, 1984).

Zinco, cobre e manganés tem efeito positivo na atividade respiratoria e na
taxa de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (GADD; JONES,1990;
STEHLIK-TOMAS et al.,, 2004). Fosforo, potassio, enxofre e magnésio sao 0s
minerais mais encontrados na composi¢cdo de microrganismos, e estes devem ser
suplementados ao meio de cultura (AIBA et al.,1973).

O nitrogénio € um elemento essencial para multiplicacdo e crescimento das
leveduras, como constituinte de varias substancias organicas, como aminoacidos,
proteinas, enzimas, purinas, piridinas, vitaminas e outras (WHITE, 1954).

O fésforo absorvido pela levedura tem sua principal funcdo relacionada com a
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transferéncia de energia na célula. Este elemento € considerado indispensavel a

absorcéo do carboidrato e a sua posterior conversao em etanol (AMORIM, 1985).

2.5 Jeriva: Syagrus romanzoffiana

As palmaceas representam uma das maiores familias de plantas existentes,
tanto em riqueza quanto em abundancia, ocupando quase todos o0s habitats.
Acredita-se que existam 3500 espécies em 240 géneros de palmaceas em todo o
mundo, sendo amplamente distribuidas em areas bem drenadas, mas raras em
areas muito secas ou frias. Nos tropicos, existem 550 espécies e 67 géneros. No
Brasil, estdo distribuidas 119 espécies, pertencentes a 39 géneros (DONATTI, 2004;
LORENZI, 1996).

Na Mata Atlantica, ocorrem cerca de 40 espécies de palmaceas pertencentes
a 10 géneros, muitas delas endémicas. Seus frutos constituem-se de grande
guantidade de Oleos e carboidratos (DONATTI, 2004; FLEURY, 2003; PIRES, 2006).

O género Syagrus é endémico da América do Sul, sendo constituido de 42
espécies e oito hibridos naturais. Espalhada em uma vasta regido, com uma grande
variedade de formas vegetais e climas, apresenta muitas variagdes morfologicas
locais. Ocorre desde o leste da Colémbia até a Guiana Francesa, sul do Uruguai e
norte da Argentina, com centro de diversidade entre os estados da Bahia e Minas
Gerais, Brasil (ALVES-COSTA, 2004).

A palméacea Syagrus romanzoffiana, pertence a familia Palmae, a espécie foi
honrado com o nome do politico Nikolai Petrovich Romanoff (1754-1826), que
financiou a segunda expedi¢do russa nas Américas, encontra-se em toda a Ameérica
do Sul, ocorrendo no Brasil desde o sul da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais,

Parana e Goias até o Rio Grande do Sul e Matogrosso do Sul, ainda no Paraguai, na
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Argentina e no Uruguai. Ocorre em diversos habitats como florestas subtropicais e
de araucarias, Floresta Atlantica, cerrados, estepes e restingas costeiras, em
campos sujos e em florestas secundarias jovens, mas também em florestas
secundarias tardias e florestas maduras (GUIX, 2000, LORENZI, 2002, 2004).

A Syagrus romanzoffiana (Chamisso) Glassman tem como sinonimias
botanicas: Arecastrum romanzoffiana (Cham.) Becc., A. romanzoffianum var.
australe (Mart.) Becc., A. romanzoffianum var. micropindo Becc., A. romanzoffianum
var. genuinum Becc., Cocos acrocomoides Drude, C. arechavaletana Barb. Rodr., C.
australis Mart., C. datil Griseb & Drude, C. geriba Bart. Rodr., C. martiana Drude &
Glaz, C. plumosa Hook.F., C. romanzoffiana Cham (LORENZI, 1996, 2004).

Conhecido popularmente como jeriva, geriva, coqueiro geriva, coqueiro, Coco-
de- cachorro, baba-de-boi, coco- de- catarro, coco- de- bab&o, € uma palmacea de 8
a 15 m de altura, com um tronco colunar unico, 30 a 50 cm de didametro. As folhas
alongam-se a 4 metros, de uma cor que vai do verde claro ao escuro (Figura 3), em
funcdo das caracteristicas do solo (LORENZI, 1996, 2004).

A reproducdo € sexuada, a germinacdo das sementes ocorre em um periodo
de seis a oito meses, com potencial germinativo de 50% a 79%. Seu florescimento
ocorre de setembro a margo e seus frutos de fevereiro a agosto, podendo variar de
acordo com o clima de cada regidao (BERNACCI, 2008). Sendo uma planta de clima
tropical tolerante a climas quentes e frios, ttm um crescimento rapido e uma
resisténcia para as baixas temperaturas em até -5 °C, podendo ser plantado em
mata ciliar, proxima de umidade, em areas abertas e solo degradado (BERNACCI,

2008).
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Figura 3 - Jeriva, Syagrus romanzoffiana. Fonte: MAZZA, 2012

O jeriva apresenta inflorescéncia em cacho pendente, ramificado, de até 150
cm de comprimento, produz uma inflorescéncia mais curta do que as folhas, com
centenas de raquilas (Figura 4a). Seus frutos do tipo drupa sao globosos ou ovéides,
de cor amarela ou alaranjada, com um fino exocarpo e um mesocarpo fibroso,
suculento e adocicado que envolve uma Unica semente (Figura 4b). A produtividade
€ de 500 kg a 1.200 kg/ha ao ano onde um quilo de frutos contém cerca de 140

unidades (ASHWATH, 2010; LORENZI, 2002, 2004, 2010).
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Segundo Jorge e Coimbra (2011), pesquisas mostraram um alto valor de
carboidratos na polpa do fruto do jeriva chegando a um valor aproximadamente de
49% sendo que algumas variagcbes de rendimento podem ocorrer devido as

condicOes de localizacdo e clima de cada regiao.

Figura 4 - (a) Floracdo do Jeriva, (b) Frutos maduros, Syagrus romanzoffiana. Fonte: MAZZA, 2012;
SANTANA, 2011

2.6 Simplex supermodificado

O desenvolvimento de novos produtos, além de consideracdes técnicas,
legais e mercadoldgicas, requer processos de otimizacdo que possam buscar
melhores condi¢cbes de processamento e formulagdo, com alta qualidade e baixo
custo. No decorrer dos anos, varios métodos de otimizacdo foram desenvolvidos
(BONA, 2000).

A otimizacao de sistemas é um processo de ajuste para os fatores que os
influenciam na tentativa de produzir o melhor resultado (resposta). Os métodos de
otimizacdo, segundo Burton e Nickless (1987) (apud EIRAS, 1996), surgiram com a
necessidade de se descrever em termos matematicos ou regras a complexidade dos

sistemas que ocorrem na pratica. Muitos desses processos praticos sdo
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influenciados por mais de um fator e tenta-se buscar uma combinacdo de fatores
gue otimize o sistema ou conduza a uma melhor resposta (MORGAN et al., 1990).
Porém o sucesso de um método de otimizacdo depende da sua eficacia para
encontrar o 6timo corretamente (HEDLUND, 1999). Os processos de otimizacdo sao
divididos em etapas, caracterizadas por decisdes sobre a funcédo a ser observada,
pela determinacédo dos fatores que influenciam significativamente a resposta e, por
fim, pela otimizacéo propriamente dita das variaveis selecionadas (EIRAS, 1996).

Uma proposta inovadora, conhecida por simplex, foi apresentada por
Spendley (1962). O simplex é uma figura regular que se desloca sobre uma
superficie, de modo a evitar regides de resposta ndo satisfatéria. No espaco n-
dimensional o simplex € um poliedro com faces planas contendo n+1 veértices, onde
n é o numero de variaveis (continuas ou discretas) independentes. O método é um
procedimento recorrente, que tende a levar o simplex a um valor 6timo através da
reflexdo de pontos especificos. Uma vez nas vizinhangas do 6timo, o simplex pode
sofrer contracdo com o objetivo de determinar uma posicdo mais precisa
(BEVERIDGE, 1987). O simplex €& de facil implantacdo nos processos
automatizados. Sua aplicacdo é relativamente facil e rapida, e permite, com boa
margem de seguranca, localizar a regido 6tima, apesar de ndo oferecer informacées
claras com respeito ao comportamento das variaveis (EIRAS, 1996). Segundo Nakai
(1984), a otimizacdo simplex € um procedimento automatizavel para planejamentos
experimentais sequenciais. Uma vez estabelecidos os parametros para a condicéo
inicial, novas sequéncias experimentais sdo sugeridas pelo algoritmo. Assim, todos
0S experimentos podem ser orientados automaticamente em direcdo ao Otimo
(BONA, 2000).

O principio do simplex basico, descrito por Spendley (1962), foi deslocar uma
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figura regular, por exemplo um tridangulo equilatero sobre uma superficie, quando

duas variaveis (fatores) estavam sendo consideradas (Figura 5).

Figura 5 - Interpretagdo geométrica do simplex para duas e trés variaveis. Fonte: BONA, 2000

Nelder e Mead (1965) propuseram o simplex modificado, que nada mais é do
que o simplex bésico, alterado em seu tamanho e forma, para adaptar-se melhor a
superficie de resposta.

Segundo o método descrito por Pires et al. (1998) inicia-se a otimizacéo
(maximizagcdo ou minimizagao) atribuindo-se limites inferiores (L;) e superiores (U)
para cada fator que sera controlado. Os niveis inferiores sdo escolhidos como
primeiro vértice. Spendley et al. (1962) apresentaram uma técnica que permite
calcular as demais coordenadas do simplex inicial segundo as expressbes 1 e 2,
onde n € o numero de variaveis (continuas ou qualitativas) e t a distancia entre dois

vértices (geralmente tomada como 1).

(\/F‘Fn 1) (1)
q- (ﬁ_ﬂ (2)

S %\
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Nakai et al. (1984) adicionaram ao simplex, denominado supermodificado, 0s

limites inferiores e superiores dos fatores utilizados nas expressoes 3 e 4.

m, = L. +p(Ui _Li) 3)
m, =L, +q(Ui _Li) @

A partir da geometria analitica pode-se determinar que as coordenadas dos
vértices de um simplex regular sdo representadas pela matriz M, na qual as colunas
representam os componentes dos vértices, numerados de 1 até n+l e as linhas

representam as coordenadas, i = 1 até n (HIMMELBLAU, 1972).

Lk m m, m,

M_Li M, My Mymatriznx (n+1)

L my m, m,

ApoOs estabelecido o simplex inicial, o sistema estudado deve ser avaliado nas
condicBes propostas pelo método. Através das repostas obtidas, os vértices séo
classificados em B (melhor), N (intermediarios) e W (pior). O novo simplex sera
determinado rejeitando-se o vértice correspondente a pior resposta e substituindo-se
esse Vértice pela sua reflexdo (R) na hiperface definida pelos vértices restantes. A
direcdo do movimento de reflexdo (Figura 6) € determinada pelo centréide (P)

formado pelos pontos remanescentes (SPENDLEY et al., 1962).
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Figura 6 - Movimento de reflexdo em um simplex para duas variaveis. Fonte: BONA, 2000

B R

w

O centréide pode ser calculado pela equacéao 5. Segundo Himmelblau (1972),
a equacao 6, onde a é o coeficiente de reflexao, determina o vértice de reflexao para
0 caso de duas variaveis. Este coeficiente nada mais é do que um mudltiplo ou
submultiplo do segmento de reta que une o centréide a W. Nelder e Mead (1965)
demonstraram ser necessario um numero menor de iteragcbes para otimizar um

problema quando a = 1.

ﬁ:B;N )
R=P+alP-W) ©)

Para evitar uma expansao ou contracdo muito rapida do simplex, que poderia
afasta-lo do ponto 6timo, € gerado um vetor de movimento em diregcdo ao 6timo
(vetor movimento). Este procedimento gera um valor em um ponto intermediario ao
valor da proxima reflexdo. O novo simplex sera formado pelos vértices B, N e Z
conforme a equacéo 7. Onde B é um fator de expanséo (B = a + 1) e Bop: € 0 Seu

valor 6timo correspondente (BARROS NETO et al., 1995).

Z=BoP+ (1= By )W 0

opt opt
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Este valor pode ser obtido substituindo-se a na equagédo 6, derivando-se

posteriormente. O resultado obtido é idéntico a equacéo 8.

- Ry -Rg
Bopt = +0,5
|Rg —2R5 +Ry, (8)

Os valores de Ry, Rp e Rgr sdo as respostas determinadas nos pontos W, P e
R, respectivamente. Infinitos valores s&o possiveis para Boy. Algumas faixas de
valores, no entanto, séo inconvenientes (Figura 7). Os valores de B, inferiores a —1
ou superiores a 3 representam extrapolacdes excessivas do simplex. Valores de Bopt
préximos de zero devem ser evitados, porgue resultariam num novo simplex muito
parecido com o original. Se o valor de Bo, for igual a 1 o simplex perde uma
dimensdo. O novo ponto Z da equacdo 7 coincide com o ponto do centrdide, e a
reflexdo ndo pode ser efetuada. Caso o valor de o, Caia numa dessas faixas ele €
descartado e o0 novo Vvértice passa a ser definido por uma série de regras de decisdo

(Barros Neto et al., 1995).

Figura 7 - Intervalos proibidos para os valores de 3. Fonte: BARROS NETO et al., 1995
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2.7 Método da Superficie de Resposta (MSR)

As técnicas de superficie de resposta sao ferramentas matematicas muito
Uteis quando se interessa na otimizacdo de um processo em que se tém a influéncia
de varios fatores em uma variavel resposta, ou seja, os modelos de superficie de
resposta podem ser explorados para determinar condicBes Otimas para se trabalhar
ou a sensibilidade da variavel resposta a mudancas dos niveis dos fatores de
interesse.

Encontrar uma solucdo Otima para um problema de processamento, através
de selecdo de um conjunto de fatores potencialmente importantes, nas varias etapas
do processo, é tarefa dificil e exige um grande numero de ensaios experimentais.
Para aumentar a eficiéncia na busca da solucdo 6tima de tais problemas, varias
técnicas sao utilizadas, sendo importante destacar os planejamentos multifatoriais
(BORSATO, 1983). Entre esses a MSR, gue tem sido empregada por um numero
expressivo de pesquisadores (AGUIRRE-GANZALES, 2011; BARBOSA et al., 2010;
CORDENUNSI et al., 1985; PAULY et al., 2010).

A MSR utiliza delineamentos especiais, calcula equacdes de segunda ordem
ajustando seus coeficientes e testando sua significancia, variabilidade e
confiabilidade (HENIKA, 1972).

Basicamente, as diretrizes para se trabalhar com um modelo de superficie de
resposta sdo, amostragem, onde se define o0 nUmero de ensaios a ser executados, ja
pensando nos modelos que iremos implementar, a modelagem, onde se ajusta 0s
modelos e analisa-se 0s ajustes obtidos e a otimizacdo, onde se obtém a
configuracdo O6tima dos niveis dos fatores de interesse, entre 0s intervalos
considerados, e verifica-se a necessidade de realizar novamente o experimento

considerando novos niveis para os fatores. (BARROS NETO, 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Com o aumento da procura por geracdo de energia limpa e que possa hao
competir com a cadeia alimentar, € necessario o estudo de outras matérias primas
alternativas para a producdo de etanol, mas ndo s6 para a producdo em larga

escala, também para uma agricultura familiar, e atender um consumo local.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Otimizar a producéo de etanol obtido do extrato aquoso da polpa de jeriva, em
fermentacdo alcodlica descontinua, combinando a metodologia de superficie de

resposta com o método simplex supermodificado

4.2 Objetivos Especificos

Estudar as variaveis levedura e NH4H,PO, e extrato de levedura, em
fermentacdo alcodlica descontinua, na otimizacdo da producdo de etanol obtido do
extrato aquoso da polpa de jerivad, combinando a metodologia de superficie de

resposta com o método simplex supermodificado

Explorar o potencial da metodologia de superficie de resposta (MSR) para a
aplicacdo no processo de fermentacdo alcodlica, através de uma anadlise critica

buscando determinar seus usos mais apropriados.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta dos frutos

Os frutos foram coletados em Ponta Grossa, na Regido dos Campos Gerais
do Parand. As duas plantas utilizadas estdo localizadas em 22° 5590487/UTM
7224817 — altitude 909 metros e 22° 5590444/UTM - altitude 915 metros. O clima da
regido, segundo a classificacdo climéatica de Kdppen, é temperado propriamente dito
(Cfb), com temperatura média no més mais frio abaixo de 18 °C (mesotérmico), com
verdes frescos, temperatura média no més mais quente abaixo de 22 °C e sem
estacao seca definida (CAVIGLIONE, 2000). Depois de coletados, os frutos foram
separados das ramas, lavados com agua corrente e secos ao sol por 6 horas com
temperatura média de 30 °C, para retirar 0 excesso de umidade. Apds a secagem 0S
frutos foram despolpados em despolpador com uma hélice acionada por motor de
0,55 kW, simulando um liquidificador de baixa rotacdo, com capacidade para
processar 10 kg de frutos misturados com 10 kg de agua por batelada.
Posteriormente foram separados fisicamente, com o auxilio de uma peneira, a polpa

da fibra e do endocarpo e semente.

5.2 Substrato

Foi utilizado o extrato aquoso da polpa do jeriva. Sendo o pH do mesmo igual

4,8, e feita uma filtracdo simples em tecido filtrante de algodéo.
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5.3 Suplementacéo de Nutrientes

Foram adicionados em todo o meio de cultura, extrato de levedura nas
concentracdes de 1,5, 2,5 e 3,5 g L™ Nitrogénio e fésforo na forma de NH4H,PO,4
(CRUZ, 1980), nas concentraces de 0,3, 0,35 e 0,4 g L™, magnésio como

MgS04.7H,0 (0,25 g L™) e zinco como ZnS0O, (0,2 g L™).

5.4 Levedura

Blocos de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (ITAIQUARA), foram
deixados em equilibrio, em temperatura ambiente por uma hora. A camada externa
dos blocos foi descartada por possibilidade de contaminagcdo (JONES, 1981). A
levedura estabilizada foi adicionada ao meio de cultura, em quantidades

correspondentes a2, 6 e 10 g L™.

5.5 Fermentacédo Alcodlica

Foram utilizados Erlenmeyers (125ml) pré-esterilizados contendo meio de
cultura suplementado. A fermentacéo foi com 2, 6 e 10 g L™ de levedura inoculada.
Os erlenmeyers foram fechados com algoddo hidrofébico e incubados por 8 horas
em temperatura de 30 °C estabilizada em estufa. Apos a centrifugacao e interrupcéo

da fermentacé&o foi medido o teor de alcool.
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5.6 Andlises

5.6.1 Cromatografia

Andlise cromatogréfica realizada com HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) da marca SHIMATZU, bomba LC-10AD, forno CTO-10A, detector de
indice de refracdo RID-10A e integrador C-R6A, em fluxo de 0,6 mL.min™, forno na
temperatura de 80 °C e pressao de 48 atm, a coluna para carboidratos utilizada foi
AMINEX HPX 87C (300mm x 7,8mm) sendo a fase mével agua ultra pura MILLI-Q.

Padrdes de glicose, sacarose, frutose e frutooligossacarideos (FOS).

5.6.2 Determinacgédo de acucar total

Para a determinacao de acUcar total utilizou o método do Fenol sulfarico onde
o acido sulfurico concentrado desidrata pentoses e hexoses convertendo em furfural
e hidroximetilfurfural respectivamente, os quais reagem com fenol formando um

complexo colorido de coloracéo alaranjada (DUBOIS et al, 1956).

5.6.3 Determinacédo do teor de alcool

O teor de alcool foi determinado pelo método de ZIMMERMAN (1970) usando
dicromato. Uma aliquota de 1 mL do fermentado foi destilado em um microdestilador
TE-012 Tecnal (Figura 8). O etanol € oxidado a acido acético quando reage com
dicromato de potassio (0,075 M) em meio sulfarico a quente. O excesso de
dicromato é titulado com solugédo de sulfato ferroso amoniacal, na presenca do

indicador ortofenantrolina. O teor de alcool ou a producéo de alcool foi calculado em
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g L?, utilizando a equacéo 9, e para célculo do rendimento utilizou a equacao 10.

E (g L_l) =k. Vreagente- Mreagente- (1 — Vamostra / Vbranco) (9)

onde, E (g L™= Teor de alcool, k = 11,5 (constante tedrica); Vieagente= VoOlume
dicromato de potassio; Meagente= Molaridade dicromato de potassio; Vamesta= Volume
de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da amostra; Vpranco =vVolume de

sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacéo do branco.
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% = (Teor de &lcool obtido (g L™) x 100) / Teor de &lcool maximo (g L™?) (10)

onde, teor de alcool méaximo (g L™) é em relacdo ao valor de aglicar previamente

determinado.

5.6.4 Destilacdo Fracionada

O processo de concentracdo do etanol consiste em uma coluna de Vigreux
com 60 cm de comprimento, que acoplada com um baldo sobre uma manta de
aguecimento, um termdémetro, para controlar a temperatura de evaporac¢ao do etanol

e um condensador (Figura 9).

5.7 Delineamento Experimental

Para otimizar as condi¢cdes de fermentacdo alcodlica do extrato aquoso de
jeriva foi utilizado o delineamento fatorial incompleto de Box-Behnken (3%). Cada
variavel independente (X;, X, e X3) foi transformada respectivamente em variavel
codificada (x1, X2 e X3). Foram realizados, 13 experimentos entre estes o ponto
central que foi repetido 2 vezes resultando um total de 15 experimentos. As variaveis
independentes, extrato de levedura (X;), levedura (X;) e NH4H,PO, (X3) foram
analisadas em trés niveis equidistantes de variacdo e codificadas com -1, 0 e +1
sendo que o rendimento da reacdo foi escolhido como variavel de resposta (Y)

(STATISTICA 7, 2009).
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Figura 9 - Destilagdo fracionada com coluna de Vigreux. Fonte: o autor

4.8 Otimizagao Simplex

A otimizacao foi realizada combinando a equacgéao de regressao oriunda da
metodologia de superficie de resposta com o método simplex super-modificado

(BONA et al., 2000).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a remocdo da polpa do fruto, e uma filtracdo retirando as fibras
existentes no suco, realizou-se uma analise cromatografica do extrato aquoso da
polpa do jerivA antes da fermentacdo alcodlica que apresentou glicose, frutose e
frutooligossacarideos (FOS) como fonte de carboidratos, e também a auséncia de
sacarose antes da fermentacdo alcoolica (Figura 10). Os tempos de retencdo foram
de 6,65 minutos para o FOS, 10,103 para frutose e 12,702 para glicose. A soma
das areas, fazendo as concentracdes relativas ao padrdo, apresentou 30,7 g L™ de

glicose, 22,0 g L™ de frutose e 7,3 g L™ de FOS.

Figura 10 - Cromatograma extrato da polpa de jeriva antes da fermentacéo alcodlica
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Através da curva de calibracdo para o método fenol sulfurico (Figura 11), que
apresentou um fator de calibracdo de 0,138 e R? igual a 0,9936, foi determinada a
guantidade de acuUcar total presente no suco da polpa de jeriva, sendo que este

apresentou uma quantidade igual a 60 g L™.

Figura 11 - Curva de calibragao para o método fenol sulftrico
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Uma fermentacéo exploratoria foi realizada para que fosse possivel encontrar
0s pontos de minimo e maximo das variaveis a serem utilizados no delineamento
experimental.

Silva et al. (1987) utilizou as variaveis: extrato de levedura, levedura
NH4H,PO,4, para uma fermentacdo alcodlica em meio sintético, sendo inicialmente

empregada no presente trabalho (Tabela 1).

Tabela 1 - Variaveis da fermentagéo alcodlica exploratéria. Fonte: SILVA et al., 1987

Variaveis Concentracéo g L™
Extrato de levedura 24.0
Levedura 80,0

NH4H2PO4 2,0
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As concentracdes das variaveis utilizadas foram de quantidades inadequadas
para o suco do Jeriva, principalmente a variavel levedura. Chegando ao pico da
producdo de etanol em um periodo de tempo muito curto, sendo que em 3 horas a
levedura havia consumido toda a sua fonte de carboidrato. A partir destas
informacdes iniciais encontradas, estabeleceu-se um novo ponto para a fermentacao
alcoolica do suco. A regido experimental, ou seja, os limites superiores e inferiores,
de cada uma das variaveis independentes foram escolhidos por estes ensaios
preliminares e com base em dados da literatura (CORDENUNSI et al, 1985; SILVA et
al, 2008).

Foram executados ensaios para determinar o tempo de fermentacdo com o
extrato da polpa de jeriva contendo 2,5 g L™ de extrato de levedura, 6,0 g L™ de
levedura, 0,35 g L™* de NH4H,PO,, sendo este o ponto central do delineamento
estabelecido, e MgS0,.7H,O (0,25 g L) e ZnSO,4 (0,2 g L™). A Figura 12 mostra
aumento progressivo do rendimento da producdo de alcool e a estabilizacdo dos

valores das respostas apés 6 horas de fermentacao.

Figura 12 - Rendimento da producé&o de etanol, em %, em funcdo do tempo de fermentacéo
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Para otimizar as condicfes de fermentacdo alcodlica do extrato da polpa de
jeriva foi empregada a metodologia de superficie de resposta (MSR) utilizando o
delineamento fatorial 3% incompleto. O delineamento foi composto por 15 ensaios,
com 2 repeticdes no ponto central para estimar a variancia do erro (CALADO, 2003).

O extrato aquoso obtido apresentou pH de 4,8, sendo que, para um
crescimento 6timo da levedura em relacdo a variacdo de pH, os limites estdo entre
4,5 e 55 (NOVAES, 1974). Quanto ao ambiente, as leveduras se desenvolvem
numa ampla faixa de temperatura, sendo que o intervalo 6timo de crescimento situa-
se entre 26 e 35 °C, com média de 30 °C (LIMA, 1975). Tendo como base essa
informacdo, a temperatura utilizada nos ensaios foi de 30 °C e, o tempo de
fermentacdo utilizado foi de 8 horas e teve como base os dados obtidos na Figura
12.

A Tabela 2 apresenta as variaveis independentes codificadas, os niveis de
variacdo em valores originais e as respostas dos rendimentos, expressas em valores
médios de duas repeticdes dos ensaios de fermentacdo empregados.

O modelo quadrético ajustado para o rendimento da fermentacdo alcodlica,
contendo as variaveis independentes codificadas, esta representado pela equacao
11, onde os coeficientes de regressdo foram obtidos por B = (NA)* AB, onde A é a
matriz de delineamento contendo os termos lineares, quadraticos e de interacdo e B

€ 0 vetor resposta.

Y =73, 53 -1,99x; -2,8x3+4,0x,%-15,84%,% -4,57x3°+7,00X1X2 - 8,92X1X3+2,43 XoX3 (11)
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Tabela 2 — Nivel de variagdo, variaveis independentes codificadas (x), originais (X) e rendimento de
alcool (Y) obtido a partir da fermentacéo do extrato aquoso de polpa de jeriva

Experimentos Variaveis codificadas Rendimento (%)
X1 X X3 Y
1 -1 -1 0 72,3
5 1 -1 0 53,2
3 -1 1 0 56,2
4 1 1 0 65,1
5 1 0 -1 62,0
6 1 0 -1 87,1
7 -1 0 1 76,7
8 1 0 66,1
9 0 -1 -1 62,5
10 0 1 -1 51,8
11 0 -1 1 49,6
12 0 1 1 48,6
13 0 0 0 73,0
14 0 0 0 74,9
15 0 0 0 72,7
Variaveis Niveis Codificados
Independentes -1 0 1
X:=Extrato de levedura (g L™) 1.5 2,5 3,5
X, = Levedura (g L™) 2,0 6,0 10,0
X3= NH4H-PO4 (g LY 0,3 0,35 0,4

Na equacao, Y representa a estimativa do rendimento da reacado e, na forma
codificada, x; representa a concentracdo de extrato de levedura, x, a concentracao
de levedura e x3 a concentracdo de NH4H,PO,. No modelo completo, apenas o
termo linear do extrato de levedura (p= 33,06%) foi nao significativo em nivel de 5%
e, por isso, retirado da equacéao.

A anadlise de variancia (Tabela 3), sem o termo linear da concentracdo do
extrato de levedura, mostra que o modelo proposto foi significativo em nivel de 5% e

o desvio ndo significativo no mesmo nivel de variagao.
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Tabela 3 - Analise de variancia para a producao de alcool obtido a partir do extrato aquoso de polpa
de jeriva usando o delineamento fatorial incompleto 3®

Fonte de G.L. Somados Quadrado Fcaculado Fiabelado
variacao guadrados médio
Regressao 8 1695,314  211,9143 148,87 19,37
Linear 2 94,321 47,1605 33,13 19,00
Quadréatica 3 1062,94 354,3133 248,90 19,16
Interacéo 3 538,146 179,382 126,01 19,16
Desvio 4 97,609 24,4022 17,1409 19,25
Erro 2 2,847 1,4235
Total 14 1795,912

* Significativo em nivel de 5%. ™ N&o significativo em nivel de 5%

O valor do coeficiente total de determinacdo observado (R?) e da
porcentagem de variancia explicada pelo modelo foram, respectivamente, de 94,59%
e 85,0%, que podem ser considerados adequados, pois, de acordo com Joglekar e
May (1987), para se obter um bom ajuste do modelo aos dados experimentais o
valor do R? deve ser superior a 80%. Portanto, o desvio da regressdo nao
significativo e o alto valor do R mostram que a equacao obtida, sem o termo linear
da concentragéo do extrato de levedura, pode ser utilizada para fins preditivos sendo
adequada para os procedimentos de otimizacao, podendo ser verificada nos valores
de rendimento preditos e nos valores observados experimentalmente (Figura 13).

A superficie de resposta da regido de combinacéo binéria entre as variaveis
originais teor de NH4H,PO, (g L™) e de Levedura (g L™) pode ser observada por
meio das curvas de nivel apresentadas na Figura 14. A figura obtida pelo software
Statistica 7® mostra as regifes de contorno da superficie de resposta para a variavel
dependente, rendimento da producao de alcool, obtidas pelo modelo matematico,
fixando-se a variavel estatisticamente menos importante X; em 3,5 g L. Com base
na Figura 14 observa-se que a regido otima, para o rendimento da producéo de
etanol, situa-se préxima ao ponto minimo para a variavel NH;H,PO, e no ponto
central para a concentracdo de levedura, fornecendo como resposta 6tima estimada

um rendimento de etanol superior a 85%.
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Figura 13. Disperséo dos valores de rendimeto preditos e observados
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Figura 14 - Superficie de resposta de NH;H,PO, e de Levedura para o rendimento da fermentacéo
alcodlica fixando-se o extrato de levedura (X;) em 3,5 g L*
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A regido de combinacdo binaria entre as variaveis originais de extrato de
levedura (g L™) e de levedura (g L™) pode ser observada por meio das curvas de
nivel apresentadas na Figura 15. A figura mostra as regibes de contorno da
superficie de resposta para a variavel dependente, rendimento da producdo de
alcool, obtidas pelo modelo matematico, fixando-se a variavel X; em 0,30 g L™*. Com
base na Figura 15, observa-se que a regido 6tima, para o rendimento da producao
de etanol, situa-se proxima ao ponto maximo para a variavel extrato de levedura e
no ponto central para a concentracdo de levedura, fornecendo como resposta 6tima
estimada um rendimento de etanol superior a 85%.

A regidao de combinacdo binaria entre as variaveis originais de extrato de
levedura (g L) e de NH4H-PO, (g L™), fixando-se a variavel levedura (X») em 6,33 g
L™, pode ser observada por meio das curvas de nivel apresentadas na Figura 16. A
figura mostra as regides de contorno da superficie de resposta para a variavel
dependente, rendimento da producéo de alcool, obtidas pelo modelo matematico.
Com base na Figura 16, ndo se consegue observar uma Unica regido 6tima para o
rendimento da producédo de etanol, pois a curvatura ndo se apresenta completa,
mas, baseando-se nas outras superficies de resposta anteriores, nota-se que esta
regido esta se direcionando préxima ao ponto maximo para a variavel de extrato de
levedura e no ponto minimo para a concentracdo de NH4H,PO,4, fornecendo como
resposta 6tima estimada um rendimento de etanol superior a 85%.

A equacéo preditiva (equacéo 11) foi otimizada utilizando o método simplex
sequencial (BONA et al., 2000). Os limites superiores e inferiores aplicados na
otimizagdo simplex foram os mesmos utilizados pelo delineamento experimental

(Tabela 2).
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Figura 15 - Superficie de resposta de extrato de levedura e de Levedura para o rendimento da
fermentacédo alcoolica fixando-se NH4H,PO, (X3) em 0,30 g Lt
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Figura 16 - Superficie de resposta de extrato de levedura e de NH4H,PO, para o rendimento da
fermentacéo alcodlica fixando-se levedura (X,) em 6,33 g L*
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O aumento progressivo do rendimento da producédo de alcool, em direcdo a
resposta 6tima, a convergéncia e a estabilizacdo dos valores das respostas podem
ser vistos na Figura 17. O maximo rendimento de 85,40% foi encontrado a partir do
vértice 13. A Figura mostra que o rendimento da reacéo tende rapidamente ao seu
valor 6timo apos os seis primeiros simplex. A convergéncia (critério de parada) foi
conseguida em razdo da funcéo-resposta rendimento da reacdo e das variaveis
independentes deixarem de crescer a menos de 10 que foi usado, pelo método

simplex, como critério de convergéncia dos parametros estudados.

Figura 17 - Rendimento de etanol em func¢éo da estabilizacdo do simplex
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Na Figura 18, pode-se observar estabilizagdo da variavel independente
extrato de levedura, a partir do simplex 11, e o maior rendimento de producéo de
etanol (85,40%) foi obtido com o limite superior de 0,35 g L™.

Com um valor préximo do intermediario de levedura (6,33 g L™), a variavel
independente estabilizou-se a partir do simplex 14 (Figura 19), para um o6timo

rendimento de etanol. E para a variavel independente NH4H,PO,4, a otimizacao
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simplex se mostrou estavel a partir do simplex 10 (Figura 20), sendo esta
exatamente em seu limite inferior igual a 0,30 g L™.

A validacdo da equacdo preditiva foi realizada através da fermentacdo do
extrato aquoso de jeriva nas condi¢cdes otimas. O valor médio do rendimento, em
triplicata, foi de 87,15%. Aplicando-se o0 teste t constatou-se que ndo houve
diferenca significativa, em nivel de 5%, entre este valor médio e aquele obtido na
otimizacao simplex que foi de 85,4%.

Figura 18 - Estabilizagdo do valor da varidvel independente extrato de levedura, em funcdo do
simplex, na otimizac¢do do rendimento do processo de fermentacgéo alcodlica
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O rendimento de 87,15% é menor do que aquele tradicionalmente encontrado
na fermentagdo alcodlica descontinua ou semi-continua quando se usa 0 mosto
constituido por caldo de cana ou melaco, ou ainda por mistura destes dois
componentes (PRESCOTT, 1949; SILVA et al, 2006).

Silva et al. (2008) otimizaram a fermentagdo do mosto de cana utilizando
como ferramenta estatistica a metodologia de superficie de resposta e obtiveram,

em fermentagédo descontinua, um rendimento de 88% valor muito proximo ao valor
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obtido no experimento 6 (Tabela 2), que utilizou 3,5 g L™ de extrato de levedura, 6 g
L™ de levedura e 0,3 g L™ de NH4H,PO.. Entretanto, essas comparacdes devem ser

tratadas com reservas, uma vez qgue os meios empregados Nao sao 0S mesmos.

Figura 19 - Estabilizacdo do valor da variavel independente levedura, em funcéo do simplex, na
otimizagdo do rendimento do processo de fermentagéo alcodlica
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Figura 20 - Estabilizagdo do valor da varidvel independente NH,H,PO,4, em funcdo do simplex, na
otimizacdo do rendimento do processo de fermentagéo alcodlica
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Para verificar o rendimento encontrado no presente trabalho realizou-se uma
cromatografia (Figura 21) apés a fermentacédo do extrato aquoso da polpa de jeriva e
notou-se que, a presenca de 7,3 ¢ L? de FOS, no extrato aquoso, pode ter
contribuido para um menor rendimento visto que este tipo de carboidrato ndo é

totalmente fermentado por Saccharomyces cerevisiae.

Figura 21 - Cromatograma apo6s a fermentacgédo alcoodlica nas condi¢des 6timas estabelecidas
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A analise cromatografica mostrou a presenca do etanol e apresentou o
mesmo pico cromatografico com uma diminuicgdo da concentracdo de
frutooligossacarideos comprovando que a levedura utilizou-se do FOS como fonte
de carboidrato para producgéo de etanol, mas ndo por completo apos a fermentacao
de 8 horas, utilizando-se das concentracdes das variaveis obtidas na otimizacao
simplex. Os tempos de retencdo apresentados foram de 6,517 e 16,015 minutos

para o FOS e etanol respectivamente.
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Realizou-se também uma fermentacéo alcodlica contendo apenas 10 g L™ de
FOS e com as concentracdes das variaveis (levedura, extrato de levedura e
NH4H,PO,4) determinadas pela otimizacédo. Apds 8 horas obteve-se uma producéo de
etanol comprovada com teste qualitativo de acido sulfarico/dicromato de potassio
(oxidante Jones), e teste quantitativo de teor de alcool sendo que, na figura 21 o
tubo com a solucéo alaranjada (direita) tem a presenca de FOS sem a realizacdo da
fermentacéo alcodlica e o tubo com a solucdo de coloracédo esverdeada (esquerda),
também com FOS, mostra a presenca de etanol obtido na fermentacao alcodlica, e
com titulacdo de dicromato de potassio com sulfato ferroso amoniacal obteve-se
uma concentracéo de 4,87 g L™ de etanol.

Além disso, um ensaio de destilacdo do etanol obtido pela fermentacdo nas
condicBes Otimas estabelecidas pela aplicacdo do método simplex, utilizando uma

coluna de Vigreux, produziu uma solug¢édo aquosa contendo 56% de alcool etilico.

Figura 22 - Teste qualitativo para presenca de etanol (verde) na fermentacéo do FOS.
Fonte: o autor
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7 CONCLUSAO

O jeriva, Syagrus romanzoffiana, utilizado no presente trabalho, sendo,
especificamente o extrato aquoso da polpa dos seus frutos, se mostrou adequado e
com potencial para a obtencdo de etanol devido a quantidade de carboidratos com
uma concentracdo de 60 g L e um 6timo rendimento na producdo do alcool
chegando a 87,15%. Podendo ser empregado como uma nova fonte alternativa a
cana de aclcar, mas ndo unicamente em larga escala, mas também para uma
agricultura familiar, e atender um consumo local, sendo que o jeriva pode ser
encontrado em diferentes habitats e o processo de producdo do etanol ser de facil
aplicacao devido as simples variaveis do processo como uma temperatura de 30 °C,
extrato de levedura a 3,5 g L™, leveduraa 6,33 g L™ e NHsH,PO,a0,30 g L™

A modelagem utilizando a superficie de resposta combinada com o método
simplex supermodificado mostrou ser eficiente e relativamente simples como
estratégia de otimizacdo podendo ser considerado de grande utilidade na pesquisa e

desenvolvimento de processos de fermentacado alcodlica.
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