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RESUMO

Atualmente € o etanol quem apresenta as melhores condicbes de suprir as
exigéncias mundiais por um combustivel de fonte renovavel, com baixo custo e
poder poluente. Embora o Brasil tenha usado apenas a cana-de-agucar para
produzir etanol, € possivel utilizar outras biomassas desde que a mesma apresente
quantidades significativas de acgucares, entre outras caracteristicas, pois a
monocultura da cana-de-acucar para atender a uma demanda mundial, traz
desvantagens ambientais, porque diminui a fertilidade do solo com o transcorrer do
tempo, além de reduzir a biodiversidade. O objetivo deste trabalho foi analisar o teor
de agucares de sete frutas encontradas no pais: acerola, caju, cupuagu, jameléo,
maracuja, mangas Palmer e Tommy, a fim de escolher as que tivessem melhores
condicdes para a producado de alcool. Na analise realizada através do método por
cromatografia, as polpas das frutas com maior concentragéo de agucar foram manga
Palmer, maracuja, manga Tommy e jameldo, com 16,10%, 13,31%, 11,61% e
9,73%, respectivamente. Embora as quatro frutas tenham apresentado quantidades
significativas de agucar para fermentar, foi escolhida a manga Palmer por apresentar
maior teor de acgucar e pH igual a 4,5 que €& adequado para o processo de
fermentacgao alcodlica. Com isso, o presente estudo focou na analise do potencial da
manga Palmer, em relacdo a producao de etanol. Foi determinada a concentracao
de agucares totais no extrato aquoso da polpa pelo método do fenol sulfurico, sendo
o valor obtido de 16,66% de acgucares totais. Em seguida foi feita a fermentagao, a
30°C, utilizando as condicdes estabelecidas pelo ponto central do delineamento
experimental e estabeleceu-se que o tempo de 10 horas apresentou o maior
rendimento na produgao de alcool. Foi realizada a fermentagao, utilizando o tempo
de 10 horas, seguindo a metodologia de superficie de resposta (MSR) com 13
ensaios e duas repeticdes no ponto central. Apos a fermentacéo, as amostras foram
centrifugadas e o teor de alcool foi determinado. A otimizagdo indicou uma
formulacdo contendo 3,0 g L de extrato de levedura, 8,0 9 L-1 de levedura e 0,35

g L -1 de NH4H,PO4 , para um teor de alcool de 34,5 g L™ e rendimento de 88,27%.
Por fim, foram realizados os mesmos procedimentos com o extrato aquoso do
maracuja, Jameldo e da manga Tommy bem como a mistura do extrato da manga
Palmer com estas trés frutas porém, os resultados foram muito abaixo daqueles
obtidos utilizando somente a manga Palmer. O caldo da cana-de-agucar, diluido nas
mesmas condi¢oes, também foi fermentado e passou pelos mesmos procedimentos,
mas o resultado do teor de alcool foi de 35,68 g L' com rendimento de 70,74% valor
inferior ao apresentado quando se utilizou o extrato aquoso da manga Palmer. Os
resultados demonstram que a manga Palmer apresentou melhor rendimento em
porcentagem se comparado ao resultado ao caldo da cana diluido.

Palavras chave: Aclcar. Fermentacdo alcodlica. Alcool etilico. Metodologia de
superficie de resposta.



CORTES, Simone de Lima. Alcohol production from the aqueous extract of fruit
pulp produced in different regions of Brazil. 2016. 75 p. Dissertation (Masters in
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ABSTRACT

Nowadays ethanol has the best conditions to meet the world's requirements for a
renewable source fuel with low cost and polluting power. Although Brazil has used
only sugarcane to produce ethanol, it is possible to use other types of biomass, which
has significant amount of sugars among other characteristics. In order to meet global
demand, sugarcane monoculture has environmental drawbacks because it reduces
soil fertility with the passage of time, and reduces biodiversity. The objective of this
work was to analyze the sugar content of seven fruits found in the country: acerola,
cashew, cupuacgu, jameldo, passion fruit, mangoes Palmer and Tommy in order to
choose the ones, which have the best conditions for the production of alcohol. In the
analysis performed by chromatography, the fruits pulp with higher concentrations of
sugar were "Palmer" mango, passion fruit, Tommy mango and jambul, with 16.10%,
13.31%, 11.61% and 9.73%, respectively. Palmer mango was chosen, even though
the other four fruits have shown significant quantities of sugar to ferment, because of
its higher sugar content and pH of 4.5 that is suitable for the alcoholic fermentation
process. Thus, the present study focused on the analysis of "Palmer" mango
potential to produce ethanol. The concentration of total sugars in the aqueous extract
of the pulp was determined by the sulfuric phenol method, and obtained value of
16.66% of total sugars. In the following, the fermentation was done at 30 ° C using
the conditions set by the central point of the experiment and established at the time
10 hours the highest yield value in ethanol production. The fermentation was
performed using the time 10 hours, following the response surface methodology
(RSM) with 13 tests and 2 repetitions in the central point. After fermentation, the
samples were centrifuged and the alcohol content was determined. A The
optimization showed that a formulation containing 3,0 g L-1 of yeast extract, 8,0 g L
yeast and 0,35 g L™ of NH4H,PO, for a 34,5 g L™ of alcohol content and vyield of
88.27%. Finally, the same procedure with the aqueous extract of passion fruit,
Tommy mango, jambul and the mixture of Palmer mango extract were performed
with these three fruits. However, the results were much lower than those obtained
using only "Palmer" mango. The juice of sugarcane was diluted in the same
conditions, was also fermented and went through the same procedures, but the result
of the alcohol content was 35.68 g L with 70.74% yield lower than the value
presented when using the aqueous extract of "Palmer" mango. Results demonstrate
that Palmer mango performs better in yield compared to the diluted juice of
sugarcane.

Keywords: Sugar. Alcoholic fermentation. Ethanol and response surface
methodology.
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1 INTRODUGAO

O etanol desperta de modo crescente a atengao de pesquisadores,
empresas e governos. Isso decorre das pressdes de pregcos e perspectivas de
esgotamento das fontes ndao renovaveis de combustiveis fosseis, assim como de
preocupacdes de natureza ambiental, relacionadas a emissdo de substancias que
comprometem o meio ambiente (BASTOS, 2007).

O Brasil é destaque na produgédo de etanol, devido detencdo de
tecnologias e politicas mais avangcadas do mundo, em decorréncia da pioneira
utilizacdo do etanol obtido a partir da cana-de-agucar como combustivel. A
estimativa é que a produgdo de etanol anidro aumente gradativamente, o que
representarda um acréscimo de 15,35% na producéo, e o etanol hidratado um
aumento de 4,45% quando comparados com a produgdo de etanol de safras
anteriores (ACOMPANHAMENTO..., 2013).

O etanol obtido do caldo de cana-de-acucar, etanol de primeira
geracao, € no momento, o0 unico combustivel com capacidade de atender a
crescente demanda mundial por energia renovavel de baixo custo e de baixo poder
poluente (SANTOS, et al., 2012). Por isso, o etanol vem despertando a atencdo de
pesquisadores, empresas e governos. Nesse sentido o Brasil encontra-se em
posicao privilegiada na producéo de etanol, ja que é lider mundial na tecnologia de
producdo de etanol da cana-de-agucar, tornando menor o custo de producédo de
acucar e etanol. A produgao do pais corresponde por cerca de 40% da oferta
mundial de etanol combustivel, com tendéncia a ascensdo. As condicdes
edafoclimaticas, oferta de terras e tecnologias desenvolvidas, sdo fatores que
contribuem para este cenario (CORTEZ e colaboradores, 2010).

Em margo de 2015 o ministro de Minas e Energia do Brasil,
anunciou o aumento obrigatorio da mistura de etanol anidro na gasolina, de 25%
para 27%, com isso 0 setor sucroenergético passou a fazer um planejamento de
safra mais alcooleiro, reduzindo portanto a producdo de acgucar, mesmo o Brasil
sendo o maior produtor e exportador mundial da commodity. Ha que se preocupar
com este cenario, ja que o Brasil precisara reduzir a produgao de agucar, que € de
extrema importancia para a economia do pais, em fungdo do aumento da demanda
de etanol (AMATO e MATOSO, 2015). Diante desta situagao, o Brasil pode continuar

sua producao de acucar a fim de nao correr o risco de perder o destaque de maior
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produtor e exportador mundial, se decidir investir na produgao de etanol a partir de
outras fontes também com o teor elevado de agucar, semelhantes ou préoximo ao da
cana-de-agucar.

Ao longo de anos, no mapa do agronegocio global, o Brasil, vem
apresentando uma importancia inquestionavel na produgao de frutas, ja que é o
terceiro maior produtor mundial de frutas, perdendo apenas para China e india.
Dados revelam que de 2004 a 2013 a fruticultura nacional vem apresentando
producdo acima dos 40 milhdes de toneladas, demonstrando assim seu imenso
potencial. A produgdo de frutas no Brasil tem alcancado excelentes resultados
mesmo com um cenario dificil de combater, como as diversidades climaticas, e
outros fatores que merecem ainda mais atengdo, como a questdo de logistica de
armazenamento e de abastecimento (POLL, 2013).

Entretanto, o Brasil, apesar de ser o terceiro maior produtor de frutas
do mundo, ndo aproveita toda a sua produgao. De acordo com o Instituto Brasileiro
da Fruta (IBRAF), ha uma demanda do setor produtivo para pesquisas pds-colheita,
mostrando a necessidade de solugdes para a diminuicdo de perdas, cuja média
nacional é de 31% isto &, perde-se quase um tergco da produgdo. Sao jogados fora
US$2,3 bilhdes por ano, sem falar nos mercados externos que ndo aceitam produtos
que nao atendem aos padrdes de qualidade estabelecidos. Nao sao apenas perdas
de volume de produgao, mas também perdas de qualidade, aparéncia, sabor, dentre
outros (STAUFFER, 2015).

De acordo com Freire e Soares (2014), a maior parte das frutas
comercializadas no pais sdo in natura, e que grande parte do volume de perdas
ocorre apos a producao, por falta de conhecimento e condi¢gdes para a adequada
selecéao, classificagdo e embalagem das frutas, o transporte em condigdes incorretas,
sem refrigeracado, a exposicao inadequada nas gbndolas dos pontos de venda e o
excessivo manuseio das frutas pelos consumidores, sdo fatores que também
contribuem para agravar o problema, dessa forma muitas delas sado desperdi¢cadas e
acabam parando nos grandes lixdes.

Apesar de toda tecnologia ja aplicada nas industrias de frutas, ainda

existe a necessidade de se desenvolver novos processamentos que permitam a
reducdo das perdas, provenientes dos excedentes de safras, ao mesmo tempo em
que permite agregar valor a essas frutas por meio de seu beneficiamento. As

bebidas fermentadas de frutas constituem produtos promissores, além de
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contribuirem para a reducao de perdas pdés-colheita de frutos pereciveis (SANDHU;
JOSHI, 1995).

Devido as suas propor¢des continentais, o Brasil oferece uma gama
inigualavel de frutas com sabores, cores e formas que surpreendem o mundo inteiro.
As perspectivas para a fruticultura brasileira sdo excelentes, diante do incremento no
consumo interno e da demanda externa também em elevagdo. Com isso & possivel
estudar a ampliacdo da produgao de etanol a partir de frutas cultivadas nas diversas
regides do pais, uma vez que muitas delas possuem alto teor de agucar em sua
polpa e podem agregar valor no desempenho da produgcdo de etanol (SANTOS,
2013).

A producao de etanol pode ser realizada a partir do extrato aquoso
da polpa de algumas frutas com alto teor de agucar produzidas com este fim ou com
aquelas que sado desperdicadas no pais. Além disso, as frutas apresentam
moléculas pequenas de agucar, formadas por um ou dois monossacarideos, 0s
quais sao faceis de serem fermentadas pelas leveduras, o que reduz o tempo da
fermentacao.

Portanto, ja que a demanda mundial pelo etanol € cada vez maior e
o Brasil vem se destacando nessa producdo, bem como no setor frutifero, este
trabalho se propde a determinar a concentracdo de agucar e as melhores condicoes
do processo de fermentagao alcodlica do extrato aquoso da polpa de algumas frutas
produzidas no Brasil para a produgdo de etanol, utilizando a metodologia de

Superficie de Resposta.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 HISTORIA E IMPORTANCIA DO ETANOL

No comecgo da década de 70, as nagdes produtoras de petroleo
comecaram a regular o escoamento da produgado petrolifera por conta de sua
natureza nao renovavel. Em 1973, o valor do barril mais que triplicou em um curto
periodo de trés meses (SOUSA, 2016). No Brasil, em 1975 o governo resolveu criar
o Programa Pro-alcool com o objetivo de garantir o suprimento de energia, além de
apoiar a industria acucareira, que vinha tendo prejuizo com a queda do preco do
agucar. Através deste Programa surgiram novas destilarias com o objetivo de
transformar o agucar excedente da producdo em etanol anidro, usado como aditivo
na gasolina, sem haver necessidade de fazer transformacdes nos motores dos
veiculos (KOHLHEPP, 2010).

O Programa Pro-alcool também surgiu com o objetivo de reduzir a
dependéncia do pais em relagdo ao petréleo importado, o qual vinha sofrendo
aumentos significativos. Com isso, o Brasil passou a dominar a tecnologia na
producdo de alcool de cana-de-agucar, bem como o desenvolvimento de carros a
alcool (MORAES, 2007).

Depois das duas crises do petroleo desencadeadas durante a
década de 70, houve um impulso no surgimento de programas envolvendo energias
renovaveis (LEITE; LEAL, 2007). Com isso, carros a alcool, passaram a serem
utilizados em todo o pais, além de tornar-se obrigatério a adicdo de 15% de alcool
anidro a gasolina (TAVORA, 2011).

Recentemente, os precos do petréleo estdo em niveis baixos, nunca
vistos desde o final de margo de 2004, por volta de US$ 30 o barril. Essa queda no
preco do barril do petréleo no mundo, vem também sendo impulsionada devido a
alta exploragcdo de gas de dleo de xisto nos Estados Unidos, o qual tem forgado a
baixa dos precos do petroleo no mercado mundial. Além disso, outro aspecto € que
ha uma grande quantidade de petroleo disponivel no mercado mundial, mas a sua
compra pelos paises esta cada vez menor (ABE; MARCAL, 2016).

O Fundo Monetario Internacional (FMI) defende que o prego do
petroleo precisa estar acima dos US$ 104/barril, para que haja equilibrio
orcamentario. Para o Brasil, a queda no prec¢o do barril de petroleo pode prejudicar

tanto a receita com exportacdes da Petrobras quanto os planos de investimento da
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estatal no pré-sal isto porque, o custo para se extrair petréleo das reservas do pre-
sal sdo mais altos do que os de reservas tradicionais. Se os pregos do produto final
cairem demais, pode ndo valer a pena explorar alguns pog¢os. Mesmo com a atual
queda no prego do barril do petréleo, a gasolina e o diesel no Brasil ndo diminuiram
de prego e estdo sem previsdo de redugao, tudo isso porque de acordo com a
Petrobras esses ganhos atuais ajudam a petroleira a recuperar parte do que perdeu
quando o petréleo estava caro e também a arrumar suas contas, em meio a um
endividamento muito grande e a crise nos negaocios (ABE; MARCAL, 2016).

Na década de 70, o cenario foi diferente, a produgéo de alcool surgiu
como uma valvula de escape devido aos altos pregos do barril do petroleo, hoje
vivemos uma situagao em que o petroleo esta disponivel no mercado com precos
baixos, entretanto, o mercado vem buscando um combustivel menos poluente, uma
vez que o maior problema causado pelo uso dos combustiveis fosseis € a emissao
de gases causadores do efeito estufa, na sua combustdo, que pode ser definido
como o acréscimo constante da temperatura média da Terra em consequéncia do
aumento da concentragdo de alguns gases, como o gas carbonico (CO;), os
clorofluorcarbonos (CFCs), o metano (CH4), o 6xido nitroso (N2O) na atmosfera.
Estes gases sao conhecidos como gases estufa e capturam parte da radiagao
infravermelha que a Terra devolve para o espago, provocando o aumento da
temperatura atmosférica com as decorrentes mudangas climaticas (LORA;
TEIXEIRA, 2001).

O diéxido de carbono é considerado o gas de efeito estufa de maior
importancia, ele € o principal composto resultante da combustdo completa de
combustiveis. Quando em grande quantidade, o gas carbdnico e outros poluentes
acabam formando um filtro na atmosfera. Durante o dia a Terra é aquecida pelo sol e
a noite perde o calor armazenado, tendo por consequéncia, uma reducdo de
temperatura. Entretanto, com a camada de poluentes presentes, o calor fica retido
na Terra, provocando um aumento na temperatura média (MOREIRA, 2012).

De acordo com Ribeiro, et al. (2000) o setor de transporte tem uma
participacao consideravel nas questdes climaticas, pois contribuem com pelo menos
22% para a emissdo global de gases de efeito estufa, empregando praticamente
100% de combustiveis fosseis.

Ja o etanol, como € obtido a partir de vegetais, é considerado um

combustivel renovavel, ou seja, ndo se esgota. E também um combustivel
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sustentavel, ja que grande parte do gas carbbnico langado na atmosfera em sua
producao é absorvido pela cultura da cana-de-agucar durante a fotossintese. O uso
de etanol reduz em 89% a emissdo de gases de efeito estufa se comparado a
gasolina, e diminui a emissdo de gases poluentes em comparagdo com o0s
combustiveis derivados do petroleo, o que o torna um dos mais viaveis
ecologicamente. Em sua aplicagdo como combustivel, o etanol comum
comercializado em postos de combustiveis € o alcool etilico hidratado, que € uma
mistura com cerca de 96% de etanol e 4% de agua. Ja o etanol adicionado a
gasolina é o alcool anidro, com grau de pureza de 99,6%. Atualmente na gasolina
brasileira a propor¢do de etanol misturado ao combustivel €& de 27%.
(CONTROLE..., 2016).

Com relagao a producéo de etanol, o Brasil se destaca no cenario
global como sendo o pais com tecnologia mais avangada na sua fabricagdo. A
produgcdo mundial desse combustivel € da ordem de 40 bilhdes de litro, sendo o
Brasil responsavel pela fabricagdo de 15 bilhdes de litros. No pais, a cada tonelada
de cana-de-acucar sido produzidos 66 litros de alcool e 700 a 800 litros de vinhaca
(FRANCISCO, 2016).

No Brasil, o modelo de carro flexfuel que foi desenvolvido por
empresas alemas e produzido em série a partir de marco de 2003, tem como
caracteristicas ser movido tanto a gasolina quanto a etanol ou com uma mistura de
ambos (KOHLHEPP, 2010).

Em termos de producdo, o Brasil € o segundo maior produtor de
etanol do mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos, sendo que o Brasil
produz etanol a partir da cana-de-agucar e os Estados Unidos a partir de milho
(MAIORES..., 2016).

A partir de qual cultura é mais vantajosa a producgao de etanol? Sera
que existem de fato diferencas entre o etanol produzido a partir do milho e da cana-
de-agucar? De acordo com o quadro 1, estdo relacionados alguns aspectos que

diferenciam o etanol produzido a partir da cana-de-agucar e do etanol de milho.
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Quadro 1 - Diferengas basicas entre o alcool de cana-de-agucar e de milho.

Custos
adicionais
Rendimento

Safras e
estocagem

Fermentagao

Produtividade

Cana-de-agucar

N&o ha gastos adicionais

com enzimas, pois a
sacarose é facilmente
quebrada.

1t dela produz entre 85 e 90
litros de etanol.

Pode ser colhida durante

todo o ano.
Média de 10 a 12h.

1ha produz uma média de
80t de cana.

Milho

Ha gastos com as enzimas alfa
amilase e glucoamilase,
necessarias a quebra das
moléculas de amido.

1t rende mais de 400 litros de
etanol.

Precisa ser colhido em 4 meses
apos o plantio.

Entre 35 e 48h.

1ha produz entre 15 e 20t de
milho.

Fonte: adaptado de Curiosidades... (2016).

Conforme o grafico (Figura 1) é possivel perceber que a demanda

por etanol no pais apresenta uma certa estabilidade por quase dez anos, porém,

essa demanda é bastante elevada visto que o Brasil precisa produzir muito etanol,

tanto o anidro que é misturado a gasolina, quanto o etanol hidratado, vendido nos

postos, que precisa atender a todo esse contingente de veiculos que utilizam tanto o
alcool quanto a gasolina(flexfuel) no pais (AMATO; MATOSO, 2015).

Figura 1 — Evolugao do Licenciamento de carros flex-fuel no Brasil.
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Além de ser o segundo maior produtor de etanol do mundo (Figura
2), maior produtor de agucar, o Brasil € o terceiro colocado no ranking das principais
nagdes produtoras de frutas. Estd atrds apenas da China e da Iindia,
respectivamente (REETZ et al., 2015).

Figura 2 — Producéo de etanol no mundo, em milhdes de galdes.
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Fonte: Graos & Soja (2016 )

O Brasil também é o maior produtor de agucar do planeta, com 36
milhdes de toneladas produzidas e 24 milhdes de toneladas exportadas em
2014/2015, quantias equivalentes a 20% da producéo global e 40% da exportagao
mundial, respectivamente (UNICA, 2016).

O uso do etanol como biocombustivel automotivo no pais, tem
conferido a lideranga no cenario internacional de sequestro de carbono e mitigagéo
do efeito estufa. Entretanto, este combustivel pode ser produzido ndo apenas com a
cana-de-agucar ou milho, mas de outra biomassa que tenha uma quantidade
significativa de acgucar, que é um dos principais requisitos na produgao de alcool
(SOUZA, 2011).

2.2. A MONOCULTURA DA CANA-DE-ACUCAR
Ao utilizar apenas a cana-de-agucar na producao de etanol, o pais

fica sujeito a monocultura, que é o plantio extensivo de um unico vegetal. E ela traz

desvantagens ambientais, como o desgaste do solo, uma vez que cada espécie de
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planta necessita de um determinado tipo de nutriente(s), promove portanto o
aumentando do consumo de um tipo de substancia, levando, com isso, ao
empobrecimento do solo, além de reduzir a biodiversidade. Ha também possibilidade
de prejuizos econémicos, pois apresenta enormes riscos, ja que uma unica doenca,
praga ou a queda do prego do produto no mercado podem pér a perder toda a
cadeia produtiva regional (FLORES et al., 2010). Porém, hoje, no entanto, o maior
temor é que o interesse internacional pelo biocombustivel seja tdo grande que a
cana-de-agucar se torne uma cultura predominante de extensao ainda maior, visto

que também é da cana que se produz o agucar no Brasil. (ROMEIRO, 1996).

2.3 BIOMASSAS ALTERNATIVAS NA PRODUCAO DE ETANOL

Apesar do Brasil ser um dos maiores produtores de frutas do
mundo, as perdas de frutas, tanto na fase de producdo, colheita, embalagem,
transporte e pos-colheita, sdo grandes, na ordem de 20 a 50%. Com isso, ao chegar
a mercados e feiras, os residuos (biomassas) dessas frutas sdo, na sua maioria,
descartadas e langadas no meio ambiente e ndo apresentam nenhuma forma de
reaproveitamento. Portanto, produzir etanol a partir de biomassa de frutas pode ser
uma forma de agregar valor as sobras destas (ACCARINE, 2000).

Quanto maior a concentracdo de acucar na biomassa, maior €&
producao de etanol, visto que sua producédo ocorre pela fermentagao através das
leveduras sobre os agucares (FIGUEIREDO, 2012).

Testar diferentes biomassas de frutas para obtencao de etanol, a fim
de saber qual delas possui maior rendimento € uma das propostas deste trabalho. A
seqguir, estdo caracterizadas as frutas escolhidas para serem analisadas a priori, 0
teor de agucar e posteriormente a(s) escolhida(s) para ser(em) fermentada(s) e

destilada(s) na produgao de etanol.

2.3.1 NORMAS PARA FABRICACAO DE ETANOL NO BRASIL

O etanol combustivel (C,HsO),tem suas normas estipuladas pela
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel (ANP) através do
Regulamento Técnico ANP n°3/2011, anexo da Resolugcdo ANP N°7 de 9 de
fevereiro de 2011, que determina as caracteristicas que o etanol precisa ter quanto a
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seu aspecto, cor, massa especifica, teor alcodlico, potencial hidrogenibnico,
condutividade elétrica, entre outros elementos. Ambos precisam ser limpidos e
isentos de impurezas, uniforme, sem nenhum residuo sélido em sua mistura, os dois
sdo incolores, sendo que o anidro se diferencia em relagdo a sua cor alaranjada,
com o intuito de diferencia-los, presenca de até 1% de metanol e ter pH neutro.
Também pode aparecer naturalmente no etanol uma goma, em que a quantidade
maxima que o etanol pode ter dessa substancia € de até 5 miligramas a cada 100
militros. Na resolugao, existem outras especificagcdes para a fabricagao do etanol,
relacionadas a condutividade elétrica, poder calorifico, octanagem, entre outros
(PROCESSOS..., 2016).

2.3.2 Caracterizacao das Frutas

As frutas utilizadas nos experimentos estao descritas a seguir.

2.3.2.1 Acerola

A acerola (Malpighia glabra L.) conforme imagem na Figura 3, tem
sua origem no mar da Antilhas, na América Central. A acerola (ou cereja-das-
antilhas) é um arbusto que atinge até 3m de altura e sua copa é densa. A aceroleira
€ uma planta de clima tropical, que se adapta bem em regides de clima subtropical.
Temperaturas entre 15 °C e 32 °C, com médias anuais em torno de 26°C, sédo as
mais favoraveis. Para que a mesma cresca e produza bem, também é fundamental
uma adequada disponibilidade de agua no solo. A planta é exigente quanto a
insolagao, que influencia bastante a producao de vitamina C (CARVALHO, 2000).

A fruta leva aproximadamente 22 dias desde a floragdo até a
maturagdo. Da seus frutos durante todo o ano, a frutificagdo se inicia, em média, a
partir de dois a trés anos de plantio. O Brasil € o maior produtor, consumidor e
exportador da acerola. Atualmente a regido nordeste do Brasil € a maior produtora
de acerolas do pais (NOGUEIRA et al., 2002).
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Figura 3 — Acerola

Fonte: o proprio autor

2.3.2.2 Caju

Normalmente, o caju (Anacardium occidentale), conforme figura 4, é
chamado de fruto, quando de fato ele € um pseudofruto. Ele é constituido por duas
partes: a castanha — o fruto propriamente dito e o pedunculo floral, no qual é
chamado de fruto erroneamente. Este pseudofruto possui diversas propriedades
terapéuticas, antidiabética, adstringente, antidiarreica, depurativa, ténica,
antiasmatica, antisséptica, anti-inflamatéria, depurativa, expectorante, vermifuga,
diurética. (BARROS, et al., 2016).

Figura 4 — Caju

Fonte: SA; PAIVA; MARINHO (2000)
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2.3.2.3 Manga

A manga (Mangifera indica L.), € uma das frutas mais procuradas
no mundo, consumida principalmente in natura, pode ser transformada em varios
produtos: polpa simples, suco, sorvete, geléias, compotas, etc. E rica em vitaminas A
e C. A mangueira se adapta bem em areas onde as estacbes seca e chuvosa se
apresentam bem definidas, rustica, a mangueira vegeta e frutifica bem tanto em
solos arenosos quanto nos argilosos, ligeiramente acidos ou alcalinos (FONSECA,
et al., 2006).

Uma de suas variedades € a manga Tommy (Figura 5), sua origem é
da Flérida, EUA, possui fruto de tamanho médio para grande, 460 g, com casca
espessa e formato oval. Apresenta coloracdo do fruto atraente (laranja-amarela
coberta com vermelho e purpura intensa). A polpa é firme, suculenta, e teor de fibra
médio e 16° brix. E uma das variedades de manga mais cultivadas mundialmente
para exportacdo. Apresenta facilidade para inducédo floral em época quente, alta
produtividade e boa vida de prateleira. Essa variedade representa 90% das

exportagdes de manga no Brasil (COSTA, 2004).

Figura 5 — Manga Tommy

Fonte: o prép?io autor

Outra variedade da manga é a Palmer (Figura 6), também com
origem na Florida, tem variedade semi-ana, de copa aberta. Os frutos possuem
casca roxa quando “de vez” e vermelhos quando maduros. A polpa é amarelada,
firme, bom sabor (21,6° Brix), com pouca ou nenhuma fibra. Relag&o polpa/fruto € de
72%, teor médio de fibras e casca fina. Apresenta boa vida de prateleira e

producdes regulares e é bem aceita no mercado interno. A producao € tardia,
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permitindo prolongamento do periodo das safras E uma fruta que chama atengzo e
vem ganhando a preferéncia por causa do sabor acentuado, doce e étima para o
consumo. Outra vantagem da variedade: o seu carogo € pequeno, 0 que garante
uma polpa consistente e o melhor aproveitamento da fruta. Relacéo polpa/fruto € de
72%, teor médio de fibras e casca fina (COSTA, 2004).

Figura 6 — Manga Palmer

Fonte: o préprio autor

2.3.2.4 Cupuagu

O Cupuagu (Theobroma grandiflorum) € uma fruta nativa da regiao
amazodnica. Este vegetal, que pode ser encontrado até mesmo com 20 metros de
altura, é do grupo familiar do cacau. O cupuagu, conforme figura 7, nasce em terra
sélida e distante da superficie, com incrivel capacidade de reter agua, fértil e bem
consistente fisicamente. (SEREJO et al, 2009).
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Figura 7 — Cupuagu

2.3.2.5 Goiaba

A goiaba (Psidium guajava L.), conforme Figura 8, se destaca dentre
os frutos tropicais ndo sé devido as suas boas caracteristicas organolépticas como
sabor e aroma, mas como também nutricionais, sendo considerados, alta fonte de
vitamina C, teores de vitamina A e do grupo B, como a tiamina e a niacina, fibras e

minerais como fésforo, ferro e calcio (VIEIRA, et al., 2008).

Figura 8 — Goiaba

Fonte: o préprio autor
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2.3.2.6 Maracuja

Maracuja amarelo apresentado na Figura 9, cujo nome cientifico é
Passiflora edulis f. Flavicarpa, natural do Brasil e do Peru, ele tem quase duzentas
variedades, a maioria delas, 6timas para sucos, mousses, bolos. Possui uma
substancia chamada passiflora, motivo pelo qual € considerado um calmante,
além de ser fonte de vitamina C, célcio e fésforo. O maracuja, famoso por seu ativo
calmante, é rico em vitaminas do complexo B e sais minerais, como calcio, ferro e
fésforo. Quando ingerido, da ao organismo betacaroteno, que é transformado em
vitaminas A, C, B2 e B3 (LIMA, 2002).

Figura 9 - Maracuja

Fonte: o proprio autor

2.3.2.7 Jamelao

O Jamelao (Syzygium Cumini) como mostra a figura 10, € da mesma
familia da pitanga e da goiaba e chega a atingir cerca de 10 metros de altura quando
chega a maturidade. Tem sua origem no Sul da Asia e das regiées australianas, a
arvore possui frutos que no formato lembram azeitonas e ficam com uma coloragao
roxa quando maduros. No Brasil, a arvore se adaptou melhor na Regido Nordeste,
gracas a seu clima quente. E mais comum consumir o jameldo in natura, mas com
ele também é possivel preparar uma diversidade grande de pratos (VIZZOTTO;
FETTER, 2009).
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Figura 10 — Jamelao

Fonte: Vizzoto; Fetter (2009)

2.4 ACUCARES

A descoberta do agucar é atribuida aos indianos, sendo conhecido
pela humanidade ha muitos anos fazendo parte do dia-a-dia da sociedade. E
bastante consumido tanto nas residéncias, quanto nas industrias de alimentos que
utilizam toneladas de agucar para a produ¢ao de uma infinidade de produtos, que
vao desde biscoitos até bebidas. O Brasil € o maior produtor de agucar do mundo
tendo como matéria-prima a cana-de-agucar porque ela tem uma maior capacidade
de aclimatacéo e adaptagédo aos ambientes locais (ALBUQUERQUE, 2011).

Os acucares, também conhecidos como carboidratos ou
glicidios, sdo importantes biomoléculas que constituem a base da nutricdo dos
organismos heterotroficos. Eles sdo formados principalmente por carbono,
hidrogénio e oxigénio, apresentando a seguinte formula geral (CH20),. Devido a
essa formula, também s&o denominados de hidratos de carbono. Alguns
carboidratos fogem da formula geral e apresentam nitrogénio, fésforo ou enxofre em
sua composigao (PASSOS; PARK, 2003).

Os carboidratos classificam-se em simples e complexos, de acordo
com sua estrutura quimica. Os carboidratos simples sdo conhecidos como
monossacarideos ou acgucares simples, eles caracterizam-se por serem formados
por uma unica molécula, que ndo pode ser hidrolisada. Como exemplos de
monossacarideos podemos citar a glicose e frutose. Temos também, os

carboidratos complexos que possuem duas ou mais unidades de agucar interligadas.
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Como exemplos deste, temos os dissacarideos com duas subunidades de agucares
interligadas, os oligossacarideos que possuem de 3 a 10 subunidades de agucar
interligadas (oligos significa ‘pouco’) e os polissacarideos que tém mais de 10
subunidades de agucar interligadas (BRUICE, 2006).

No presente trabalho foram identificados e analisados a glicose, a

frutose, sacarose, manitol e nistose.

2.4.1 Glicose

A glicose € um monossacarideo e nao sofre hidrdlise. Ela é
uma aldose, pois, conforme mostra a sua estrutura quimica na figura 11 além dos
grupos polialcoois, ela possui um grupo aldeido em sua formula (NELSON; COX,
2014).

Figura 11- Estrutura da glicose
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Fonte: o proprio autor

2.4.2 Frutose

A frutose, também é um monossacarideo, carboidratos mais simples
que nao sofrem hidrélise, € classificada como uma hexose. Devido a presencga de
um grupo cetona em sua estrutura, a frutose pode ser classificada, ainda como
uma cetose. Portanto, podemos dizer que se trata de uma cetohexose (BRUICE,

2006). A figura 12 mostra a estrutura quimica da frutose.


http://www.infoescola.com/reacoes-quimicas/hidrolise/

Figura 12 — Estrutura da frutose
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Fonte: o proprio autor

2.4.3 Sacarose
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Ja a sacarose € um dissacarideo, formada por uma molécula de

glicose e uma de frutose, unidas entre si por uma ligagdo glicosidica, conforme a

figura 13. Ao ser submetida a acédo de acidos diluidos ou da enzima invertase, a

sacarose sofre hidrélise e libera a molécula de glicose e a de frutose, as quais fazem

parte da sua estrutura, em uma
sacarose (FIGUEIREDO, 2012).

reacdo quimica conhecida por

Figura 13- Estrutura da sacarose
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Fonte: o préprio autor

inversao de
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2.4.4 Manitol

O manitol € um acucar-alcool ou polialcoool formado por seis
carbonos, € um solido branco e cristalino. Do ponto de vista estrutural, possui quatro
carbonos quirais, conforme figura 14 (OLIVEIRA; FERREIRA; SOUZA,2009).

Figura 14 — Estrutura do manitol
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Fonte: o proprio autor

2.4.5 Nistose

A nistose € um oligossacarideo, e conforme a figura 15 sua
estrutura € composta por 3 frutoses e uma glicose. A nistose faz parte do grupo de
agucares conhecido como frutooligossacarideos (FOS) que sao agucares néao
convencionais, ndo metabolizados pelo organismo humano e nao calérico (HOMME
et al., 2003).

Figura 15 — Estrutura da nistose
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2.5 FERMENTACAO ALCOOLICA

A forma mais simples e antiga de obter alcool, descoberta pela
humanidade ha milhares de anos antes de Cristo, € a fermentagcdo. Com esse
processo € produzido o alcool utilizado para todos os fins. Essa técnica consiste
basicamente, em adicionar ao caldo seja da cana-de-agucar ou de outra biomassa,
micro-organismos que quebram moléculas de agucar, transformando-as em duas
moléculas de etanol mais duas moléculas de gas carbdnico. Nas usinas produtoras
de etanol, a biomassa utilizada passa por diversos processos, até se obter o alcool
anidro e hidratado (LIMA, 2001).

A dlicose e a frutose s&o os dois monossacarideos mais
abundantes na natureza. Eles sao os principais acucares de muitas frutas e, a
presenca da glicose e da frutose possibilita, com o processo de fermentacao, a
producdo de bebidas como o vinho e as sidras cujo processo € anaerdbio e
necessita da agdo de microorganismos. Neste processo, os monossacarideos sao
convertidos, principalmente, em etanol e didoxido de carbono com liberagdo de
energia (BRUICE, 2006).

Todo e qualquer produto que contenha agucar ou outro carboidrato,
constitui-se matéria-prima para a produgao de etanol, tanto quanto as sobras e
residuos de produtos naturais. E preciso que os substratos (mostos) sejam
adequados ao desenvolvimento do microrganismo e a finalidade de sua atividade,
que é produzir uma determinada substancia. Também é preciso que a composigao
do meio seja capaz de suprir as exigéncias do microrganismo, para seu melhor
desempenho, como pH, temperatura, assepsia ou esterilidade dentre outros (LIMA,
2001).

A fermentacao alcodlica apresenta dois processos basicos:
1° Hidrélise da sacarose: uma molécula de sacarose, por acdo de catalisadores,
sofre hidrdlise, utilizando uma molécula de agua e produzindo glicose e frutose,

conforme descrito na equagao da reagao a seguir:



36

Invertase
CizH220 11+ H0 e CgH 1205 + CgH1205

sacarose glicose frutose

Fonte: o praprio autor

2° Fermentacgao alcodlica: a levedura e outros microorganismos fermentam a glicose

em etanol e CO,, como apresentado na equacgao da reacao a seguir:

Zimase
CeH20p ——p 2 CH,CH-OH + 2 CO»>

glicose etanol gas carbdnico

Fonte: o proprio autor

As fermentacdes industriais podem ser classificadas em processos
continuos e descontinuos. O processo continuo opera sem parar, ou seja, utiliza os
equipamentos em sua totalidade, diminuindo assim o volume de fermentadores.
Neste processo, o investimento inicial € em média 60% menor do que em um
processo de batelada de mesma capacidade, entretanto, mesmo sendo mais
simples os processos de fermentagdo continua exigem maiores cuidados e um maior
nivel de automacgao e operagao. Ja os processos descontinuos sado os intermitentes,
denominados batelada simples ou batelada alimentada. Na batelada simples, a
fermentacgao inicia logo depois do preenchimento do fermentador, quando se mistura
o0 mosto com o fermento, porém, sé é viavel em situacdes de pequenas quantidades
de mosto, como em fermentacdes laboratoriais e farmacéuticas. Na batelada
alimentada, o método € mais produtivo, porque expde as leveduras a menores riscos
de se tornarem inativas que no processo de batelada simples, nela, mistura-se o

mosto ao fermento, a medida que a dorna vai sendo abastecida (ALCARDE, 2016).
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2.5.1 Leveduras

O processo de fermentagdo alcodlica € um processo bioldgico,
tendo como principal agente a levedura, processo este em que ocorre a
transformacao de agucares em alcool e gas carbdnico. A espécie mais utilizada na
fabricacdo de alcool € a Saccharomyces cerevisiae. Essa levedura, quando em
contato com um meio contendo glicose, e sob condigbes de anaerobiose, produz
alcool etilico e gas carbdnico, entre outros produtos. Durante o processo de
fermentacao, podem surgir diversos fatores, que podem alterar a producao de alcool
etilico, devido ao fato de interferirem na atividade celular da levedura. O pH tem
papel importante na fermentacdo, sendo que para favorecer o desenvolvimento
das leveduras deve estarna faixa entre 45 e 5,5 (JONES, PAMMENT,;
GREENFIELD, 1981).

2.6 DESTILACAO

Apoés a fermentacgdo, a etapa que se segue é separar o etanol da
mistura. Nesta fase, o liquido é colocado em colunas de destilacdo, e este é
aquecido até se evaporar. Em seguida acontece a condensagcdo que € a
transformacdo de um gas ou vapor em liquido, onde sera separado etanol do
restante da mistura. Assim, o alcool hidratado, usado como etanol combustivel
estara pronto, com uma faixa de 96% de grau alcodlico (MENEGUZZO; RIZZON,
2008).

2.7 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (MSR)

Metodologia de Superficie de Resposta € um conjunto de técnicas
matematicas e estatisticas que sdo uteis para modelar e analisar problemas cuja
resposta de interesse ¢é influenciada por muitas variaveis. A forma de
relacionamento entre a variavel de resposta e as variaveis independentes €
desconhecida e a resposta deve alcancar um valor 6timo que pode ser a
maximizagao ou minimizagado. Desse modo, o primeiro passo dentro da metodologia

MSR é encontrar uma aproximacao razoavel para o verdadeiro relacionamento entre
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a resposta e o conjunto de variaveis independentes. Usualmente, emprega-se um
polindmio de baixa ordem (MYERS; MONTGOMERY, 1995).

Através da ferramenta do planejamento experimental e também da
analise de superficie de resposta € possivel investigar a influéncia das variaveis em
um processo, bem como a forma de interagao entre elas, além de chegar ao valor

das variaveis que otimizem os resultados (SANTOS, et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a producéao de etanol a partir do extrato aquoso da polpa de

frutas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a concentragdo de agucares na polpa de maracuja, jameldao, mangas
Palmer e Tommy, caju, goiaba, cupuagu e acerola por cromatografia;

- Determinar a concentracdo de acgucares totais pelo método do fenol sulfurico, da
fruta que apresentar as melhores condigdes para a fermentagao alcodlica;

- Evidenciar as frutas que possuem maior potencial para a producao de etanol;

- Fermentar as quatro frutas com maior teor de agucar, separadamente e juntas, em
forma de mistura, analisando os resultados na producao de etanol;

- Fermentar o caldo diluido da cana-de-agucar nas mesmas condi¢gdes das polpas de
frutas e fazer um comparativo dos resultados de teor e rendimento de etanol
produzido;

- Utilizar a metodologia de superficie de resposta para atingir o processo de

fermentacgao alcodlica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LocAls ONDE FORAM REALIZADOS OS EXPERIMENTOS

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Pesquisa e
Analise de Combustiveis (LPAC), Laboratério de pesquisa 339, no Laboratério de
Desenvolvimento de Instrumentagcdo, Automacdo e Metodologia Analitica (DIA),
pertencentes ao Departamento de Quimica e no Laboratério de Bioquimica Ensino
1, que pertence ao Departamento de Bioquimica e Biotecnologia. Todos os
laboratorios citados estdo localizados na Universidade Estadual de Londrina, os

quais possuem equipamentos basicos para a realizacdo da proposta de pesquisa.

4.2 AMOSTRAS

As frutas acerola (Malpighia glabra L.), caju (Anacardium
occidentale), cupuagu (Theobroma grandiflorum) e goiaba (Psidium guajava L.),
foram adquiridas de polpas da marca Polpa Norte, comercializadas em mercados de
Londrina, embaladas em plastico e que de acordo com o rétulo da embalagem, sem
conservantes e nem aditivos. Ja o maracuja (Passiflora edulis f. Flavicarpa) e a
manga (Mangifera indica L.), foram adquiridas em mercados de Londrina e
transformadas em polpa. Em relagdo ao jameldo (Syzygium Cumini), os frutos
foram coletados no Distrito de Santa Margarida, no municipio de Bela Vista/PR e
também transformados em polpa. Quanto a cana-de-agucar (Saccharum officinarum)
utilizada, a mesma foi comprada na regido do Lago Igapé em Londrina, que segundo

o vendedor tem origem da cidade de Porecatu/PR.

4.3 PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DAS FRUTAS

As frutas maracuja, manga e jameldo foram descascados,
despolpados e transformadas em um extrato aquoso com adigdo de 50% de agua
destilada em um liquidificador de baixa rotacdo e apds, com o auxilio de uma
peneira, foram separadas as fibras. As frutas acerola, caju, cupuacu e goiaba foram
adquiridas na forma de polpa, também tiveram a adi¢do de 50% de agua destilada.
O caldo de cana-de-agucar adquirido, logo apds a sua moagem, foi acondicionado

em uma garrafa plastica e, no laboratério, uma porgéo foi diluida em agua destilada
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na mesma proporgcao das frutas utilizadas. O extrato aquoso de cada amostra foi

congelado em freezer até o momento do uso na fermentacgao.

4 4 LEVEDURA

Blocos de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (marca
ITAIQUARA), foram deixados em equilibrio a temperatura ambiente (25 °C) por uma
hora. A camada externa dos blocos foi descartada para evitar contaminacao
(JONES, PAMMENT; GREENFIELD, 1981). A parte interna da levedura foi cortada
em pequenos pedacos, até ficarem com um pd e que proximo do horario
estabelecido para a fermentacdo foram adicionadas ao mosto, as quais foram

misturadas até dissolverem.

4.5 SUPLEMENTACAO DE NUTRIENTES

Foram utilizados o extrato de levedura, da marca Acumedia e
fosfato de amoénio monobasico P.A. (NH4sH,PO,4), da marca Vetec, como fonte de
nitrogénio e fésforo. O sulfato de magnésio (MgSO..7H,0), da marca Nuclear e
sulfato de zinco (ZnSO4) da marca Anidrol, foram adicionados ao meio de cultura
(CRUZ; BORZANI, 1980).’

4.6 FERMENTACAO

Para a realizagado da fermentacgao, foram utilizados erlenmeyers de
125 mL, pré-esterilizados contendo meio de cultura suplementado e levedura em
concentragdes definidas pelo delineamento experimental (Tabela 1). Os erlenmeyers
foram fechados com algodao hidrofébico e incubados por dez horas em temperatura
de 30°C estabilizada em estufa (Figura 16). Apds a retirada das amostras da estufa,
foram centrifugadas por 10 minutos em rotagdo maxima (4000 rpm) e, em seguida,

foi realizada a destilacdo e medido o teor de alcool.
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Figura 16 — Erlenmeyers incubados na estufa a 30° C

Fonte: o proprio autor

4.7 ANALISES

4.7.1 Cromatografia

No preparo das amostras foram utilizadas aliquotas das polpas,
balbes volumétricos de 100 mL, funis de vidro, papel filtro quantitativo e membrana
de polietileno para CLAE da MILLIPORE com 0,45 pym de poro e 13 mm de
diametro. Solucdes padrdes de estoque foram feitas a partir do padrao analitico de
nistose, sacarose, glicose, frutose e maltose da Sigma-Aldrich. A coluna utilizada foi
REZEX, do tipo RCM para particulas de 8 um. Demais acessorios do cromatografo
foram da Shimadzu como a bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20AC HT,
detector RID-10A e forno CTO-20AS. A fase mével usada foi a agua da marca Mili-Q
sonicada. As analises do cromatégrafo foram processadas no software Shimadzu’s
LCSolutions.
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4.7.2 Determinagao de Agucares Totais

Para determinacdo de acgucares totais foi utilizado o método de
Dubois et al. (1956) com o uso de acido sulfurico concentrado (Vetec), solucdo de
fenol 5% (Vetec), e solugcdo padrédo de glicose 0,1 % (m/v). O &acido sulfurico
concentrado desidrata pentoses e hexoses, convertendo-as em furfural e
hidroximetilfurfural respectivamente, que reagem com fenol, formando um complexo
colorido alaranjado o qual é detectado no espectrofotdbmetro da marca Biochrom
Libra S22 na faixa de 490 nm.

Para a determinacdo do fator de calibracdo denominado de Fc,
foram elaborados 2 solugdes padrdes de glicose para cada concentragéo
encontrada na tabela 1. A quarta e a quinta coluna correspondem a razdo da
concentrac&o da glicose pela absorvancia, e na ultima coluna esta a média das duas
razoes. O fator de calibragcdo é a média das médias.

Para calcular a concentragdo foi utilizada a seguinte férmula:
concentracdo= Fc.Absorvancia da amostra.dilui¢ao.

A curva de calibracéo ficou como fator de calibragao de 110,649. O
extrato aquoso da polpa da manga Palmer diluido, apresentou absorvancias médias
de 0,351 e o fator de diluigao foi 2,145.10°. Resultando em um total de 8,33% de

acgucares.

Tabela 1 — Valores experimentais com os calculos na determinagdo de agucares
totais pelo método do fenol sulfurico

Concentragcao Absorvancia Absorvancia Razéao 1 Razao 2 Média
de glicose 1 2

(ug.m L)

20 0,176 0,186 113,636 107,527 110,582

40 0,344 0,381 116,279 104,987 110,633

60 0,524 0,533 114,504 112,570 113,537

80 0,783 0,697 102,171 114,778 108,474

100 0,932 0,887 107,296 112,740 110,018
Fator de 110,649
calibragao

Fonte: o proprio autor
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4.7.3 Determinacgéo do teor de alcool

Na determinagcdo do teor de alcool, foram usadas as seguintes
solugdes: solugao sulfocrémica 0,15 N, contendo dicromato de potassio (K,Cr,0O5),
acido sulfurico (H2SO4) e agua destilada; solugdo de sulfato ferroso amoniacal
[Fe(NH4)2(S04),.6H20]. Como indicador, usou-se a solugdo com ortofenantrolina,
sulfato de ferro heptahidratado e agua destilada.

Para determinar o teor de alcool, foi usado o método de Zimmerman
(1970). Uma aliquota de 1 mL do fermentado foi destilado em um microdestilador
TE-012 Tecnal (Figura 17), o qual adicionou agua, produzindo 20 mL de amostra
que foi colocada em um erlenmeyer de 125 mL, em seguida adicionou-se 5 mL de
agua destilada, 20 mL de solucgao sulfocrémica contendo dicromato de potassio (3,7
g de dicromato de potassio, 280 mL de acido sulfurico e agua destilada suficiente
para completar 500 mL). A solugéo ficou em repouso por 25 minutos em banho
Maria a 60 °C. Em seguida adicionou-se 0,5 mL do indicador ortofenantrolina (1,45
g de ortofenantrolina, 0,69 g de sulfato ferroso heptahidratado e agua destilada
suficiente para completar 100 mL . Logo ap6s foi titulado com a solugédo de sulfato
ferroso amoniacal (67,55 g), acido sulfurico (10 m L e agua destilada suficiente para

completar 500 mL, sendo o teor em alcool expresso em g L.

Figura 17 — Microdestilador TE-012 Tecnal
r - o

.

Fonte: o proprio autor
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O teor de alcool (E) foi determinado por meio da equacdo 1 e

rendimento pela equagao 2.

Onde, E(g L") o teor de alcool, k é o valor de 11,5 uma constante tedrica; V e N se
referem ao volume e molaridade do reagente dicromato de potassio
respectivamente: Vo € o volume de sulfato ferroso amoniacal utilizado na titulagcao
da amostra e V¢ é o volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagdo do
branco.

Rendimentc-[%] — Teor de glcool obtido 100 Eq 2

Teor de élcool maximo

4.7.4 Delineamento Experimental

Para otimizar as condicbes de fermentagao alcodlica do extrato
aquoso das amostras, foi utilizado o delineamento fatorial incompleto de Box-
Behnken (3%). As varidveis independentes, Xi, X2 e Xs, foram transformadas
respectivamente em variavel codificada em trés niveis de variagdo, com as

restricdes apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 — Variaveis independentes e niveis de variagcao

Variaveis independentes Variaveis codificadas

-1 0 1
Xi=Extrato de levedura (gL") 1,50 2,50 3,50
X2=NH;H,PO, (g L™ 0,30 0,35 0,40
Xs=Levedura (g L") 2,00 6,00 10,00

Fonte: o proprio autor
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Modelo Matematico

A funcao que foi utilizada foi do tipo (3):

K Kk
Eq.3
Y=50+Zﬁixi+ Zﬁiixi2+ Zﬁijxixj+€ q
i=1 i=1

i<

Em que Y, representa a funcado resposta dos dados experimentais e x4, X2 € X3 S&0
variaveis independentes codificadas, correspondendo as concentragcbes de extrato
de levedura, levedura e NH4H,POy4, respectivamente, 3 os parametros estimados e
€ 0 erro observado (STATISTICA, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos aquosos das polpas das frutas contendo 50% de polpa e
50% de agua foram submetidos a ensaios de cromatografia, com o objetivo de
verificar os teores de agucares de cada amostra.

Na Figura 18, temos a ordem e os tempos de retencédo dos padrdes
utilizados na quantificagdo dos agucares. Foi empregado o método de padronizagao
externa, com os padrdes disponiveis, em cinco concentragdes diferentes. Os
padrbes utilizados foram: nistose, sacarose, glicose e frutose. Outros agucares e
demais compostos, podem ser vistos nos cromatogramas apresentados, entretanto,

nao serao analisados por nao terem sido utilizados os seus respectivos padroes.

Figura 18 — Cromatograma com a ordem e os tempos de retengcdo dos
padrdes utilizados na quantificagdo dos agucares
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Fonte: o proprio autor

Na analise cromatografica, o extrato aquoso da polpa da acerola
apresentou os seguintes teores para os diferentes tipos de agucares: nistose (0,26 g
L ), sacarose (0,06 g L"), glicose (0,29 g L™ ) e frutose (0,29 g L™). A acerola
(figura 19) apresentou 0,89 % de agucares totais, demonstrando um valor muito
abaixo do esperado, pois de acordo com o Ministério da Agricultura e

Abastecimento, em um Regulamento Técnico Geral para Fixacdo dos Padrbes de
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Identidade e Qualidade para Polpa de Fruta, na Instrugdo normativa n° 01, de 7 de
janeiro de 2000, orgao que regulamenta o padrdo de qualidade de polpas,
determina que a polpa de acerola sem agua, deve estar com teor de agucares totais
no intervalo entre 4,0 e 9,5% (BRASIL, 2000).

Algumas caracteristicas especificas, foram evidenciadas no
cromatograma da acerola, como por exemplo, houve deslocamento da linha de
base, em razdo de um efeito de matriz, o que causou pequenas distorcdes no
formato do pico, uma justificativa para tal situacédo é que o método foi avaliado para
as matrizes por ensaios de adicao de padrdo sobre a amostra, o que mostrou que
cada pico de carboidrato ndo apresenta diluicio com nenhum outro possivel
interferente das matrizes e com isso o formato do cromatograma bem como a
elevacao da linha de base ndo comprometem o resultado, pois 0 mesmo se baseia

em proporgdes das areas cromatograficas.

Figura 19 — Cromatograma dos agucares encontrados no extrato aquoso da polpa

de acerola
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Fonte: o proprio autor
O cromatograma da polpa de caju (figura 20) possui em destaque os
picos de glicose (G) e de frutose (F). O extrato aquoso da polpa do caju apresentou
os seguintes teores para os diferentes tipos de agucares: nistose (0,10 g L™),

sacarose (0,06 g L), glicose (1,44 g L' ) e frutose (2,34 g L™). A soma dos
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agucares da polpa de caju por CLAE foi de 3,93 % o qual ficou proximo ao valor de
Silva (2012) que relatou ser de 7,43% de acucares totais na polpa sem agua ,
estando de acordo com a exigéncia do Ministério da Agricultura e Abastecimento,
em que na sua Instrucdo normativa, determina que a polpa deve ter no maximo 15%
de agucares totais (BRASIL, 2000).

Figura 20 — Cromatograma dos acgucares encontrados no extrato aquoso
da polpa de caju
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Fonte: o proprio autor

Na figura 21 é apresentado o cromatograma da polpa de cupuagu
que apresentou os seguintes teores para os diferentes tipos de acucares: nistose
(0,36 g L), sacarose (0,62 g L), glicose (0,88 g L™ ) e frutose (1,28 g L™"). No
cromatograma apareceu um pico antes da nistose (N) e depois da frutose (F). Foi
determinado com a soma dos acgucares totais de 3,14%, ficando superior ao
encontrado nas exigéncias do Ministério da Agricultura e Abastecimento, em sua

legislagdo, que é de no maximo 6% na polpa sem agua (BRASIL, 2000).
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Figura 21 — Cromatograma dos acgucares encontrados no extrato aquoso da polpa

de cupuacu
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Fonte: o préprio autor

O extrato aquoso da polpa da goiaba apresentou os seguintes teores
para os diferentes tipos de agucares: nistose (0,55 g L™), sacarose (0,055gL"
"), glicose (0,94 g L") e frutose (1,93 g L™). A figura 22 representa o cromatograma
da polpa de goiaba, onde nota-se que quase ndo tem sacarose, mas glicose e
frutose nota-se que os picos destacaram-se. Para o Ministério da Agricultura e
Abastecimento, a quantidade de acucares totais na polpa do fruto, deve ser de no
maximo 15% e na cromatografia apresentou 3,47% de agucares totais (BRASIL,
2000).
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Figura 22 — Cromatograma dos agucares encontrados na polpa do extrato aquoso

da goiaba
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Na analise cromatografica, o extrato aquoso da polpa do Jameléao
(Figura 23) apresentou os seguintes teores para os diferentes tipos de acgucares:
nistose (0,53 g L"), sacarose (0,18 g L™), glicose (0,23 gL™ ) e frutose (3,93 g L™).
De acordo com a cromatografia, na polpa do jamelao, os agucares com maiores
picos foram glicose e frutose, ja a sacarose e a nistose, apresentaram menores
teores de acgucares. O total de agucares encontrados no extrato aquoso da polpa do
jamelao foi de 4,86% que de acordo com Jadhav, Kamble e Kadam (2009) deve ter
no maximo 8,09% de acucares totais, sem adigdo de agua. Portanto na amostra, o
resultado foi superior ao encontrado na literatura, ja que a amostra sem agua obteria

um resultado de 9,73% de acucares totais.
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Figura 23 — Cromatograma dos agucares encontrados no extrato aquoso da polpa

do jamelao
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Na anadlise cromatografica, o extrato aquoso da polpa da manga
Tommy apresentou os seguintes teores para os diferentes tipos de agucares: nistose
(0,21 g L"), sacarose (3,98 g L), glicose (ND) e frutose (1,61 g L”). No
cromatograma da manga Tommy (Figura 24) foram identificados apenas a nistose
(N), sacarose (S) e frutose (F), porém a glicose ndo foi detectada (N.D.). Na
cromatografia da amostra da manga o pico da sacarose ficou em destaque, que
representou a maioria dos agucares totais. Na legislagdo brasileira em relagdo a
polpa de manga exige-se que tenha agucares totais naturais na polpa do fruto de no
maximo 17%, sem adi¢cdo de agua, portanto, a amostra estda de acordo com o
Ministério da Agricultura e Abastecimento, ja que no experimento, a soma dos
agucares foi de 5,8%, com agua (BRASIL, 2000).
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Figura 24 — Cromatograma dos agucares encontrados no extrato aquoso da polpa

da manga Tommy
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No cromatograma da polpa de maracuja mostrado na figura 25, os
picos que foram detectados, foram de sacarose(S), glicose (G) e frutose (F), ja a
nistose nédo foi encontrada (N.D.). O extrato aquoso da polpa de maracuja
apresentou os seguintes teores para os diferentes tipos de agucares: nistose (ND),
sacarose(4,81 g L), glicose(0,60 g L") e frutose (1,25 g L"). Através da
cromatografia do maracuja foi possivel perceber que a sacarose destacou-se em
relagdo aos picos da glicose e da frutose. Na soma, foram encontrados na polpa do
maracuja 6,66% de acucares totais. Com isso, a amostra revela que encontra-se de
acordo com o Ministério da Agricultura e Abastecimento, que € de no maximo 18%

de acucares totais naturais na polpa do fruto, sem agua (BRASIL, 2000).
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Figura 25 — Cromatograma dos acgucares encontrados no extrato aquoso da polpa
do maracuja
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Para identificar e quantificar os diferentes tipos de agucares
presentes na manga Palmer, foi realizada a cromatografia do extrato aquoso da sua
polpa utilizando os padrbes de nistose, sacarose, frutose, glicose e manitol (Figura

26).

Figura 26 — Cromatografia dos padrbes de nistose, sacarose, frutose, glicose e
manitol em sobreposi¢ao
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a analise cromatografica, o extrato aquoso da polpa da manga Palmer (Figura 27)
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apresentou os seguintes teores para os diferentes tipos de agucares: nistose (3,0 g
L"), sacarose (40,71 g L™), glicose (7,36 g L™ ), frutose (16,93 g L™) e o polialcool
manitol (5,26 g L™). Alguns compostos que ndo foram identificados chegaram ao

valor de 7,24 g L™ e a soma de todos os compostos foi de 80,51 g L™,

Figura 27 — Cromatograma do extrato aquoso da polpa da manga Palmer com a
identificacdo das substancias de nistose, sacarose, glicose, frutose e
manitol
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Na Tabela 3, é possivel identificar o tipos de agucares encontrados
no extrato aquoso das polpas das frutas analisadas, em destaque, as que
apresentaram maiores teores de acgucares, a manga Palmer, maracuja, manga

Tommy e jameléo.
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Tabela 3 — Resultado dos agucares totais por cromatografia das polpas das frutas,
com e sem agua destilada

Fruto Polpa com Polpa Valores encontrados

adicido de sem adigcdo na literatura (sem adigado de agua)

50% de agua de agua (%)
Manga Palmer 8,05% 16,10% 17,49% (MANICA, 2001)
Maracuja 6,66% 13,31% 18% (BRASIL, 2000)
Manga Tommy 5,81% 11,61% 12,75% (BERNARDES SILVA, 2003)
Jamelao 4,86% 9,73% 8,09%(JADHAV; KAMBLE;KADAM,2009)
Caju 3,93% 7,87% 7,43% (SILVA, 2012)
Goiaba 3,46% 6,93% 7,98%( BALBACH, 1992)
Cupuacu 3,14% 6,28% 7,45%(SANTOS, 2007)
Acerola 0,89% 1,79% 2,53% (FIGUEIREDO, 2001)

Fonte: o proprio autor

O extrato aquoso da polpa de jameldo, maracuja, mangas Tommy e
Palmer foram filtrados em tecido filtrante de algodao, o pH das mangas foi de 4,5, ja
0 maracuja e o jameldo, apresentaram pH 2,0 e 4,0, respectivamente, os quais
necessitaram de ajuste do pH para 4,5 com solucéo de hidroxido de sédio a 50%.

Para que haja um 6étimo desempenho das leveduras durante a
fermentacao, € necessario que o pH do fermentado esteja na faixa entre 4,5 e 5,5
(NOVAES et al, 1974). A partir desse pressuposto, das quatro frutas analisadas, a
que apresentou maior teor de agucar, além de pH adequado para a realizagao da
fermentacao, foi a manga Palmer.

Também foi verificado o teor de agucares totais da manga Palmer
pelo método do Fenol Sulfurico de acordo com Dubois et al.(1956), o qual teve como
resultado o valor de 8,33%. Vale ressaltar, que aplicando o teste t para amostra
simples, verificou-se que nao houve diferenca significativa em nivel de 5% entre os
resultados de acucares totais por cromatografia e pelo método do fenol sulfurico,
mesmo sabendo que a cromatografia € baseada na comparagao por padroes
analiticos, sendo um método especifico e seletivo para cada tipo de agucar e, com

isso alguns picos nao foram identificados e quantificados. Enquanto que o método
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do fenol sulfurico é abrangente na determinacdo de acucares simples,
polissacarideos e seus derivados, incluindo os metil-ésteres com grupos redutores
livres, apO0s a desidratagdo dos mesmos pelo acido sulfurico e subsequente
complexacao dos produtos formados com o fenol (SILVA, et al., 2003). Assim, esses
compostos nao foram detectados na cromatografia.

Apos verificado os agucares totais pelo método do Fenol Sulfurico e
por cromatografia, foram feitos ensaios preliminares da fermentagdo do extrato
aquoso da polpa da manga Palmer para detectar a cinética durante o processo,
identificando o melhor tempo para realizagdo da fermentacdo propriamente dita,
contendo 6,0 g L' de levedura, 2,5 g L™ de extrato de levedura, 0,35 g L de
NH4H2PO, , além de 0,25 g L' MgS04.7H,0 e 0,20 g L' de ZnSO,, os quais
permaneceram a uma temperatura constante de 30 °C, temperatura esta, em que as
leveduras desenvolvem-se muito bem, pois encontra-se no intervalo 6timo de
crescimento que, segundo Lima, et al. (1975) esta entre 26 °C e 35 °C.

As quatro primeiras amostras foram retiradas da estufa a cada 15
minutos e as demais a cada 30 minutos. Em seguida, foram centrifugadas por 10
minutos, uma aliquota foi injetada no microdestilador e posteriormente feito a analise
para verificar o teor de alcool de acordo com o método de Zimmerman (1970).

A Figura 28 mostra o aumento progressivo do rendimento da
producao de alcool, em que o0s pontos representam os dados experimentais e a
linha continua os dados ajustados matematicamente. O modelo polinomial que foi
utilizado mostrou a estabilizacdo dos valores das respostas apds 10 horas de
fermentacdo, sendo assim, foi fixado o melhor tempo para realizacdo da

fermentacao do extrato aquoso da polpa da manga Palmer.
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Figura 28 — Grafico do tempo (h) de fermentagcdo em funcdo do rendimento de
alcool
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Fonte: o proprio autor

Escolhido o melhor tempo, foi utilizado o delineamento fatorial 3°
incompleto de Box-Behnken, para otimizar a fermentagdo alcodlica do extrato
aquoso da polpa da manga Palmer, com 13 experimentos e duas repeticbes no
ponto central, com o objetivo de estimar a varidncia do erro (CALADO;
MONTGOMERY, 2003).

Na Tabela 4 estdo apresentadas as variaveis independentes
codificadas, juntamente com os niveis de variagdo em valores originais e as
respostas da produgao, em g L™, e do rendimento em %, apresentadas em valores
médios de duas repeticbes dos ensaios da fermentagdo, como também as réplicas
do ponto central que foram utilizadas para estimar a variancia do erro. A média do
ponto central em relagdo ao teor de alcool do extrato aquoso da manga Palmer foi
de 33,98 gL e 0 rendimento foi de 88,27%.
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Tabela 4 — Nivel de variagao, variaveis independentes originais , teor de alcool em
g L™ e rendimento do processo de fermentagdo em %

Ensaios Variaveis Teor de Rendimento
alcool
X4 X3 X3
(Extrato (NH;H,PO,) (Levedura)
de
levedura)
1 1(1,50) -1(0,30) 0(0,60) 28,62 74,36
2 1(3,50) -1(0,30) 0(0,60) 31,36 81,49
3 1(1,50) 1(0,40) 0(0,60) 29,02 75,38
4 1(3,50) 1(0,40) 0(0,60) 30,58 79,45
5 1(1,50) 0(0,35) -1(2,00) 25,61 66,55
6 1(3,50) 0(0,35) -1(2,00) 28,23 73,34
7 -1(1,50) 0(0,35) 1(10,00) 30,58 79,45
8 1(3,50) 0(0,35) 1(10,00) 30,84 80,12
9 0(2,50) -1(0,30) -1(2,00) 27,71 71,98
10 0(2,50) 1(0,40) -1(2,00) 25,61 66,54
1 0(2,50) -1(0,30) 1(10,00) 29,79 77,41
12 0(2,50) 1(0,40) 1(10,00) 31,36 81,48
13 0(2,50) 0(0,35) 0(0,60) 32,93 85,55
14 0(2,50) 0(0,35) 0(0,60) 34,50 89,63
15 0(2,50) 0(0,35) 0(0,60) 34,50 89,63

Fonte: o proprio autor

Conforme a Tabela 5, a analise de variancia indicou que o modelo
proposto é significativo em nivel de 5%, ja o desvio da regressado € nao significativo
também no mesmo nivel de variagdo. Para ser significativo, o F calculado deve ser

maior que o F tabelado.
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Tabela 5 — Analise de variancia do rendimento da reagao de fermentagao alcodlica
do extrato aquoso da polpa da manga Palmer, usando o delineamento
fatorial incompleto 3°

Regressao 9 688,252 76,472 29,640 4,77
X1 (L) 1 43,545 43,545 16,878* 6,61
Xz (L) 1 0,708 0,708 %,3%74 6,61
X3 (L) 1 200,486 200,486  77,707* 6,61
X1(Q) 1 94,046 94,046 36,452* 6,61
X2 (Q) 1 114,081 114,081 44,217 6,61
X3(Q) 1 258,194 258,194 100,075 6,61
X1 Xz 1 2,344 2,344 0,909™% 6,61
X1 X3 1 9,361 9,361 3,628™9 6,61
X2 X3 1 22,564 22,564 8,746* 6,61
Erro 5 12,898 2,580
Total 14 701,150

*Significativo em nivel de 5%; ™ N3o significativo em nivel de 5%.
Fonte: o proprio autor

O modelo quadratico ajustado para o rendimento da fermentagao
alcodlica, contendo as variaveis independentes codificadas, esta representado pela
equacao 4, onde os coeficientes de regressao (B) foram obtidos por B = (A’A)”" A'B,
onde A é a matriz de delineamento contendo os termos lineares, quadraticos e de
interacdo e B € o vetor resposta.

Y= 88,274* + 2,333*x4-0,298x,+5,006*x3-0,766x1x2-1,530x1x3+2,375*x2x3 -
5,047*X1%-5,459%X07 — 8,362%X32 ... et eq.4
Na equagédo os termos significativos, em nivel de 5%, estdo representados por
asteriscos e Y representa a estimativa do rendimento da reagcao de fermentacao e,

na forma codificada, x4 representa a concentragdo de extrato de levedura, x; a
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concentracdo de NH4H,PO, e x3 a concentragdo de levedura. Além disso, o
coeficiente de determinacao (R?) foi igual a 0,98 e o ajustado igual a 0,95, o qual
pode ser considerado adequado, ja que de acordo com Joglekar e May (1987), para
se obter um bom ajuste do modelo aos dados experimentais o valor do R? precisa
ser superior a 80%. O desvio da regressao nao significativo (p= 0,95) e o valor do R?
elevado revelaram que a equagao obtida, sem os termos néo significativos, pode ser
utilizada para fins preditivos, mostrando ser util para procedimentos de otimizagdo. A
Figura 29 mostra a distribuicdo dos valores experimentais em relagdo aos valores
obtidos por meio da equagao. Nota-se que a maioria dos dados estdo proximos a
reta, mostrando que a diferenga entre os valores experimentais e os estimados nao

sao consideraveis confirmando a qualidade do modelo.

Figura 29 — Grafico de dispersao com valores experimentais observados em fungao
dos valores estimados
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Fonte: o proprio autor

O grafico de Pareto (Figura 30) contendo todos os termos mostra as
variaveis mais significativas e a sua ordem de importédncia no modelo preditivo

obtido. Os valores ao lado do retangulo representam os valores da estatistica do
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teste t. A letra “L” indica os termos lineares, a letra “Q” os quadraticos que néao
apresentam significado fisico mas da um indicativo da curvatura. Através do grafico
€ possivel determinar as variaveis mais significativas, que sao levedura e extrato de
levedura, as quais encontram-se logo apos a linha vermelha, do lado esquerdo do

grafico.

Figura 30 — Grafico de Pareto mostrando as variaveis mais significativas na
fermentacao
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Fonte: o proprio autor

A Figura 31 apresenta a otimizagdo das variaveis, o qual mostra que
um rendimento de 88,68% pode ser obtido quando se utiliza 8,0 g L' de levedura,
2,5gL" de extrato de levedura e 0,35 g L™ de NH4H,PO,.
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Figura 31 — Otimizacdo das variaveis dependentes e independentes do extrato
aquoso da manga Palmer
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A Figura 32 mostra as curvas de nivel, da superficie de resposta, da
combinagado binaria entre as variaveis originais, concentracdo de levedura (g L) e
extrato de levedura (g L™'). Com a figura é possivel ver as regides de contorno da
superficie de resposta para a variavel dependente, rendimento da producédo de
alcool, obtidas pelo modelo matematico, fixando-se a variavel linear menos
importante x, (NHsH.PO4) em 0,35 g L™ de acordo com o diagrama de Pareto
(Figura 30). Observa-se que a regiao o6tima para o rendimento da produgédo de
etanol, situa-se préximo ao ponto central do delineamento experimental, fornecendo

como resposta 6tima estimada, um rendimento de etanol superior a 85%.
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Figura 32 — Curvas de nivel, da Superficie de resposta, da combinacdo binaria

entre as variaveis originais, concentracéo de levedura (g L) e extrato
de levedura (g L™") e % do rendimento de alcool

B <71
Bl <66

Rendimento (%)

Fonte: o proprio autor

A validacdo da equacdo preditiva foi realizada por meio da
fermentacao do extrato aquoso da polpa da manga Palmer nas condigbes 6timas. O
valor médio do rendimento em triplicata foi de 88,27 %. Através do teste t, para
amostra simples, constatou-se que ndo houve diferenga significativa em nivel de 5%,

entre este valor médio e aquele obtido na otimizacdo que foi de 88,68%.

O resultado da analise cromatografica do produto antes e depois da
fermentacdo (Figura 33), nas condi¢cdes Ootimas estabelecidas, demonstra que

embora a fermentagdo tenha acontecido de forma satisfatéria, nem todos os
acgucares foram consumidos em sua totalidade.
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Figura 33 — Sobreposi¢cdao dos cromatogramas do extrato aquoso da polpa da
manga Palmer, antes e depois da fermentacdo em condi¢des 6timas,

em 10 horas
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Fonte: o proprio autor

Através do quadro 2, é possivel saber quantos e quais agucares
haviam antes e apds a fermentacdo, além da quantidade de acucares que foram
consumidos durante a fermentacdo. Nota-se que o acgucar mais consumido foi a
sacarose e que o total de aclcares consumidos foi 66,33 g L ™. E possivel perceber
também que o manitol (CsH1406), que € um polidlcool, apdés a fermentagéo
aumentou significativamente. Uma justificativa para tal evento, é que as bactérias da
fermentacdao malolatica utilizam como substrato o acucar residual da fermentagao
alcodlica e o acido citrico. Se houver uma quantidade de acgucar residual elevada
apos a fermentagcdo, a degradacao pelas bactérias pode provocar a fermentacao
malolitica e consequente havera a formacado de quantidades elevadas de manitol
(EMBRAPA, 2006).



66

Quadro 2 — Quantidade de agucares antes e depois da fermentagao e os agucares

consumidos

Antes
da 3,00 40,71 7,36
fermentagao

6,93

5,26

7,24 80,51

75,24

Depois
da 1,44 0,53 0,49
fermentagao

3,30

24,40

3,16 33,32

8,92

Acucar 1,57 40,18 6,87
consumido

13,63

19,14

4,08 47,19

66,33

Fonte: o proprio autor

As quatros frutas (manga Palmer, maracuja, manga Tommy e

jamelao) que inicialmente apresentaram maiores concentragdes de agucares totais,

também foram fermentadas utilizando as condi¢des estabelecidas para o ponto

central (Tabela 1). O maracuja e o jameldo, por apresentarem pH abaixo do ideal

para fermentacéao, precisaram ser corrigidos com solu¢ao de hidroxido de sddio para

pH 4,5. No quadro 3 é possivel perceber que o teor de alcool apés a fermentagao

em g L do maracuja, da manga Tommy e do jameldo, bem como da mistura das

frutas (maracuja, manga Tommy, manga Palmer e jameldo) ndo foram expressivos

se comparados ao teor de alcool em g L™ produzido apenas pela fermentagdo do

extrato aquoso da polpa da manga Palmer.

Quadro 3 — Teor de alcool apos a fermentacdo do extrato aquoso da polpa das
frutas que inicialmente apresentaram maiores teores de agucares
e da mistura entre elas, juntamente com o extrato aquoso da polpa

da manga Palmer

Maracuja 10,19
Manga Tommy 20,39
Jamelao 13,33
Mistura (maracuja, jamelao, mangas 18,30
Palmer e Tommy)

Manga Palmer 33,98

Fonte: o proprio autor
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Por fim, para se obter um comparativo do teor de alcool em g L™ e
do rendimento em % da manga Palmer, foi feito também a fermentagédo com a cana-
de-agucar, que no Brasil € parametro na producdo de alcool. Através do
refratdmetro, avaliou-se que o caldo da cana apresentou 19,8°brix. Considerando
esse valor como a concentragdo de agucar, o seu teor de alcool tedrico apos a
fermentacéo seria de 101,26 g L. Pelo método de Zimmerman (1970), analisou-se
o caldo fermentado por dez horas em triplicata e sua média ficou em 28,62 g L
logo o rendimento foi de 28,26%. Também foi feito a diluicdo na proporgéo de 1
parte de caldo e 1 parte de agua, sendo o teor de sélidos soluveis de 9,9°brix,
produzindo o valor tedrico de do teor de alcool de 50,63 g L™. No experimento com o
caldo diluido, o valor obtido apds a fermentacao do teor de alcool foi em média de
35,68 g L', com rendimento em torno de 70,74%. De acordo com Carvalho e
colaboradores (2008) com o caldo da cana, medindo 15°brix, obteve-se um
rendimento de 80,4%, valor préximo ao obtido experimentalmente, ou seja 70,74%.
Porém, é necessario levar em consideracdo que o tempo de fermentagdo no
experimento realizado por eles foi de 96h, sendo superior ao tempo utilizado no

presente trabalho, que foi de 10h.
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6 CONCLUSOES

Das frutas analisadas (maracuja, jameldo, mangas Palmer e Tommy,
caju, goiaba,cupuacu e acerola), a manga Palmer demonstrou ser uma grande
alternativa na producéao de alcool, ja que a mesma possui caracteristicas favoraveis
como alto teor de agucares, pH adequado e pouca ou quase nenhuma fibra.

A fermentagdo do extrato aquoso da polpa da manga Palmer indica
que ela pode ser usada como fonte alternativa na produgéo de alcool, se utilizarmos
2,5 g L de extrato de levedura, 0,35 g L' de NH4H,PO4 e 8,0 g L™ de levedura, a
uma temperatura constante de 30 °C por 10 horas em estufa.

O teor e rendimento de alcool obtidos da fermentagcdo do extrato
aquoso da polpa da manga Tommy, do maracuja e jameldo nao foram expressivos,
bem como a mistura realizada com as quatro frutas com maiores teores de
agucares, se comparados aos resultados obtidos apenas com a fermentagdo do
extrato aquoso da polpa da manga Palmer.

O caldo diluido da cana-de-agucar, que € parametro no pais na
producao de alcool, foi fermentado nas mesmas condi¢gdes que o extrato aquoso da
manga Palmer e apresentou como resultado um teor de alcool de 35,68 g L™ e
rendimento em torno de 70,74%, ja com a manga Palmer foi possivel obter um teor
de alcool de 33,98 g L' e rendimento de 88,27%, demonstrando resultados
semelhantes quanto ao teor de alcool e um melhor rendimento do extrato aquoso da
polpa da manga Palmer.

Por fim, a modelagem matematica, utilizando a metodologia de
Superficie de Resposta, demonstrou ser eficiente e pratica como estratégia de
otimizacao, podendo ser considerada de grande valia nos processos de fermentacao

alcodlica.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho ndo se esgota por aqui, muito pelo contrario, ele
abre um leque de possibilidades de pesquisas, ja que existem outras biomassas com
potencial para a produgado de etanol. Embora o extrato aquoso da manga Palmer
tenha apresentado nos experimentos, as melhores condi¢gbes para a realizacdo da
fermentacdo, com a qual apresentou maior rendimento de alcool, as frutas maracuja
e jameldao demonstraram potencial para a produgdo de alcool, embora o pH de
ambas necessite de correcéao.

Outra sugestao é utilizar o extrato aquoso da polpa de algumas
frutas com alto teor de agucar, com pH entre 4,5 e 5,5, que sdo desperdicadas no
pais, que € em torno de 31%, como valor agregado. Utilizando-as, € possivel
suprimir varias etapas na producdo de matéria prima na produgao de alcool,
inclusive a reducao de tempo, fertilizantes, insumos, gastos com o plantio, mao de
obra, agua na irrigacdo, entre outros custos de produgdo, uma vez que a fruta ja

encontra-se disponivel para a fabricacdo do alcool.
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