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RESUMO

LOPES, A. C. Obtencéao e caracterizagao de etanol produzido a partir de genétipos de
batata-doce e avaliagdo do meio fermentativo. 2013 78 p. Dissertagio (Mestrado em
Bioenergia) Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO. Guarapuava, PR.

A busca por combustiveis mais limpos e renovaveis tém incentivado pesquisas, a exemplo do
etanol produzido a partir da biomassa. Um dos combustiveis mais promissores do Brasil ¢ o
etanol, entretanto sua producao encontra-se centralizada na cultura de cana-de-agucar, desta
forma o estudo de outras fontes de biomassa que possam produzir alcool e substituir a
monocultura da cana tem sido alvo de pesquisas. Este projeto tem como objetivo principal
estudar as variaveis do processo fermentativo visando a producao de etanol, tais como: tempo
de fermentacao, adi¢do de nutrientes e tipo de fermento usado na produgdo de o etanol a partir
de dois gendtipos de batata-doce, UGA 05 ¢ UGA 77. As técnicas empregadas neste estudo
foram: determinacdo do teor de actcares redutores e de amido contido em diferentes
gendtipos de batata-doce, hidrélise do material amildceo, fermentacdo, destilacdo,
espectroscopia do UV-Vis e discussdao de dados estatisticos realizados de acordo com dois
fatoriais, 2* e 2° de planejamento experimental, os resultados foram tratados utilizando o
softwar Design Expert®, versdo 8 sendo a resposta em teor de dlcool, “GL. Os resultados do
planejamento experimental 2* indicam que o tempo de fermentagdo na produgdo de etanol
apresentou efeito significativo no processo, sugerindo que a producdo de etanol ¢ mais
eficiente no tempo de 72 horas de fermentacio. No planejamento fatorial 2° as interagdes
formadas entre o tempo de fermentagdo com os genotipos e com o fermento caracterizam-se
como efeitos significativos e alteraram a produgdo de alcool. Os resultados indicam que ha
diferenca significativa no processo em fun¢ao do material genético e da levedura utilizada. A
fermentagdo do genodtipo UGA 77 sob a acdo da levedura em tablete na condi¢do de 72 horas
de fermentacdo apresentaram-se como as melhores condi¢cdes que resultam em maior

producao de etanol.

Palavras-chave: biocombustivel, hidrolise, Saccharomyces cerevisiae, nutrientes

fermentacao.



ABSTRACT

AMANDA, A. C. Obtengao e caracterizagao de etanol produzido a partir de genétipos
de batata-doce e avaliagdo do meio. 2013, 78 p. Dissertation (Master's Degree in

Bioenergy) Midwest State University, Guarapuava, PR.

The search for cleaner and renewables fuels encouraged research, such as ethanol produced
from biomass. One of the most promising fuels in Brazil is ethanol, but its production is
centered in the culture of sugar cane, so the study of other sources of biomass that can
produce alcohol and replace the monoculture of sugarcane has been the target of research.
This project aims to study the main variables of the fermentation process aiming the
production of ethanol, such as fermentation time, adding nutrients and type of yeast used in
the production of ethanol from two genotypes of sweet potato, UGA 05 UGA and 77. The
techniques used in this study were: determination of reducing sugars and starch contained in
different genotypes of sweet potato, hydrolysis of starch material, fermentation, distillation,
UV-Vis spectroscopy and discussion of statistical performed according to two factorial , 2
and 2° of experimental design. The results were treated using the softwar Design Expert ®
version 8 being the answer in alcohol content, GL °. The results of the experimental 2>
indicate that the fermentation time ethanol production process showed significant effect,
suggesting that ethanol is more efficient in time of 72 hours of fermentation. However the 2
factorial design time had no significant effect, but the interactions formed between him and
the type of genotype and yeast used in the fermentation process, were significant and altered
the production of alcohol. The results indicate that no significant difference in process due to
genetic material used in the process as well as the use of yeast when used in the tablet UGA

77fermentation the genotype. It was possible to obtain better results in ethanol production.

Key-words: biofuel, hydrolysis, Saccharomyces cerevisiae, nutrients, fermentation.
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1. INTRODUCAO

No decorrer de toda a histéria do desenvolvimento das civilizagdes, sempre houve a
utilizacdo de alguma forma de energia, pois € essencial para a sobrevivéncia humana.
Atualmente a energia utilizada ¢ concentrada no uso de fontes ndo renovaveis de energia,
como o petrdleo que ocupa o papel principal neste cendrio. Possui larga utilizagdo como
combustivel e desta forma movimenta varios segmentos industriais, em especial, da industria
automobilistica. Porém, os impactos negativos da utilizagao dos combustiveis fosseis, como a
grande emissdo de gases poluentes durante a combustdo aliado a escassez de reservas de
petrdleo torna relevante a necessidade de desenvolvimento e geragdo de tecnologias que
contribuam tanto para sanar a demanda e o consumo de energia bem como agregar valor no
emprego de fontes de energia limpa e renovavel e de forma sustentavel (SILVEIRA, 2008).

O grande desafio que a humanidade enfrenta ¢ conciliar, de maneira sustentavel, dois
elementos imprescindiveis para sobrevivéncia, sendo a soberania energética e seguranca
alimentar. Isso se deve ao fato de que, os principais biocombustiveis com a capacidade de
substituir os combustiveis derivados de petroleo, sdo obtidos da biomassa, a exemplo do
biodiesel e o etanol. Desta maneira, o estudo e o aprimoramento das matérias-primas sao
essenciais para a solidificacdo destes biocombustiveis na matriz energética mundial
(SILVEIRA, 2008).

Existem diversos tipos de matérias-primas agricolas de onde ¢ possivel produzir
alcool, sendo estas principalmente armazenadoras de agucares e amido. A obten¢do de alcool
a partir de culturas amilaceas ainda ¢ pouco difundida no Brasil, entretanto em outros paises
esta técnica estd sendo adotada, os Estados Unidos que produzem etanol combustivel a partir
da hidrolise seguida da fermentacdo do milho. Apesar da utilizagdo do milho como matéria-
prima para a produgdo de combustivel, o mesmo apresenta problemas de adaptacdo a
determinados climas, baixos valores de balanco energético, além de competir diretamente
com a cadeia alimentar (PIMENTEL e PATZEK, 2005).

A cana-de-agucar ¢ um exemplo, bem sucedido, de espécie que armazena agucar,
utilizado para a produgdo de alcool. O Brasil possui uma longa tradi¢do no uso desta fonte
renovavel de energia, e em detrimento disto a cana domina a produgdo de etanol no pais,
como consequéncia, a matriz energética ¢ centralizada apenas em uma cultura (MAPA, 2008).

Outras matérias-primas com potencial para producdo de etanol estdo sendo estudadas,
destacando-se a beterraba, mandioca e a batata-doce. Dentre essas trés culturas, a batata-doce

[(lIpomoea batatas (L.))] possui caracteristicas favoraveis que permitem classifica-la como



uma espécie promissora para a producao de combustivel, principalmente por ser uma cultura
que se adapta facilmente a solos de baixa e média fertilidade, por ser mais resistente as pragas
e doengas, apresenta ciclo de producdo curto, entre 4 a 6 meses e também ¢ pouco poluente
uma vez que nao ha necessidade da queima das ramas para colheita (CARDOSO, 2005).

A obtengao do alcool a partir de batata-doce depende de dois processos importantes,
primeiramente a hidrolise que consiste na transformag¢do do amido em aglcares, também
chamada de sacarificagcdo, o processo posterior ¢ a fermentacdo dos agucares e o produto
reacional € o dlcool. A hidrolise ou sacarificacdo do amido ¢ de suma importancia como um
todo no processo visando a produgdo de alcool, pois ¢ a partir deste processo em que sao
liberados agucares com potencial para serem fermentados. A hidrélise pode ser feita via acida
ou enzimatica. A hidrélise acida é mais rapida e tem menor custo, porém exige controle do
pH da solu¢do agucarada e como desvantagem ha destrui¢ao do polissacarideo e geragao de
acucares nao fermentdveis. A hidrdlise enzimatica possui maior eficiéncia, visto que as
enzimas possuem grande especificidade em quebrar as ligacdes do amido gerando agucares
fermentaveis. Este processo ocorre em reatores € as enzimas sao de origem vegetal ou
microbiana, destacando-se as enzimas a-amilase, f-amilase e amiloglucosidase (FELTRAN,
2009).

A fermentacdo ocorre pela adicio de leveduras que sdo micro-organismos
responsaveis pela transformacdo dos agucares em alcool. Apresentam algumas caracteristicas
essenciais, como: alta produtividade fermentativa, elevados niveis de conversao do substrato
em produto em curto espago de tempo, boa tolerancia ao produto formado e resisténcia a
elevadas concentragdes de substrato. Um tipo de levedura frequentemente utilizada para
diversos processos industriais por apresentar essas caracteristicas € a Saccharomyces
cerevisiae (CARDOSO, 2005).

Desta maneira, o intuito principal deste trabalho ¢é avaliar o potencial de producdo de
alcool a partir de diferentes clones de batata-doce, bem como avaliar o efeito do tempo de
fermentacdo, e de variedade de levedura comercial Saccharomyces cerevisiae e do meio

fermentativo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir élcool a partir da fermentagdo de dois genotipos de batata-doce.

2.2 Objetivos Especificos

Obter e determinar o teor alcoolico do alcool produzido a partir de dois genotipos de

batata-doce UGA 05 e UGA 77, obtido por meio de processos de hidrolise enzimatica,

fermentacao e destilagao;

Avaliar a influéncia do tempo de fermenta¢do, meio fermentativo, entre genotipos e

tipo de leveduras empregadas no processo fermentativo da batata-doce.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Matriz Energética

Entende-se por matriz energética toda forma de energia que pode ser transformada e
consumida. E de forma geral dividida entre fontes renovaveis e nido renovaveis de energia
(EPE, 2012).

A comparacdo da matriz energética brasileira em relagdo ao consumo mundial e aos
paises que compdem a OCDE (Organizacio para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econémico na Europa) foi dividida entre fontes renovaveis e ndo renovaveis de energia e
apresentada na Figura 1. Estes resultados foram fornecidos por meio do Balan¢o Energético
Nacional (BEN), sendo um relatdrio bastante detalhado das analises propostas pelo Ministério
de Minas e Energia (MME), instituicdo responsavel por formular os principios basicos e
definir diretrizes da politica energética nacional, juntamente com a Empresa de Pesquisa
Energética (EPE), empresa publica que presta servigos na area de estudos e pesquisas do setor
energético. Anualmente s3o entregues relatorios referentes a contabilizagdo da oferta,

transformagdo e consumo final de produtos energéticos do Brasil (EPE, 2012).

Brasil (2011)

Brasil (2010)

45,1%

Mundo (2009)

OCDE (2009)

0% 20% 40% 60% 80% 100%
B Renovaveis [ N3o Renovaveis

Figura 1. Representagdo da matriz energética do Brasil em relacdo ao mundo e ao OCDE

(EPE, 2012).



Com base nas informag¢des contidas na matriz energética, fica evidente a realidade em
que vivemos, a grande dependéncia de fontes ndo renovaveis de energia. Mundialmente o
consumo de fontes ndo renovaveis atinge niveis acima de 85% e apenas 13,3% do total de
energia consumida sdo provenientes de fontes renovaveis. Na Europa o consumo de fontes
ndo renovaveis ¢ ainda maior, com valores de 92%, o que justifica a importancia do
desenvolvimento e geracdo de tecnologia que aumente o emprego do uso de fontes renovaveis
de energia (EPE, 2012).

O Brasil ¢ considerado exemplo mundial em termos de fornecimento de energia, visto
que a sua matriz energética ¢ bastante diferente da encontrada em relacdo ao mundo e ao
OCDE, onde se observa um aumento significativo na participacdo de renovaveis,
apresentando valores de 44,1% e 45,1%, dos anos 2010 e 2011, respectivamente (EPE, 2012).

De modo geral quase metade da energia consumida no Brasil provém de fontes
renovaveis, a variacao observada ¢ devido a oferta de etanol, em fun¢ao da produtividade de
cana-de-agtcar. Sendo assim, no cendrio nacional a producdo de alcool biocombustivel ocupa
papel importante no mercado (EPE, 2012).

A matriz energética brasileira detalhada, foi dividida nas grandes classes renovavel e
ndo renovavel e composta dos diferentes tipos de matéria-prima energética aplicada para

producdo de energia (EPE, 2012).

Tabela 1. Distribui¢@o de energia do Brasil, anos 2010 e 2011 (EPE, 2012).

em Mtep
Fonte 20m 2010
RENOVAVEIS 120,1 121,2
Energia hidraulica e eletricidade 39.9 3.7
Biomassa da cana 42,8 47,1
Biomassa tradicional 26,3 26,0
Outras renovaveis 11.1 10,4
NAO RENOVAVEIS 152,2 147,6
Petroleo 105,2 101,7
Géas Natural 27.6 27,5
Carvio mineral 15,2 14,5
Urénio 4,1 3.9




Dentre as fontes ndo renovaveis utilizadas, encontram-se uso o petroleo, gas natural,
carvdo mineral e uranio. Por outro lado, as fontes de energia renovaveis utilizadas sdo a
hidrelétricas, biomassa de cana e tradicional e outras como solar, geotérmica, edlica.

Analisando esta tabela, observa-se que a matriz energética renovavel esta concentrada
na hidraulica e biomassa da cana, pois o somatorio das parcelas de ambas as energias
ultrapassa 80% do total de energias renovaveis utilizadas, restando uma pequena parcela para
as demais biomassas e outras fontes. Assegurando desta forma a importancia do
desenvolvimento de tecnologia no emprego de outras fontes de biomassa capazes de produzir
etanol (EPE, 2012).

A biomassa ¢ conhecida como fontes organicas com potencial para geracdo de energia,
que pode ser de origem vegetal ou animal. E amplamente utilizada em caldeiras para geragdo
de calor e energia, sendo que parte desta biomassa ¢ destinada a producao de biocombustiveis,
como o biodiesel e o etanol. Pelo fato do Brasil apresentar uma vasta area territorial, torna ele
um pais privilegiado para producdo de biomassa vegetal e isto resultou em crescentes estudos

no desenvolvimento de energias limpas e renovaveis (NREL, 2011) (CINELLI, 2012).

3.2 Biomassa

Atualmente a alternativa energética para fazer frente ao petrdleo é tocada na
agricultura com o cultivo de vegetais, ou seja, biomassa com potencial para a produgdo de
biocombustiveis, como etanol e biodiesel. A energia produzida pelos vegetais pode ser
transformada, por meio de reagdes quimicas, por exemplo, a hidrolise e fermentagdo, cuja
finalidade reside na obtencdo de produtos com potencial para geracdo de energia, como o
alcool (SILVEIRA, 2008).

A biomassa vegetal ¢ considerada como sendo fonte de energia, pois ¢ a energia
gerada como resultado da fotossintese que pode ser transformada em produtos energéticos. As
plantas produzem seu préoprio alimento e energia para desenvolver-se. Para o seu crescimento
necessitam essencialmente de energia solar e da presenca de agua e didxido de carbono,
COx(g), além de outros fatores importantes associados, como a incorporagdo de nutrientes e a
fertilidade do solo, por exemplo. A energia, denominada bioenergia, ¢ entdo a energia
armazenada nas ligagcdes quimicas existentes nos componentes estruturais da biomassa, e/ou
dos componentes de reserva, proveniente dos processos fotossintéticos (BNDES, 2008)

(CINELLL 2012).



Sendo assim, a biomassa pode ser considerada uma fonte com potencial significativo
para geracdo de energia. As diferentes transformagdes e reagdes realizadas na biomassa geram
produtos energéticos. A Figura 2 apresenta os tipos de conversao existentes sobre as fontes de

biomassa para a geracao de potenciais energéticos (ANEEL, 2002) (GOLDEMBER, 2009).
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Fonte: Elaborado a parfir de MME, 1982
Figura 2. Diagrama esquemadtico dos processos de conversdo energética da biomassa

(ANEEL, 2002).

As fontes de biomassa podem ser divididas em quatro grandes classes, vegetais nao
lenhosos, vegetais lenhosos, residuos orgénicos e biofluidos. Atendo-se na classe de vegetais
ndo lenhosos, encontram-se os sacarideos, e os amildceos que apresentam potencial para
produgdo de etanol. No caso dos sacarideos, como a cana-de-aguicar, a conversao ocorre por
meio da fermentacdo, portanto a fermentacdo ocorre em substratos ricos em agucare ¢ a
obtengao de alcool ocorre por meio da fermentagao unicamente (FELTRAN, 2010).

Com relacdo as culturas amildceas empregadas na producdo de alcool, apresenta uma
etapa adicional e anterior a fermentagcdo. O amido presente na composi¢do deve passar pelo
processo de hidrdlise, para o desprendimento de agucares, para entdo ser fermentado. As

culturas amildceas possuem o amido como principal constituinte, o qual ¢ o carboidrato



encontrado na composicdo de culturas como a batata-doce e o milho, entre outras
(SILVEIRA, 2008) (FELTRAN, 2010).

O etanol pode ser produzido de vdarias matérias-primas agricolas, desde que
contenham carboidratos fermentdveis, cuja composicdo ¢ essencialmente aglicares ¢ amido
(PIMENTEL e PATZEK, 2005) (FELTRAN, 2010).

Adicionalmente, o etanol ¢ fruto da biomassa e pode ser obtido a partir da
fermentagdo. A fermentacdo pode ocorrer diretamente na biomassa rica em agucares, 0S
sacarideos, como a cana-de-acucar. No Brasil a producao de alcool encontra-se centralizada
na cana, fato que contribui com a monocultura e destaca a importincia de estudar outras
fontes de biomassa com potencial para produ¢do de alcool biocombustivel. Outra forma de
obtengao do alcool ¢ realizando a conversao de amido em agucar, fazendo-se uso da hidrolise
ou sacarifica¢do. As fontes de biomassa usadas neste caso sao as culturas ricas em amido, as
amilaceas (PIMENTEL e PATZEK, 2005) (FELTRAN, 2010).

A principal matéria-prima amildcea utilizada nos Estados Unidos para a produgdo de
alcool ¢ o milho, porém esta espécie apresenta restrigdes, como o baixo valor do balango
energético, vulnerabilidade a estresses ambientais além da necessidade de elevado uso de
insumos. Uma das grandes desvantagens do milho e da cana-de-agucar ¢ que essas fontes
competem na industria alimenticia humana e animal (SHAPOURRI et al., 1995)
(SHAPOURRI et al., 2002) (PIMENTEL e PATZEK, 2005).

Assim, para a seguran¢a de uma melhor matriz energética, faz-se necessario, adotar
estratégias para a producdo de etanol a partir de matérias-primas alternativas. Desta forma,
culturas como a batata-doce, que possui em sua composicao elevado teor de acucares e amido,
destaca-se como sendo uma cultura com grande potencial produtivo e energético, além da

facilidade de adaptacdo ao clima tropical e sub-tropical tipico do Brasil (MATTOS, 1987)

3.2.1 Batata-doce

A batata-doce, Ipomoeas batatas ¢ uma espécie de elevado valor econdémico e
alimenticio e pode ser considerada uma das fontes de seguranga alimentar de intimeras
populagdes rurais como cultura de subsisténcia, principalmente daquelas situadas em regides
pobres. Trata-se de uma cultura rustica e adaptada as condig¢des tropicais € subtropicais € com
grande potencial para o desenvolvimento tecnoldgico, sendo origindria das regides tropicais

da América Central e do Sul (EMBRAPA, 2004).



Em 2006 a China destacava-se na produ¢do de batata-doce, como maior produtor
mundial com mais de 4,7 milhdes de hectares cultivados, atingindo uma produtividade média
de 21,3 ton.ha™ de raizes. O continente africano ocupava o 2° lugar como produtor, porém
com baixa produtividade em torno de 4,4 ton.ha” (FELTRAN, 2010).

O Brasil ocupa o décimo lugar na produgdo de batata-doce. A quantidade produzida,
em 2006 atingiu valores em torno de 498.046 ton.ano™', com é4rea plantada de 43.959 hectares
e produtividade média de 11.542 kg.ha™' (FELTRAN, 2010).

Outras caracteristicas da batata-doce, que a torna atrativa para o emprego na producao
de etanol ¢ sua rusticidade, em fun¢do da baixa necessidade de uso de insumos e alta
produtividade de energia por area. Com boa adaptagdo as condi¢des de solo e clima
diversificado no Brasil (SILVEIRA, 2008).

Visando a producdo de etanol, a batata-doce destaca-se por ser um alimento energético
apresenta os valores nutricionais presentes na composi¢ao. Apos a colheita, no estado in
natura, apresenta cerca de 30% de matéria seca que contém em média 85% de carboidratos,

cujo componente principal ¢ o amido (Tabela 2) (EMBRAPA, 2004).

Tabela 2. Composi¢ao média em 100 gramas de matéria fresca de batata-doce, (Adaptado de

EMBRAPA, 2004).

Componente Unidade Valor
Umidade % 70
Carboidratos Totais g 26,1
Proteina g 1,5
Lipideos g 0,3
Célcio mg 32
Fosforo mg 39
Ferro mg 0,7
Fibras digeriveis g 3,9
Energia kcal 111

Observa-se que a batata-doce apresenta o carboidrato como o componente principal e
em maior quantidade quando comparado aos outros componentes que o tubérculo apresenta

(EMBRAPA, 2004).



A batata-doce tem como componente principal os carboidratos, constituidos por
amido, que representa a reserva energética da planta (EMBRAPA, 2004).

Os vegetais obtém seu proprio alimento, pelo processo da fotossintese, através do qual
produzem energia para seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Quando nao se utilizam de toda
a energia que produzem o excesso ¢ armazenado como reserva. Os vegetais armazenam de
diferentes maneiras de acordo com os produtos sintetizados, dependendo da bioquimica de
acdo, por exemplo, quando a reserva ¢ agUcar o tipo de planta caracteristica sdo os sacarideos,
assim como, as amilaceas armazenam amido como, a batata-doce. Ambos os tipos de vegetais
citados sdo empregados na producdo de etanol biocombustivel. As plantas oleaginosas sao
armazenadoras de lipideos e sdo usadas na obtencdo de biodiesel (SILVEIRA, 2008)
(CINELLI, 2012).

Particularmente, o amido ¢ um dos polimeros mais abundantes da natureza, e depois
da celulose, é o principal carboidrato sintetizado pelas plantas. E um dos componentes mais
variaveis da raiz, em funcdo da variedade, maturidade ou armazenamento, sendo assim o
maior responsavel pela variagdo da composicdo quimica observada (VIEILLE e ZEIKUS,
2001) (SILVEIRA, 2008) (SILVA, 2009) (FELTRAN, 2010).

Uma das caracteristicas importantes da batata-doce ¢ que durante o tempo de
estocagem, apos a colheita, parte do amido se converte em aglcares soluveis, atingindo de
13,4 2 29,2% de amido e de 4,8 a 7,8 % de acucares totais redutores, fato que torna a batata-
doce bastante interessante, visto que os agucares sao fermentados para a produgdo de etanol
(MIRANDA et. al., 1995).

O amido ¢ composto inteiramente por mondmeros de D-glicose (Figura 3), ¢
acumulado nos vegetais na forma de granulos insoluveis, os quais sdo compostos basicamente
de dois polissacarideos muito semelhantes, a amilose e a amilopectina, em propor¢des que
variam entre as diferentes espécies de origem e de acordo com o grau de maturagdo da planta

(RABALHO, 2002) (SILVA, 2009).
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Figura 3. Representa¢do molecular dos polissacarideos contidos no amido (BOBBIO, 2003).

O amido ¢ composto por dois tipos diferentes de polissacarideos; amilose e a
amilopectina; que apresentam conformacgdo espiraladas, separaveis entre si, cujo mondmero
em comum ¢ a glicose. A amilose ¢ um polimero essencialmente linear e soluvel em agua e
caracterizado pelo tipo de ligacdo a-1,4, devido a unido entre mondmeros. Em contrapartida a
amilopectina € insolivel j4 que se trata de um polimero altamente ramificado, sendo
constituido por cadeias de amilose ligados a pontos de ramificagdo caracteristico das ligacdes
a-1,6 entre mondmeros de glicose (REGULY, 2000) (AEHLE, 2007) (SCIPIONI, 2011).

Com a finalidade de produzir etanol, o amido presente na batata-doce, deve ser
convertido primeiramente em agucar, para entdo ser fermentado por leveduras, resultando
como produto final o biocombustivel. Este processo ¢ chamado de hidrolise ou sacarificagao

(RABALHO, 2002).

3.3 Hidrolise

O amido quando submetido a hidrdlise (sacarificagdo), decompdem-se em acUcares

menores. O processo de sacarificacdo converte o0 amido em uma mistura de glicose, maltose e

dextrinas.
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A glicose, dentre os constituintes da hidrélise, ¢ a forma mais favoravel para que o acucar
seja fermentado. A maltose e a dextrina, sdo menos assimilaveis pelo fermento, visto que
possuem, em funcdo da cadeia carbOnica, maior impedimento histérico, dificultado assim a
assimilagcdo das leveduras. A dextrina ¢ composta de duas moléculas de glicose unidas e as
dextrinas sdo oligossacarideos com cadeia de 3 a 7 mondmeros de glicose. Genericamente, a
hidrélise apresenta etapas reacionais apresentadas a seguir (AMARAL, 2007) (SCIPIONI,
2011).

2(05 H‘][]OE)H +n HQO —_— N C12H22011 Reacdo 1

amilase

Amido Maltose
nC,H, O, +n H,O ——3 N2CH0; e
Maliose amiloglucosidase ESicoss
2(CE H‘]UOE )r‘l » n2 HQO % n2 CE H1EOE Reacdo 3
Amido Glicose

A reacdo de decomposi¢do do amido consiste numa etapa muito lenta, visto que o amido ¢
uma substancia estavel. Portanto a reagdo de hidrdlise ocorre na presenca de catalisadores
capazes de favorecer a quebra das ligacdes, para haver a liberagdo de agucares. O processo

pode ser via quimica ou enzimatica (CEREDA, 1986).

3.3.1 Hidrolise Acida

A degradagdo do amido pode ser realizada sob o uso de acidos inorganicos, como
acido cloridrico e perclorico. As caracteristicas principais do método ¢ que o custo € baixo,
quando comparado ao custo das enzimas, e o tempo relativo é menor, porém acarreta alguns
inconvenientes, tais como a corrosdo de equipamentos, necessidade de corre¢do do pH da
solucao agucarada, destruicao parcial dos agucares ¢ formagao de agucares nao fermentaveis

(CEREDA, 1986) (REEVE, 1992) (AMARAL, 2007) (HASHEM, 2010).

3.3.2 Hidrolise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica possui maior eficiéncia, pois estes micro-organismos sao

empregados especificamente para promover a quebra de determinadas ligacdes. Apresentam
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um custo elevado e o tempo relativo do processo € maior. Dentre as enzimas capazes de
hidrolisar o amido destacam-se a a-amilase, a f-amilase e a amiloglucosidade (GROSH, et.
al., 2009).

De modo geral as enzimas hidrolases, ou seja, as enzimas responsaveis pela hidrolise
do amido sdo divididas entre duas classes de acordo com a forma de acao, podendo ser do tipo
endoenzimas e exoenzimas (BRENDA, 2011).

As endoenzimas, como a o—amilase, atuam em toda a cadeia do polissacarideo e
produzem agucares do tipo glicose, maltose e dextrina, dentre eles a glicose ¢ o acucar na
forma ideal para fermentar. A a—amilase atua catalisando e clivando as ligacdes
predominantemente o-1,4 e apresenta maior fluidez quando sdo elevadas ao ponto de
gelatinizagio do amido, com diminuicdo da opacidade e viscosidade. E uma enzima
relacionada a varios processos industriais, como panificacdo e produgdo de alcool (APAR et.
al., 2003) (AEHLE, 2007). Estas enzimas atuam em sinergismo com as enzimas do tipo exo,
visto que a a¢do das endoenzimas favorecem um aumento de extremidades de cadeia para que
as enzimas como a amiloglucosidade possam ter maior variedade de extremidades aptas a
serem clivadas para a liberagao de glicose.

As exoenzimas, como a -amilase e a amiloglucosidade, atuam nas extremidades das
cadeias de amilose e amilopectina, sendo que a enzima amiloglucosidade hidrolisa as ligacdes
a-1,4 produzindo glicose e, lentamente ligagdes a-1,6, no amido. A dextrina e a maltose,
liberadas pela acdo da o—amilase, podem ser degradadas pela amiloglucosidase e como
resultado ha liberacdo de glicose desta forma, as enzimas atuam juntas na degradagdo do
amido. A enzima amiloglucosidase possui agdo continua e tem uso na produgdo de xaropes
(POLAKOVI e BRYJAK, 2003) (CARVALHO, 2008).

Ainda no processo de hidrélise o amido pode ser geleificado. A gelatinizagdo do
amido ocorre para que haja a hidratagdo do amido. Esta etapa pode ser acelerada mediante ao
aquecimento do meio, para melhorar o acesso entre o amido e os agentes hidrolisantes.
Também ¢ conhecida como pré-hidrolise sendo fundamental para obtencdo de um bom
rendimento do processo (NIBA, 2005) (HUBER, 2005).

A sacarificagdo do amido, ou seja, o processo de hidrélise € importante, pois 0 mosto

acucarado resultante ¢ destinado a fermentagao visando a produgdo de alcool.
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3.4 Fermentacio

A fermentagdo para producdo de etanol ¢ dividida basicamente em dois processos,
fermentagdo direta e indireta. O primeiro se faz pela utilizacdo da fermentacdo direta dos
aclcares existentes nas matérias primas, como a cana, melaco, caldo de sorgo. O segundo
processo decorre da fermentagdo indireta das matérias primas, que tenham caracteristicas
amilaceas ou celuldsicas como grao de cereais, mandioca, batata-doce e bagaco de cana
(DERRINGER, 1980) (SANTANA, 2007) (CARDONA e SANCHEZ, 2007).

O amido ¢ fonte de carbono em muitos processos fermentativos inclusive na producao
de etanol para fins industriais. Porém este ndo ¢ assimilado diretamente pelas leveduras, sendo
necessaria uma hidrolise desta matéria-prima, para obtencdo da glicose, maltose e outros
agucares assimilaveis pelo micro-organismo (BRINGHENTTI, 2004).

Entre os actcares fermentaveis pelas leveduras estdo os monossacarideos glicose,
frutose, manose e galactose, bem como os dissacarideos maltose e sacarose e os trissacarideos
rafinose e maltotriose. Polissacarideos como amido e celulose ndo sdo metabolizados por
leveduras (RUSSEL, 2003).

A ac¢do dos agentes fermentativos ocorre devido a necessidade de gerar energia para a
sua sobrevivéncia. Desta forma, para o desenvolvimento das leveduras o carbono oferecido
deve estar na forma de mono ou dissacarideos. Os micro-organismos consomem o carbono
para a producdo de ATP e como consequéncia a molécula de glicose € transformada em alcool
com desprendimento de CO») (BAI, et. al., 2008). Portanto os agucares liberados a partir da
hidrélise do amido sdo fermentados por leveduras com a finalidade de produzir alcool. A

reagdo envolvida no processo de fermentacdo visando a producdo de etanol esta apresentada

conforme a reacao 4 (SOLOMONS, 1999).

fermentacao

Glicose Etanal

A fermentagdo ¢ o processo posterior a hidrolise do amido, a qual ocorre sem a
presenca de oxigénio. Em relacdo ao ambiente fermentativo, as leveduras se desenvolvem em
ampla faixa de temperatura, com intervalo 6timo proximo aos 36°C (KWIATKOWSKI et. al.,
20006). O pH e os limites de agdo encontram-se em 2,2 ¢ 8,0 (SANTANA et. al., 2003).
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A fermentagdo ¢ uma transformacao bioquimica provocada num substrato (agucar) por
fermento vivo (leveduras). No Brasil, o setor alcooleiro utiliza as leveduras do género
Saccharomyces, com predominincia na espécie saccharomyces cerevisae. Nas industrias
produtoras de etanol sdo usadas leveduras de panificagdo prensadas e secas, ou leveduras
selecionadas, com tolerancia a altos teores de etanol ¢ com boa velocidade de fermentagao
(BELLUCO, 2001) (BRINGHENTTI, 2004).

Essas leveduras sdo largamente utilizadas na industria alimenticia na producao de paes
e massas, sendo disponibilizadas no mercado por algumas marcas duas versdes do fermento

po e em tablete.

3.5 Alcool

Atento ao desenvolvimento de tecnologias, o Brasil foi pioneiro no emprego do etanol
como biocombustivel, como primeiro pais a instituir um programa governamental para a
produgcio de etanol, conhecido como PROALCOOL (GOLDEMBERG, 2009).

Na década de 70, com a elevacdo dos pregos do petroleo somada ao risco de
superproducao do acucar, fez-se necessario adotar medidas a fim de resolver tanto a crise do
petroleo quanto a do agucar. Desta forma o governo federal instituiu o Programa Nacional do
Alcool, mediante ao Decreto 76.593 de 14/11/1975, firmando pelo entdio presidente Ernesto
Geisel (BNDES, 2008).

De acordo com as normas de especificagdo da Agéncia Nacional de Petroleo, ANP, o
etanol pode ser empregado como biocombustivel quando em seu estado puro hidratado, ou ser
adicionado em até 25% na gasolina, nos dias atuais (Portaria MAPA n° 105 DOU 1/3/2013)
(MAPA, 2013).

O etanol pode ser utilizado como combustivel em motores de combustio interna com
ignicdo por centelha (ciclo Otto) de duas formas: anidro, em mistura com a gasolina; ou
hidratado, comercializado via bombas especificas nos postos de abastecimento, em veiculos
movidos exclusivamente a etanol e em veiculos bicombustivel, também conhecidos como flex
(BNDES, 2008) (INPIL, 2010).

Portanto o advento dos carros flex alavancou em muito o consumo de &lcool
mostrando também uma real necessidade em buscar novas alternativas na produgao de alcool
que ndo ficasse restrito apenas na cana de agucar (ANFAVEA, 2011) (SANDIFFIO e
FURTADO, 2012).
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O 4lcool como produto ndo ¢ utilizado exclusivamente como biocombustivel, sua
utilizagcdo ¢ muito ampla. O éalcool de batata-doce apresenta excelente qualidade podendo ser
utilizado na produ¢do de cosméticos. O destaque fica por conta do futuro, como no emprego
do elemento gerador de energia elétrica em células a combustiveis, equipamentos com
eficiéncia energética superiores aos motores de combustdo interna, além da elaboracdo de
seus derivados e subprodutos como: amida, butila, etila, vinila, borrachas sintéticas, PVC e
compostos plasticos em substituicdo a diversos elementos hoje provenientes do petréleo
(MARCOCCIA, 2007).

A vantagem do emprego do etanol biocombustivel ¢ a possibilidade de um balango
energético favoravel, em relagdo a emissdo e absor¢do de CO, ) um dos gases causadores do
efeito estufa. O ciclo ¢ considerado fechado (Figura 4), pois h4 a libera¢do de gas carbodnico,
COy(y), como produto da combustdo, entretanto também ocorre a absor¢do de COy
atmosférico, visto que para o crescimento e producdo da biomassa ocorre a fixacdo de gas
carbonico como fonte de carbono na respiracdo. Portanto o processo da fotossintese compensa
0o que ¢ liberado pela combustdo do etanol, no emprego como biocombustivel

(SCHUCHARDT, 2001).

A biomassa é
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Figura 4. Representacdo esquematica do ciclo fechado de producdo de etanol, adaptado

(National Ethanol Vehicle Coallition).
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Outra vantagem ¢ que as fontes de biomassa quase ndo contém enxofre na sua
composicao, principal componente gerador de chuvas acidas, portanto do ponto de vista
ambiental a utilizagdo do etanol biocombustivel produz menos impacto para o efeito estufa e
alteragdes climaticas. Desta forma o alcool garante a sua importancia no mercado devido ao
fato de ser considerado um combustivel mais limpo e de ciclo fechado (PIMENTEL e
PATZEK, 2005). O conceito de reciclar o gas carbonico ¢ que torna os biocombustiveis,
produzidos a partir de biomassa vegetal, uma area de crescentes estudos (CORTEZ, 1997).

Apesar de considerar o ciclo do alcool fechado, ndo ¢ completamente verdadeira a
afirmagao, visto que existem outros fatores que muitas vezes nao sao considerados, tais como
o transporte da biomassa e do biocombustivel, a adi¢do de adubos e agrotdxicos na planta, uso
de aditivos quimicos para a neutralizacao do alcool e aditivos organicos ao biocombustivel.

Atualmente a substituicdo gradual do petréleo por fontes de energia alternativas
oriundas de biomassas renovdveis € vista como um importante contribuinte para o
desenvolvimento de uma sociedade industrial sustentavel e eficaz em relacdo aos problemas
ambientais (RAGAUSKAS et. al., 2006). O mundo vive uma época de mudangas, estando em
curso uma verdadeira mudanca de paradigma, transformando uma sociedade altamente
dependente de combustiveis fosseis em uma baseada na utilizagdo de recursos renovaveis,
acompanhada de um modelo econdmico mais sustentdvel (CLARK et al., 2006) (HOLM-
NIELSEN et. al., 2006).

Com perspectivas de se colaborar com as mudancgas energéticas de nosso planeta este
trabalho visualiza-se o estudo da eficiéncia da producao de etanol de diferentes genotipos de

batata-doce.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local do Experimento

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratorio de Fisiologia Vegetal. Os
clones de batata-doce empregados sdo provenientes do banco de germoplasma do
Departamento de Agronomia, no Campus CEDETEG, da Universidade Estadual do Centro-
Oeste, UNICENTRO, Guarapuava, PR.

4.2 Batata-doce

Oito genoétipos de batata-doce foram selecionados em fungdo de produtividade, e
adaptagdo ao clima local, sendo denominados (UGA 92, UGA 77, UGA 49, UGA 11, UGA
08, UGA 07, UGA 06 e UGA 05). Anélise do teor de dgua, actcares redutores e amido foram
estudados nos oito gendtipos. Em fungdo dos resultados, dois gendtipos foram selecionados

para o processo fermentativo, ou seja, para a producgao de alcool.

4.2.1 Teor de umidade

As raizes dos clones de batata-doce colhidas foram identificadas, selecionadas,
lavadas, pesadas e raladas. Em seguida as amostras foram acondicionadas em estufa de
secagem, da marca QUIMIS, modelo Q3171-22, cuja secagem foi realizada a 65°C por 72
horas. Apds a secagem as amostras foram trituradas e transformadas em farinha de batata-
doce.

Ressalta-se que a farinha de batata-doce ¢ que foi empregada no desenvolvimento da
pesquisa. Foi determinada a umidade, massa seca, massa fresca, teor de agucares redutores e
amido. Foram escolhidas duas amostras eleitas para os ensaios do processo fermentativo e
assim obter o etanol. Os critérios de escolha foram determinados pelo teor de agucares

redutores e de amido contido em cada cultivar de batata-doce.
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4.2.2 Teor de Agucares Redutores

A metodologia empregada ¢ a do Instituto Adolf Lutz, IAL, Método de Lane-Eynon
com os reagentes de Fehling (IAL, 1976) (DEMIATE, et. al. 2002).

A batata-doce apresenta em sua composi¢do agucares, motivo pelo qual este cultivar ¢
atrativo no emprego visando a producdo de alcool. A determinacdo de aglcares redutores
pode ser realizada pelo método analitico de titulacdo de Lane-Eynon, do Instituto Adolf Lutz,
IAL. O método, reacio 5, consiste na redugdo cobre Cu’"(,,), azul caracteristico do fon ctiprico
para Cu’ (), na forma de 6xido cuproso como resultado hé formagdo de um precipitado de

oxido de cobre, cor tijolo, que indica o ponto final da titulacdo.

0
(0] 0 0
Z //-ONa V%
o Z ONa /- o-Na
= H -
H OH 0\ H,0 H OH L
HO——H + /Cu + Na-OH— HO——H + + Cu,0 i Reagso 5
0]
H——oH H A p—on o
oK H oK
H—t—H \O H—+—OH
o
“oH oH

Foram preparadas duas solucdes Fehling A e Fehling B. A solu¢do alcalina de Fehling
A ¢ composta de sulfato de cobre e hidroxido de sddio e o Fehling B ¢ composto do sal duplo
de tartarato de sodio e potassio, que atua como ligante para os ions de cobre em solugdo.
Quando os reagentes de Fehling A e B sdo aquecidos oxidam os actcares assim o cobre foi
reduzido, formando o precipitado da titulagdo (TAVARES et. al., 2010).

As solugdes de Fehling A e B sdo padronizadas com D-glicose, de acordo com o

procedimento apresentado na figura 5.
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Figura 5. Fluxograma da titulagdo usada para calcular o Fator dos reagentes Fehling A e B.

Ao final da padronizagdo dos reagentes de Fehling foi possivel obter o valor do fator
de Fehling. Este resultado foi usado no calculo para a determinagdo dos agucares redutores
presentes nas amostras de batata-doce.

Para a determinagdo dos acucares redutores presentes na composicao dos diferentes
gendtipos de batata-doce estudados, o procedimento da titulagdo foi o mesmo, em que as
amostras foram inseridas como analito e gotejadas sobre os reagentes até o final da titulagao.
O volume gasto foi anotado juntamente com a massa de farinha de batata-doce empregados
nos célculos.

Cada amostra de batata-doce analisada foi pesada, aproximadamente 10 g de farinha,
em seguida foi adicionada 4gua destilada até completar o volume de 100 mL em baldo
volumétrico. Foi realizada a filtragem, ja os agucares sdo soluveis. E entdo, o filtrado, foi
transferido para a bureta, de onde foi realizado o gotejamento sobre os reagentes de Fehling A
e B em ebulicdo, os quais foram previamente padronizados, até atingir o ponto final da
titulagdo. O procedimento realizado para determinacdo dos agucares redutores, AR, presentes

nos diferentes cultivares de batata-doce, foi apresentado na figura 6.
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Figura 6. Fluxograma da titulacdo de actcares redutores.

Os resultados de massa inicial de farinha de batata-doce, volume de amostra gasto na
titulagdo e a padronizagao dos reagentes de Feling A e B foram empregados para o calculo do

teor de agucares redutores presentes nas amostras de batata-doce estudadas.

4.2.3 Teor de Amido

No método do teor de amido também foi realizado a titulagdo com os reagentes de
Fehling, pois apds a digestdo acida em micro-ondas em meio de &cido cloridrico (CEREDA e
VILPOUX, 2009) (GONCALVES et. al., 2009), o amido convertido em agtcares foi
netralizado com hidroxido de sédio. Em seguida o sistema foi levado ao procedimento para o
método que determina os agucares redutores.

A massa inicial da farinha de batata-doce, o volume gasto na titulacdo e o fator dos
reagentes de Fehling A e B foram empregados no célculo que determinou o teor de amido

presentes nos gendtipos de batata-doce avaliados.
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4.3 Processo de Obtencéo de Alcool

O processo fermentativo ¢ compreendido como um conjunto de etapas realizadas para
obter o etanol das amostras de batata-doce, que sdao UGA 05 e UGA 77, apresentado na figura
7.

Farinha de
batata-doce

Hidrolise do
material
amilaceo

Fermentacao

Destilacao

Etanol

Caracterizacio

Figura 7. Etapas compreendidas no processo fermentativo.

Primeiramente apds o processo de secagem, foi possivel obter a farinha de batata-
doce, pois ¢ desta forma em que os genotipos de batata-doce foram empregados nas andlises
preliminares de umidade, acgtcares redutores e amido, bem como no uso no processo de
obtencao do alcool.

Este material amilaceo, rico em amido, foi submetido a hidrolise enzimatica para a
quebra das ligagdes do tipo a 1,4 e a 1,6 presentes no amido, como consequéncia ha liberacao
de aclcares, como glicose, maltose (dois monomeros de glicose) e dextrinas (3 a 7
mondmeros de glicose). A hidrdlise ¢ um processo que ocorreu em condi¢des especiais de
temperatura e pH para cada enzima, que atuam em sinergismo uma em relacdo a outra. A

medida que agucares maiores sdo liberados pela atuacdo da enzima o amilase, mais
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extremidades de glicose sdo liberadas para ocorrer a clivagem em funcdo da atuagdo da
enzima amiloglucosidade. Como resultado um mosto agucarado ¢ formado.

O mosto formado foi autoclavado para esterilizagcdo de qualquer micro-organismo que
possam influenciar a fermentagdo. A adicdo de leveduras, das variedades em tablete e em po,
Saccharomyces cerevisiae foram adicionadas ao mosto para dar inicio ao processo
fermentativo. Ao final dos tempos de estudo, a levedura consumiu os agucares formados pela
hidrolise e consequentemente houve a conversdo e producdo de alcool com liberagdo de
COxg).

O éalcool formado, por meio da fermentacao dos agucares sob a acdo da levedura, pode
ser isolado e purificado pelo processo de destilagdo. As amostras de alcool destiladas foram
levadas para a caracterizagdo em fun¢do da determinag¢do do teor alcdolico, em °GL. Os
resultados foram tratados por meio do delineamento estatistico de dois fatoriais 2> ¢ 2° de

planejamento experimental.
4.3.1 Hidrolise

A transformacdo de amido em agucares ocorreu pelo processo conhecido como
hidrolise ou sacarificacdo. Esta etapa ¢ de suma importancia, visto que a quantidade de
acucares livres ¢ diretamente proporcional a conversdo e producdo em alcool. A hidrdlise
empregada foi enzimatica, sob o uso de enzimas purificadas da Sigma-Aldrich (a-amilase e
amiloglucosidase).

Cada enzima foi adicionada ao meio em condi¢des especiais para o0 seu
desenvolvimento, melhorando a especificidade (PAVLAK, 2011). O meio de hidrolise
empregado foi obtido com a propor¢ao de 3,0 g de farinha de batata-doce para 50,0 mL de
tampao de Mcllvaine, em pH 5,6. Estas condigdes do tampao sdo usadas em alguns trabalhos
na determinacdo da atividade enzimatica, por este motivo este foi o meio escolhido onde
foram realizados os ensaios de hidrélise (STROPARO, 2011).

O tampéo foi composto pela combinacio de solugdes de acido citrico 0,1 mol.L™' e de
Na,HPO, 0,2 mol.L"', o tampdo foi empregado para aumentar a atividade enzimatica das
enzimas. A propor¢do de enzimas usadas para cada grama de farinha de batata-doce foram
750 U e 0,5 U (unidades), equivalente a 13uL e 57 pL de a-amilase e amiloglucosidase,
respectivamente (STROPARO, 2011). Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza

analitica.
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A hidrolise foi realizada sob elevadas temperaturas, em banho termostatico da marca
QUIMIS, modelo banho maria, 109.

Primeiramente ocorreu a geleificagdo do amido na temperatura de 90°C durante
aproximadamente 15 minutos. Em seguida, com uma micropipeta, foi inserida a enzima o-
amilase (13uL.g”" de enzima) no meio formado entre a farinha de batata-doce e o tampdo, a
temperatura de trabalho foi mantida em 90°C, durante 1 hora, com intervalos de 15 minutos
para a agitagdo e homogeneiza¢ao do meio.

O meio foi resfriado e o pH ajustado para 4,5 com HCI 0,1 mol.L". Estas condi¢des
preveem uma melhor atuacdo da segunda enzima. A temperatura do banho foi ajustada para
60°C com o intuito de melhorar a agio da enzima amiloglucosidase (54pL.g”" de enzima),
também na condi¢do de 1 hora de banho e intervalos de 15 minutos para a agitacdo, como

apresentado na figura 8 (PAVLAK, 2011).

Erlenmeyer
250 mL

3g de farinha de batata-doce
: 50mL de Tampio Mcllvaine

Geleificagdo Aquecer
do amido T=90°C

&——— 13uL.g! de alfa-amilase

1 hora + agitacéo
intervalos 15 min

Ajuste
pH 4.5 : T=60°C

&———= 54uL.g"! de amiloglucosidase

1 hora + agitacéo
intervalos 15 min

Autoclavar

Figura 8. Fluxograma da hidrolise.
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Ao final da hidrélise, o mosto agucarado formado, foi centrifugado. Como os agticares
sdo soluveis, somente o sobrenadante foi utilizado. O restante da farinha de batata-doce
hidrolisado ¢ bastante viscoso e se utilizado na fermentacdo prejudica o processo de
destilacdo, por este motivo, foi descartado e usado o sobrenadante. Porém este residuo pode

ter aplicagdes na industria na producao de racao animal.

4.3.2 Fermentacao

Apbs o processo de hidrolise, gerou-se o mosto, que foi centrifugado em uma
centrifuga Hettich Zentrifuger MIKRO 220R, em rotagdo de 2200 hertz durante oito minutos.
Ao sobrenadante foi adicionada dgua destilada até completar o volume de 50,0 mL em um
baldo volumétrico.

O contetido foi homogeneizado e transferido para um erlenmeyer de 250 mL, o qual
foi posteriormente vedado com papel kraft fixado com fita autoclavante e esterilizado em
autoclave, onde se elevou a pressdao em 1 atm e 120 °C, por 10 minutos, em autoclave vertical
modelo CS da Prismatec Autoclaves.

Ao final desta etapa o meio encontrava-se esterilizado e livre da a¢do de micro-
organismos. Somente desta forma foi possivel estudar somente a acdo da levedura no
processo de fermentacao visando a produgdo de alcool.

Foi adicionado o fermento, Saccharomyces cerevisiae, na concentracao de 8 g.L'],
onde teve inicio o processo fermentativo. Ressalta-se que apos a adicdo da levedura levou-se
o sistema para agitagcdo para homogeneizacao por 2 minutos a frequéncia de 10 rpm em uma
mesa de agitacdo, em mesa agitadora Labstore, modelo 109.

As leveduras de estudo e os tempos de fermentacdo foram investigados. As leveduras
empregadas sdo provenientes de dois tipos de fermento comercial, p6 e tablete, da marca
Fleishmann®.

Como o processo de fermentagdo ocorre anaerobicamente, todo o sistema foi
desaerado com a passagem de nitrogénio gasoso, Ny), durante 10 minutos. Somente ap6s a
desaeragdo as amostras foram levadas a estufa sob temperatura de 36°C durante os tempos de

fermentagao propostos de 72 e 96 horas.
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4.3.3 Destilacio

A cada final dos tempos propostos para a fermentacdo, as amostras foram retiradas da
estufa e submetidas ao procedimento de destilagdo. A técnica de destilagdo permite que os
compostos mais volateis presentes na amostra sejam mais facilmente liberados na forma
gasosa, permitindo assim, que o alcool fosse destilado a temperatura proxima de seu ponto de
ebulicdo, temperatura esta inferior ao ponto de ebuligdo da dgua. Ressalta-se que a
temperatura foi de aproximadamente 75°C, levando em consideragdo a altitude da cidade onde
se realizou os estudos.

O alcool destilado foi recolhido em um baldo em banho de gelo para garantir a sua
estabilidade no estado liquido. As amostras destiladas dos diferentes ensaios foram
identificadas e armazenadas em frascos com tampa mantidos em geladeira. As amostras
destiladas foram levadas ao procedimento para a determinagdo do teor alcdolico em °GL.

Cada ensaio realizado foi repetido em no minimo duas vezes.

4.4  Triagem de Resultados

Uma primeira triagem de resultados foi testada, sob diferentes condi¢des de destilagao,
sendo este o ponto critico da pesquisa. Muitos testes foram elaborados e pela dificuldade
inicial, os resultados foram apreciados de forma qualitativa (ou seja, observando o
comportamento das amostras visualmente no momento experimental) para a produgdo da
metodologia de estudo; em detrimento das amostras provenientes da destilacdo se comportar
de forma suscetivel a amplo quadro de erros experimentais, tais como tamanhos de mantas de
aquecimento, baldes e aparatos de destilacdo, forte influéncia da temperatura ambiente e
pressao, viscosidade do mosto.

Para obter uma metodologia de acdo foi necessario testar concentragdes de leveduras,
tempos de fermentacdo, ensaios diferentes de hidrolise variando a temperatura e pH e
condi¢des especiais para cada enzima, adequagdo do meio com suplementagdo nutritiva para
o crescimento das leveduras e o tipo de levedura.

Finalmente foram escolhidos alguns fatores importantes como um todo para o
processo de destilagdo, que foram: tempo de fermentacdo, adi¢do de nutrientes para
suplementagao das leveduras, tipo de fermento (levedura) utilizada, em pd e em tablete, o

comportamento de cada genotipo de batata-doce utilizada. Para tanto foram realizadas
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medidas referentes a ensaios para dois planejamentos experimentais, primeiramente um
fatorial 27 e fatorial 2°.

O delineamento estatistico analisou como resposta os resultados obtidos na
determina¢do do teor de alcool produzido a partir do processo fermentativo em fungdo das

variaveis relacionadas.

4.5 Determinacao do teor de alcool

O teor alcoolico do alcool destilado, das amostras destiladas provenientes do processo
fermentativo, foi determinado conforme a norma NBR 13920.

De forma simplificada, o método consiste na contru¢do de uma curva padrao de
absorbancia em fun¢ao de concentragdes conhecidas de alcool etilico.

Para esta analise utilizou-se solucdes de dicromato de potassio, K,Cr,07, 10% (m/v),
acido sulfurico concentrado, H,SO4 e etanol absoluto, CoHsOH.

Para o preparo da solug¢do padrdo de etanol, colocou-se 0,190 mL de etanol absoluto
em um baldo de 50 mL e completou-se o volume com agua destilada.

A partir desta solucao padrao preparou-se 4 novas solugdes (A) e um branco (B), em

um tubo de ensaio de 20 mL, sendo elas:

Al - 1,0 mL da solugdo padrao e 4,0 mL de dgua destilada (referente a 3,0 mg etanol);
A2 — 2,0 mL da solugdo padrao e 3,0 mL de dgua destilada (referente a 6,0 mg etanol);
A3 — 3,0 mL da solucdo padrao e 2,0 mL de agua destilada (referente a 9,0 mg etanol);
A4 — 4,0 mL da solucdo padrdo e 1,0 mL de dgua destilada (referente 12,0 mg etanol);
B - 5,0 mL da dgua destilada.

Nestas solucdes foi adicionado lentamente pela parede do tubo 5,0 mL de acido
sulfurico concentrado, e apdés um minuto adicionou-se 1,0 mL da solu¢do de dicromato de
potassio. Levou-se o tubo para agitacdo em agitador, marca MARCONI, modelo MA-162/1.

Apbés a o resfriamento em temperatura ambiente, 1,0 mL de cada solugdo foi
adicionada em uma cubeta de quartzo de 1 cm’, e levada para analise em espectrometro de
UV-Vis da Spectrum UV-Vis, spectrophotometer SP 2000 UV, no comprimento de onda fixo
em A = 600 nm.

A leitura observada no espectrofotometro de UV-Vis, em relacdo ao branco, no

mesmo comprimento de onda foi realizada sobre a amostra destilada, em que empregou-se

27



0,20 mL de destilado diluidos para 5,0 mL. A adigdo de acido sulfurico e de dicromato de
potassio 10% foi realizado conforme o descrito anteriormente.

Com base na curva de calibracdo gerada e a leitura observada para as amostras
destiladas, foi possivel efetuar o célculo para a determinagdo do teor alcoolico em °GL das
amostras de alcool produzidas a partir dos gendtipos de batata-doce. Este resultado, em °GL,

foi utilizado como resposta nas analises estatisticas.
4.6 Planejamento Fatorial 2?

Apos o processo de hidrodlise, o meio agucarado foi suplementado com nutrientes com
o intuito de melhorar a acdo da levedura, ou seja, ao mosto foram adicionados fontes de
nitrogénio, magnésio e zinco. Foi estudado se houve variacdo no °GL do alcool produzido em
funcdo da adi¢do ou nao de nutrientes, bem como o tempo de fermentagao.

Com o intuito de melhorar o desempenho e a a¢do das leveduras, foi realizada a
suplementagdo do meio fermentativo por meio da inser¢dao de fontes de nutrientes e a cultivar
de estudo empregada neste delineamento foi a UGA 05.

Na triagem de ensaios realizados foi observado que o tempo de fermentagao
apresentava influéncia na destilagdao do alcool produzido.

Na realizagio do planejamento fatorial 2%, os experimentos foram realizados em
funcdo da variagdo do meio fermentativo, por meio da suplementacio do mosto com
nutrientes fontes de nitrogé€nio, magnésio e zinco em concentracdes fixas de (NH4),HPO4
O,30g.L'1, MgS0,4.7H,0 0,25 g.L'1 e ZnSO4 0,20 g.L'l, respectivamente.

O planejamento experimental empregado foi com variagdo entre dois niveis para cada
fator de estudo. O primeiro fator foi: 1 Tempo de fermentacdo, codificado em (-)72 e (+)96
horas e o segundo fator, 2 meio fermentativo, codificado em (-) sem adi¢cdo e (+) com
nutrientes.

Os ensaios foram randomizados, a tabela 3 apresenta o quadro de ensaios codificados
para os niveis de variacdo entre os dois fatores de estudo e também apresenta a interagao

formada entre os fatores tempo/meio.
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Tabela 3. Ensaios do planejamento fatorial 2%,

Fator 1: Tempo: 72 horas(-), 96 horas (+)

Fator 2: Meio: sem nutrientes (-), com nutrientes (+)

Resposta: Teor Alcoolico, (°GL)

Ensaio 1 Tempo 2 Meio 12 Tempo/meio
1 - - +
2 + - -
3 - + -
4 + + +

Os ensaios decodificados para as varidveis foram agrupados para melhor visualizagdo

dos ensaios realizados, conforme mostra a tabela 4.

Tabela 4. Combinagdo dos ensaios do planejamento 2%,

Ensaio 1 Tempo 2 Meio

1 72 horas sem nutrientes
2 96 horas sem nutrientes
3 72 horas com nutrientes
4 96 horas com nutrientes

Os ensaios foram reproduzidos em regime de duplicata. Ao final das destilagdes, cada
amostra foi devidamente identificada e armazenada em frascos com tampa mantidos em
geladeira. Em seguida, cada amostra foi levada ao procedimento para a determinacdo do teor
alcoolico. A analise estatistica se deu pela média dos resultados obtidos para as duplicatas dos

ensaios realizados.
4.7 Planejamento Fatorial 2°

No planejamento experimental 2, além do tempo de fermentacdo também foi

estudado se hd variacdo no °GL, do alcool produzido em funcdo do comportamento dos
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genotipos de batata-doce utilizados, UGA 05 e UGA 77. Outra variavel relacionada com a
produtividade de alcool ¢ a levedura empregada no processo fermentativo, pois pode haver
variagdo no °GL do dalcool produzido em fungdo da fermentagdo ocorrer sob a acdo da
levedura em po6 e em tablete.

Para o planejamento fatorial 2° foi empregado o modelo para trés fatores (variavel,
efeito) em dois niveis de variagdo, bem como a interagdo existente entre os efeitos.

Os fatores de maior interesse escolhidos foram: 1 tempos de fermentacio codificados
em (-) 72 e (+) 96horas; 2 geno6tipos de batata-doce codificados em (-) UGA 05 e (+) UGA 77
e a terceira variavel 3 foi investigado a a¢do do tipo de fermento codificados em (-) pd ou (+)
tablete.

Os ensaios codificados paras as variaveis relacionadas do planejamento fatorial 2°
estdo agrupadas conforme a tabela padrao de combinagdes e interagdes como apresenta a

tabela 5.

Tabela 5. Ensaios do planejamento fatorial 2°.
Fator 1: Tempo: 72 horas(-), 96 horas (+)
Fator 2: Genotipo: UGA 05 (-), UGA 77 (+)
Fator 3: Levedura: P¢6 (-), Tablete (+)
Resposta: Teor Alcoolico, (°GL)

Ensaio | 1 Tempo | 2 Gendtipo | 3 Levedura 12 13 23 123
1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

Decodificando as varidveis, para uma melhor visualizacdo dos ensaios realizados, com
as combinagdes experimentais propostas para o estudo dos efeitos, os ensaios realizados

foram descritos conforme apresenta a Tabela 6.
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Tabela 6. Combinagio dos ensaios do planejamento 2°.

Ensaio 1 Tempo 2 Genotipo 3 Levedura
1 72 horas UGA 05 Po

2 96 horas UGA 05 Po

3 72 horas UGA 77 Po

4 96 horas UGA 77 Po

5 72 horas UGA 05 Tablete

6 96 horas UGA 05 Tablete

7 72 horas UGA 77 Tablete

8 96 horas UGA 77 Tablete

Cada um dos ensaios foi realizado em duplicata e de forma randomizada. Apds a
fermentagdo nas condi¢cdes de cada ensaio, as amostras destiladas foram submetidas ao
procedimento para a determinag¢do do teor alcdolico, °GL. Apds esta caracterizagdo, os
resultados obtidos para as duplicatas foram apresentados pela média dos resultados
empregados nas analises estatisticas.

O tratamento de dados estatisticos, tanto do planejamento fatorial 2°, quanto para o

planejamento fatorial 2°, foi realizado usando o programa Design Expert versio 8.

31



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Batata-doce

Dentre os oito gendtipos de batata-doce estudados, dois clones (genotipos) foram
escolhidos para serem empregados no processo fermentativo para a produgdo de etanol. Para
tanto, foram realizadas a determinagdes de teor de dgua, € sobre a composi¢do nutricional em
funcdo da quantidade de agucares redutores e de amido presente nas raizes tuberosas

avaliadas.

5.1.1 Teor de Umidade

Os resultados obtidos para a perda de agua apos o processo de secagem dos genotipos

de batata-doce de estudos estdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Dados de teor de massa fresca, seca e dgua dos genotipos de batata-doce.

Genotipo Massa Fresca (g) Massa Seca (g) % de Agua
77 749,59 208,79 72,15
49 694,75 194,42 72,02
11 1174,79 329,66 71,94
05 889,03 252,28 71,62
06 622,13 185,80 70,13
07 747,90 234,73 68,61
92 303,84 96,35 68,29
08 736,39 252,00 65,78

Os dados demonstram que hé variacdo do teor de agua presente em cada genotipo
investigado. O intervalo de confianga para a média dos valores para perda de agua, a partir da
distribuicao normal deve estar entre 68,56 < x < 71,57, a 95% de confianca. Sendo assim os
genodtipos 77, 49, 11 e 5 estdo acima do intervalo de confianga estabelecidos, assim como os
genoétipos 92 e 8 estdo abaixo.

Estes resultados indicam que os valores diferem significativamente entre si.

Entretanto, as amostras receberam o mesmo tratamento no campo como, solo, adubacao e
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irrigagdo. As diferencas de composi¢do tornam importantes a determinacdo de aglcares

redutores, AR e teor de amido, uma vez que podem até interferir na quantidade de alcool

produzido.
5.1.2 Teor de Actcares Redutores

O padrao primario de D-glicose inserido como analito no conteido da bureta foi
gotejado nos reagentes de Fehling A e B para a padronizacdo. O calculo do fator de Fehling

foi utilizando a equacao 1.

-P
Fe— Equacao 1

Onde:
F = Fator de Fehling;
V = Volume gasto na titulagao;

P = Massa de glicose usada na padronizagao.

Obteve-se um valor para F de 0,0463. Para as amostras de farinha de batata-doce, o
mesmo procedimento foi realizado, em que a amostra foi adicionada a mistura dos reagentes

de Fehling A e B, onde foi gotejado até o final da titulacao.

Desta forma a massa inicial da farinha de batata-doce bem como o volume gasto na

titulacao foram usados no calculo de actcares redutores em %, dado pela equagdo 2:

100-4-F
V.P

Equacéo 2

AR

Onde:

AR = Acgucares Redutores;

A = Diluicao da amostra;

F = Fator de Fehling, padronizacdo dos reagentes;
P = massa de amostra;

V = Volume em mL gastos na titulagao.
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Os resultados obtidos da determinacdo de agucares redutores contido nas amostras

estdo apresentados na figura 9.
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Figura 9. Teor de aglcares redutores presentes nos genotipos de batata-doce.

O teor de acucar ¢ um dado de importancia, visto que as moléculas ja se encontram na
forma ideal para o processo fermentativo, os resultados (Figura 9) sugerem que as amostras
UGA 77 e UGA 05 contém maior quantidade de aglicares na sua composi¢do com valores de
7,58% e 5,81%, respectivamente. Por este motivo, ficou definido que estes clone de batata-

doce foram empregados como amostras para a produgdo de etanol.
5.1.3 Teor de Amido

O amido pode ser convertido, apos a hidrdlise, em aglcar, o que torna a analise de
amido fator importante na sele¢do dos materiais selecionados para o processo fermentativo. O

calculo do teor de amido presente nos genotipos estudados foi obtido a partir da equagao 3.

250-F-0,9-100
v

% Amido = Equagao 3

Onde:
F = Fator de Fehling;

P = Massa da amostra;
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V = Volume em mL gastos na titulagao

0,9 = Fator de correcdo de agticar para amido

Os resultados da determinacdo de amido dos genotipos de batata-doce estudados estao

apresentados na figura 10.
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Figura 10. Teor de amido presente nos gendtipos de batata-doce.

Os resultados da analise de amido presentes na composi¢do nutricional das batatas-
doce estudadas indicam que os gendtipos mais ricos em amido sdo 08, 07, 49 e 05
apresentando valores de 58,06%, 56,82%, 56,23% e 56,10%, respectivamente.

Foram escolhidos os gendtipos UGA 77 e 05 que foram estudados no processo de
fermentacdo visando a produgdo de etanol. O gendtipo 77 por apresentar maior teor de
aclcares em sua composi¢do e a 05 por apresentar valores bem relacionados entre os dois
teores, tanto de aglicar quanto de amido, e por trabalhos paralelos utilizando-se do mesmo

genoétipo por outros alunos do grupo de pesquisa.

5.2 Triagem de Resultados

O primeiro clone a ser preliminarmente testado foi a UGA 05, de acordo com o
mencionado no material e métodos para o teste de tempo de fermentagao.
Amostras que tiveram o mesmo tratamento de hidrélise e fermentacdo nas mesmas

condi¢des de 8 g.L”!, foram destiladas durante uma semana.
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A porcentagem de alcool destilado em relagdo ao volume total do mosto esta

apresentada em func¢do do tempo, como mostra a figura 11.
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Figura 11. Obtencdo de etanol via destilagdo do mosto apds fermentagdo em diferentes

tempos.

O grafico da figura 11 mostra que a fermentacdo de etanol teve um pico de producao
em 72 horas de fermentagao.

O etanol produzido torna o meio inadequado para a sobrevivéncia das leveduras
Saccharomyces cerevisiae. Acredita-se que apos este tempo as condi¢des do mosto tornam-se
inapropriadas para as leveduras, causando a diminui¢do da atividade até nova adaptacdo ao
meio.

Portanto, em funcdo deste comportamento, os tempos de fermentagdo de estudo foram
fixados em 72 e 96 horas juntamente com o estudo estatistico das varidveis que podem a
interferir na produgdo de etanol, como a suplementa¢do do meio visando a melhor acdo da
levedura, como estudado no planejamento fatorial 2%,

Outras variaveis de interesse foram usadas para avaliar se existem diferencas no
comportamento fermentativo dos gendtipos estudados e se o tipo de levedura empregada nas
variedades po e tablete podem apresentar diferengas no processo fermentativo. Estas varidveis
foram analisadas no planejamento fatorial 2°.

As analises estatisticas foram realizadas por meio da mudanca do teor de alcool das
amostras destiladas, provenientes das combinagdes entre as varidveis que geraram diferentes

ensaios realizados.
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5.3 Determinacao do Teor Alcoolico

A curva de calibragdo gerada com os resultados do espectrémetro de UV-Vis obtida

para as amostras em comprimento de onda A = 600 nm foi apresentada na figura 12.
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Figura 12. Curva de calibragdo para a determinacdo do teor alcoolico obtida por meio do

espectrometro de UV-Vis.

As amostras de etanol obtidas da fermentacdo de batata-doce foram caracterizadas
usando 0,02 mL de destilado do mosto igualmente diluido para 5,0 mL de dgua destilada. O
mesmo procedimento da adicdo de 4cido sulftrico e de dicromato de potassio e leitura de
espectrometro de UV-Vis em 600 nm foi realizado em fung¢ao do branco.

Os valores de absorbancia obtidos foram colocados na regressao da curva padrdao onde
se obteve o valor de etanol em mg da aliquota, conforme a leitura na curva-padrdo. Assim, o

teor de alcool, em °GL foi encontrado utilizando as seguintes equagdes 4 e 5:

5000 £ acs
s quacao 4
0,7834-1000
Ou,
b=086313- E Equagao 5

Onde,
E =teor de etanol na amostra, em mL / 100 mL (*GL)

E’ = mg de etanol na aliquota, conforme leitura na curva-padrao
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5000 = fator de conversao da aliquota de 0,020 mL para 100 mL
1000 = fator de conversdo de mg para g

0,78934 = densidade do etanol a 20°C, em g/mL

A equagdo propde a determinagdo do teor alcoolico das amostras destiladas em °GL,

estes resultados foram empregado como resposta nas analises estatisticas.

5.4 Delineamento Estatistico

O delineamento estatistico proposto foi em funcdo dos estudos preliminares e
producdo da metodologia de trabalho, que direcionaram as andlises das varidveis mais
relacionadas com o processo fermentativo. Portanto foram propostos dois planejamentos
experimentais para estudar o qudo sdo significativos no processo fermentativo os fatores
como composicao do meio fermentativo e diferenca entre gendtipos e levedura em fungdo do

tempo de fermentagao.
5.4.1 Analise do Planejamento Fatorial 2

Os ensaios apresentados na tabela 8 foram realizados com o genotipo de batata-doce
UGA 05, com os tempos de fermentacao de 72 e 96 horas sob a variacdo da inser¢cdo ou nao

de nutrientes.

Tabela 8. Ensaios realizados do planejamento 2° com dados experimentais, média dos

resultados, grau de liberdade e variancia.

Ensaio | 1 Tempo 2 Meio Resposta / “GL n°g 1. | Média s
1 72 h sem nutrientes 14,96 14,71 1 14,835 | 0,0313
2 96 h sem nutrientes 9,43 11,79 1 10,310 | 1,5488
3 72 h com nutrientes 14,20 12,70 1 13,450 | 1,1250
4 96 h com nutrientes 8,05 8,17 1 8,110 7,2.10'3

Considerando cada coluna dos efeitos (1 e 2), cujos coeficientes codificados formam
uma matriz vertical de uma coluna por quatro lindas. A coluna das médias dos resultados ¢

considerada como uma segunda matriz. Cada efeito foi calculado como sendo o determinante
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resultante da matriz transposta da coluna codificada do efeito multiplicada pela matriz que
contém os resultados obtidos pela média dos ensaios.

Para o calculo do erro padrao foi utilizando primeiramente encontrando o valor para a
variancia conjunta, Szconj expressa a seguir:

Onde:

Szconj = Variancia conjunta;

Vi = Grau de liberdade do ensaio;

2 A . .
S5 = Variancia do ensaio.

S2 zvi 'Siz
conj — ZV[
~(1.0,03125) +(1.1,5488) + (1.1,125) +(1.7,2.107)
[+1+1+1

S2

conj —

S% =0,5795

conj

A variancia conjunta foi usada no calculo da variancia do efeito e posteriormente ao
realizar a operagdo da raiz quadrada da variancia obteve-se o valor do desvio padrao do efeito.

Onde:

Szefeito = Variancia do efeito;

Szconj = Variancia conjunta;

k = niimero de varidveis envolvidas no planejamento;

S = Desvio padrao do efeito.

2t 52
Sz L conj
efeito zgl: (2k—1)2 . (no repeti§’0~eS)
S _ Sczonj i( )
efeito " (n° repetzgoeS) T2
0678 1T
S _ Sl el Al el
efelto ( 4 4 4)
0578 4
Sefelto - 2 Z
Sefelto = 0’339
Sefeito - 0’582
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Como os ensaios sao realizados em duplicata, o valor do desvio padrao da média ¢ o
valor do desvio padrdo do efeito dividido por dois.
Os resultados apresentados na tabela 8 foram tratados, o célculo dos efeitos e o erro

padrao estdo apresentados na tabela 9, e avaliagcdo de efeitos estatisticamente significativos.

Tabela 9. Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2* e os erros padrdes.

Média 11,68 +£0,29
Efeitos Principais:

1 (tempos de fermentagio) -4,93+0,58"
2 (meio fermentativo) -1,79+0,58 "

Interagao de dois fatores

12 (tempo/meio) -0,40 +£ 0,58

" Significativos com 0>0,05 para os valores maiores que 1,61.

Para o teste de averiguacao da significancia dos efeitos, o valor do desvio padrao deve
ser multiplicado pelo valor de t de Student tabelado. Para o planejamento fatorial 2%, quatro
ensaios sdo considerados, portanto o valor de t tabelado a 95% de confianca ¢ de 2,776 e
multiplicado pelo desvio padrao obtido de 0,58, resulta em 1,61. Portanto os efeitos sdo
significativos quando acima de 1,61 a 95% de confianca.

Desta forma, os resultados apresentados na tabela 8 denotam que ambos os efeitos, 1
tempo de fermentagdo e 2 meio fermentativo, com -4,93 e -1,79, respectivamente, sdo maiores
que 0,94 e portanto significativos em 95% de confianga. Sendo que o fator 1, tempo, possui
efeito mais expressivo em relagdo ao efeito 2, meio.

E possivel observar que os valores obtidos para o calculo dos efeitos gerou resultados
de modulo negativos, sugerindo que a qualidade de etanol, em °GL, tenha sido alterada
quando o ensaio variou do nivel de coeficientes (-) para o nivel acima (+), ou seja, os

melhores resultados tendem aos ensaios de 72 horas e sem nutrientes.
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Este resultado pode ser observado pelo grafico normal, onde os efeitos 1 tempo e 2

meio, representados pelas letras A e B, respectivamente. Ambos os efeitos encontram-se fora

da reta normal, como mostra a figura 13.

89

95
g0

80
70

30
20

Normal % Probability

10

-4.78 -358 =239 =120

Standardized Effect

0.00

Figura 13. Grafico normal para os efeitos principais, para o planejamento 2.

Na figura 13 a confirmacdo dos resultados indicados na Tabela 9. A reta normal que

considera os ensaios realizados (Figura 14) os efeitos 1-tempo e 2-meio, representados pelos

simbolos A e B, respectivamente, encontram-se fora da reta normal, fato que caracteriza que

os efeitos sdo significativos no processo fermentativo.
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Figura 14. Grafico normal considerando a média dos ensaios, para o planejamento 2°.
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Além dos efeitos principais apresentarem comportamento significativo, a interagao
formada entre eles ndo se comportou significativamente. Este comportamento pode ser
confirmado pelo grafico de interagdo entre o teor alcoolico em funcdo do tempo de
fermentagdo apresentando os valores obtidos variando-se o meio em fun¢do da adi¢cao ou nao
de nutrientes.

A interacdo 12 (tempo/meio) ndo ¢ considerada significativa, como indicou a tabela 8§,
este comportamento ¢ observado pelo grafico de interacdo entre os efeitos investigados, como

apresenta a figura 15.
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Figura 15. Interagio entre os efeitos 12, tempo/meio, do planejamento 27,

Nota-se no grafico que os efeitos estdo quase paralelos entre si, indicando que a
interagdo entre eles ndo apresenta efeito significativo.

Sendo assim, a regressdo proposta apresenta o °GL como uma fungdo de vy,
relacionando x; € X,, como sendo as variaveis referentes aos efeitos 1 e 2, respectivamente.

O modelo estatistico gerado pelo programa Design Expert para os resultados obtidos

esta apresentado na equagao 6.

y=1175-2,39-x-097-x, Equacao 6
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A partir do modelo de regressao proposto, foram realizados alguns calculos para
determinar se o modelo proposto ¢ valido para responder o comportamento dos resultados
observados.

Estes calculos foram empregados para a construcao da tabela ANOVA. O software
disponibiliza os valores das Somas Quadraticas, nimero de grau de liberdade e médias
quadraticas, para as fontes de variacdo relacionadas a regressao, residuos, falta de ajuste e erro
puro.

Célculo do numero de grau de liberdade para a analise de variancia proposta para o
planejamento fatorial 27,

Onde:

n = nimero de repeti¢des;

p = parametro da regressao;

m = numero de niveis da variavel.

Grau de liberdade total:
Total =n—-1

Total=n—1=8-1=7

Grau de liberdade da Regressao
Re gressdo=p—1
Regressdo=p—-1=3-1=2
Grau de liberdade dos Residuos:
Residuos =n—p

Residuos =n—p=8-3=5
Grau de liberdade do Erro Puro:
ep =Y. (n,~1)=(n-m)
ep=n—-m=8—-4=4

Grau de liberdade da Falta de Ajuste:
faj =m~p
faj=m—-—p=4-3=1
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Os valores dos graus de liberdade sao usados na razao entre soma quadratica e grau de
liberdade para a obtencdo do valor das médias quadraticas das fontes de variacdo,
apresentados na tabela ANOVA.

Outro calculo realizado para avaliar a aptiddao do modelo de regressao ¢ por meio da

obtencdo da porcentagem explicada e porcentagem maxima explicavel.

Porcentagem explicada:

% — SQR
SOr

Onde,

SOy = Soma Quadratica da Regressao;

SQ; = Soma Quadratica Total.

SO, 53,29
SO,  57.86

% =

-100=92,10%

Porcentagem méxima explicavel:

o) — SQT _Ser

SQ; = Soma Quadratica Total;

SQ,, = Soma Quadrética do Erro Puro.

SOr 80, _57,86-3,95
SO, 57,86

% =

-100=93,17%

Agrupando os resultados obtidos das equagdes em uma tabela ANOVA, obtém-se a

analise da varidncia para a regressao proposta (Tabela 10).
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Tabela 10. Tabela ANOVA para o planejamento fatorial 2°.

Fonte de variacao Soma Quadratica N°deg. L Média Quadratica
Regressdo 53,29 2 26,65
Residuos 4,57 5 0,91
Falta de Ajuste 0,62 1 0,62
Erro puro 3,95 4 0,99
Total 57,86 7

% da variagao explicada: 92,10

% maxima de variagdo explicavel: 93,17

Admitindo que os erros sigam uma distribui¢do normal, o calculou-se a razdo entre as

médias quadraticas da regressdo pelo residuo, ou seja, o teste F para a regressao:

o MO,
MQ

;
Onde,
MQ, = Média Quadratica da Regressao;

MQ, =Média Quadratica do residuo.

MO, 26,65
MO, 091

=29,29

A razdo, MQr/MQ;, € de 29,29. O grau de liberdade calculado para a regressdo e o
residuo foi de 2 e 5, respectivamente. O valor tabelado no nivel de 95% de confianca é de
F,5=5,79. Como o valor de F da regressdo calculado ¢ superior ao valor tabelado o modelo
de regressao proposto € significativo.

Agora se torna necessario encontrar se ha evidéncias de falta de ajuste no modelo, por

meio de outro teste F para falta de ajuste:

F = MQfaj
MO,

ep

45



Onde,
MQ,,; = Média Quadrética da Falta de Ajuste;

MQ,, = Média Quadritica do Erro Puro.

MO . .
F= Ory _062_ 0,626
MQ,, 099

A razdo entre MQgi/MQcp, cujo valor obtido de 0,626 ¢ inferior ao valor tabelado.
Tendo em vista que o grau de liberdade encontrado para a falta de ajuste e para o erro puro,
sdo respectivamente 1 e 4, o valor encontrado tabelado de F;4 = 7,71, & superior ao
encontrado, indicando que a regressao ¢ significativa € que nao apresenta falta de ajuste.
Portanto os resultados da analise de varidncia sugerem que o modelo estatistico ¢ valido para
um intervalo de 95% de confianca.

A verificagdo do modelo estatistico, por meio da andlise de residuos gerados pela falta

de ajuste estd apresentada na figura 16.
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Figura 16. Residuos gerados pela falta de ajuste para o planejamento fatorial 2.

Os residuos se comportam de forma aleatéria, indicando que ndo ha evidéncia de falta

de ajuste do modelo estatistico proposto para o planejamento fatorial 2%
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A mesma analise de residuos estende-se para os residuos gerados em fun¢ao dos erros

experimentais, ou seja, em relagdo ao erro puro (Figura 17).

Residuals vs. Run
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Figura 17. Grafico de residuos gerados pelo erro puro para o planejamento fatorial 2°.

O comportamento encontrado no grafico de residuos para o erro puro também nao sao
significativos, pois se comportam de forma aleatdria em torno da média.

Portanto, estd confirmado que o modelo de regressdo proposto ¢ valido para
representar os resultados obtidos para o fatorial 2°.

Considerando o modelo de regressdo, a avaliacdo dos ensaios realizados torna-se
importante para a determina¢do dos melhores ensaios. Desta forma € possivel verificar em
que condi¢des experimentais o melhor ensaio ocorreu. Sendo assim a Figura 18, apresenta um
grafico do fator 1, tempo em fun¢do do fator 2, meio, contendo nos vértices de um quadrado o

valor respectivo da média do ensaio realizado.
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Figura 18. Combinacgdo entre fatores e os niveis de variagdo em func¢do dos resultados do

planejamento experimental 2°.

O melhor resultado, de 14,83 °GL, foi obtido a partir do ensaio com tempo de
fermentagdo de 72 horas e sem a inser¢cdo de nutrientes, como a figura 18 apresenta o resumo
de ensaios.

A andlise dos resultados mostra que a inser¢do de nutrientes ndo contribui para uma
melhora na produ¢do de etanol. Outro fator decisivo na avaliagdo do processo foi percebido
experimentalmente, pois as destilagdes das amostras que continham nutrientes provavelmente
tenham conferido ao mosto um efeito ebulioscopico na destilacdo das amostras fermentadas,
visto que a inser¢do dos compostos inorganicos no mosto alterou consideravelmente a
temperatura de ebulicdo do etanol produzido, tornando-a instdvel e acima do ponto de
ebulicdo padrao do alcool etilico. Desta forma, estas consideragdes foram empregadas para o

estudo do planejamento de trés fatores.
5.4.2 Analise do Planejamento Fatorial 2°
O estudo das varidveis do processo fermentativo do planejamento fatorial 2* indicou

que a insercdo de nutrientes ndo contribuiu significativamente para a producdo de alcool. Por

. . . 3 ., ~
este motivo, no planejamento fatorial 2°, a manteve-se a varidvel, 1, tempo de fermentacdo e
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alterou-se a variavel 2, para a variacdo entre gendtipos, UGA 05 e UGA77. A terceira

variavel, 3, inserida neste delineamento estatistico foi o tipo de levedura empregada para

fermentar o mosto de batata-doce, em tablete ou po. Os resultados estdo apresentados na

Tabela

11.

Tabela 11. Ensaios realizados do planejamento 2° com dados experimentais, média dos

resultados, grau de liberdade e variancia.

2

Ensaio | 1 Tempo | 2 Genétipo | 3 Levedura Resposta / "GL g. l. | média Si

1 72 h UGA 05 Po 6,03 7,67 6,85 1,345
2 96 h UGA 05 Po 15,08 17,60 1 16,34 1,782
3 72 h UGA 77 Po 21,24 19,36 1 20,30 1,767
4 96 h UGA 77 Po 19,61 17,72 1 18,67 1,786
5 72 h UGA 05 Tablete 18,60 17,10 1 17,85 1,125
6 96 h UGA 05 Tablete 19,48 17,72 1 18,60 1,549
7 72 h UGA 77 Tablete 33,31 31,43 1 32,37 1,767
8 96 h UGA 77 Tablete 23,21 21,50 1 22,505 | 2,020

multiplicada pela matriz que contém os resultados obtidos pela média dos ensaios.

. . 2 .
variancia conjunta, S”.o,j €Xpressa a seguir:

Onde:

2 . A . . .
S”conj = Variancia conjunta;

V= Grau de liberdade do ensaio;

) A . .
S5 = Variancia do ensaio.

SZ _ zvi 'Siz

conj —

S2

conj —

S2

conj

2V

O célculo dos efeitos se da pela matriz transposta da coluna codificada do efeito

Para o célculo do erro padrao foi utilizando primeiramente encontrando o valor para a

(1.1125) + (1.1,1549) + (1.1,767) + (1.2.020) + (1.1,345) + (1.1,782) + (1.1,767) + (1.1,186)

=1,643

I1+1+1+1+1+1+1+1
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A variancia conjunta foi usada no calculo da variancia do efeito e posteriormente ao

realizar a operagdo da raiz quadrada da variancia obtém-se o valor do desvio padrdo do efeito.

ok S2 .
§2 = conj
ofeito Z‘ (2]‘_1)2 -(n°repeticoes)
S _ Sczonj i( )
90 (n° repeticoes) T (2772
Sefett0_1643 (_ l L+i+l+l i )
16 16 16 16 16 16 16 16
» 1,643 . 8
efeito o) 16
Sefem =0,411
Sefeito — 0,641

Como os ensaios sdo realizados em duplicata, o valor do desvio padrao da média ¢ o
valor do desvio padrao do efeito dividido por dois.
Os resultados apresentados na tabela 10 foram tratados, o célculo dos efeitos e o erro

padrdo estdo apresentados na tabela 12, e avaliagdo de efeitos estatisticamente significativos.

Tabela 12. Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° e os erros padrdes.

Media 19,18 £ 0,33

Efeitos Principais:

1 (tempos de fermentagio) -0,63 £ 0,64
2 (genétipo) 17,10 £ 0,64
3 (levedura) 14,59 + 0,64 "
Interagao de dois fatores:

12 (tempo/genétipo) -10,87 + 0,64 "
13 (tempo/levedura) 8,49+ 0,64
23 (genotipo/levedura) 1,33 + 0,64

Interagao de trés fatores:

123 (tempo/gendtipo/levedura) 0,26 £ 0,64

" Significativos com 0>0,05 para os valores maiores que 1,48.
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Para o teste de averiguacao da significancia dos efeitos, o valor do desvio padrao deve
ser multiplicado pelo valor de t de Student tabelado. Para o planejamento fatorial 2°, oito
ensaios sdao considerados, portanto o valor de t tabelado a 95% de confianca ¢ de 2,306 e
multiplicado pelo desvio padrao obtido de 0,64, resulta em 1,48. Portanto os efeitos sao
significativos quando acima de 1,48 a 95% de confianca.

Desta forma, os resultados para o planejamento fatorial 2°, entretanto mostram que
somente a diferenca entre genotipos, efeito 2, e o tipo de levedura, efeito 3, empregada no
processo sao significativos, com valores de 17,10 e 14,59, respectivamente, sendo estes acima
do erro de 1,48 para o intervalo de 95% de confianca.

Os valores obtidos no calculo dos efeitos sdo de mddulo positivo e nos infere que o
alcool obtido, em "GL, tenha sido melhor quando o ensaio variou dos coeficientes (-) ao (+).
Sugerindo que o ensaio para os efeitos 2 e 3, respectivamente, genotipo UGA 77 e a levedura
tablete tendam aos melhores resultados.

As interacdes significativas sdo a tempo/gendtipo, do tipo 12 e tempo/levedura, do tipo
13, com valores de -10,87 e -8,49, respectivamente a 95% de confianca. O efeito
genotipo/levedura, 23, e tempo/gendtipo/levedura, 123, ndo sdo estatisticamente
significativos, visto que o valor dos efeitos calculados sdo inferiores que 1,48.

O comportamento dos fatores, bem como as interagdes significativas sdo confirmadas

no gréafico normal (Figura 19), onde encontram-se fora da reta os efeitos significativos.
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Figura 19. Grafico normal para os efeitos principais, para o planejamento 2°.
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Como esperado, observa-se na figura 19, que efeitos 1 e 2 representados pelos
simbolos A e B, respectivamente ficam fora da reta normal e sdo significativos. As interagdes
12 tempo/gendtipo e 13 tempo/levedura apresentam comportamento significativo e sdo
representadas pelo simbolo AB e AC, respectivamente.

A reta normal que considera os ensaios realizados (Figura 20) confirma que sdo

significativos 1, 2, 12 e 13, representados por A, B, AB e AC, respectivamente.
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Figura 20. Grafico normal considerando a média dos ensaios, para o planejamento 2°.

Para o modelo estatistico, o efeito 1, tempo de fermentacdo, ndo seja significativo no
fatorial 2°, mas as interagdes formadas por ele sdo significativas, por este motivo o efeito 1 foi
acondicionado como significativo para que se possa ter melhor avaliacdo do efeito de
interagdes 12 e 13, respectivamente entre tempo/genoétipo e tempo/levedura.

As interagdes formadas apresentaram comportamento significativo. Primeiramente a
andlise de interagdo do tipo 12, tempo/genétipo pelo grafico de interagdo entre o teor
alcoolico em funcdo do tempo de fermentacdo apresentando os valores obtidos variando-se o

ensaio para a fermenta¢do do genotipo UGA 05 e UGA 77.
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A andlise de interagcdo existente entre a atuacdo dos genotipos de batata-doce em

fun¢@o do tempo esta apresentada na figura 21.

Interacéo

o5 | 2: Genétipo = UGAiE

& UGATT

3

Teor alcéolico / °GL

I I I I I
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

1; Tempo

Figura 21. Interagdo entre os efeitos 12, tempo/genotipo, do planejamento 2%,

O grafico de interagdo da figura 21 mostra que as retas ndo estdo paralelas entre si, de
forma que tendem a se encontrar, fato que caracteriza a interagdo significativa.

Observa-se que ha um acréscimo dos valores de teor alcoolico quando o tempo variou
do ensaio de 72 horas de fermentacao para o de 96 horas para o clone de batata-doce UGA 05.

Portanto o efeito que o tempo produz ¢ mais expressivo para o genotipo UGA 05, onde
o tempo tende a aumentar a produgdo de etanol deste clone de batata-doce.

A outra interagdo significativa no processo fermentativo ¢ a acdo da levedura em
funcdo do tempo de fermentacao, interagdo do tipo 13, tempo/levedura. A Figura 22 apresenta
o grafico de interacdo fixando o tempo de fermentacdo em fungdo do tempo de fermentacao

sob a variacdo da levedura em po e em tablete.
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Interacéao
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& Tablete
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Figura 22. Interagio entre os efeitos 13, tempo/levedura, do planejamento 2°.

O gréfico de interacdo da Figura 22 demonstra que os efeitos ndo sdo paralelos entre
si, caracterizando a interagdo significativa.

A relagdo existente entre o tempo e a a¢do das leveduras, mostra um comportamento
mais expressivo na levedura em pd, visto que foi observado uma aumento no teor alcoolico
quando o ensaio variou de 72 para 96 horas de fermentagao sob a agdo da levedura em po.

Para um melhor entendimento entre as interagdes existentes, o modelo estatistico
gerado pelo programa Design Expert® criou equacgdes para caracterizar o efeito das
interacdes.

Fixando o comportamento do gendtipo de batata-doce UGA 05 sob a influéncia da
acdo das leveduras em fung¢do do tempo, o programa gerou modelos estatisticos.

A equacdo 7 apresenta o comportamento da fermentacdo da cultivar UGA 05

fermentada com a levedura em po.

UGA05
Po

y=1128250 + 4,7 Tempo Equaggo 7
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O comportamento encontrado no grafico de interacdo ¢ confirmado, visto que o
coeficiente da varidvel tempo possui modulo positivo, o que sugere que a produgdo de etanol
venha a aumentar com o passar do tempo quando a batata-doce UGA 05 ¢ fermentada com
levedura em po.

Quando a fermentacdo do mesmo clone ocorre sob a a¢ao da levedura em tablete, o
coeficiente da variavel tempo também possui mddulo positivo, porém com um valor menor
(Equagdo 8), indicando que o efeito do tempo ¢ menos expressivo quando a fermentagdo

ocorre com este tipo de fermento.

UGAOD5
Tablete

y=18,53750+0.,42- Tempo Equacao 8

O mesmo procedimento foi aplicado para a avaliacdo do comportamento do genotipo
UGA 77 em funcdo da levedura, a equagdo proposta pelo programa para a fermentagdo do

genoétipo 77 fermentado sob a acdo da levedura em po estd apresentada na equagao 9.

UGATT
Po

y=19,79500-0,77250-Tempo Equacao 9

Nota-se na equacdo 9 que o coeficiente da variavel tempo possui moédulo negativo,
sugerindo que o tempo ndo contribua para um aumento na produgdo de alcool. O genotipo
UGA 77 quando fermentado sob a acdo da levedura em pd, ndo apresenta aumento na
producdo de 4lcool em funcdo do tempo de fermentacao.

Quando a levedura em tablete ¢ usada para fermentar o genétipo UGA 77 o efeito do
tempo ¢ mais expressivo, visto que o coeficiente agregado a variavel tempo é maior, e

também em modulo negativo, como mostra a equagao 10.

UGAT7
Tablete

y=27,05000-5,05250-Tempo Equag&o 10
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No genotipo UGA 77 o tempo apresentou efeito contrario ao observado no clone UGA
05, apresentando diminuicdo da produtividade de alcool quando a batata-doce UGA 77 ¢
fermentada, comportamento mais expressivo quando empregou-se a levedura em tablete.

Portanto, a influéncia do tempo de fermentagdao pode variar dependendo do tipo de
genotipo e de levedura empregado no processo fermentativo. O tempo apresentou maior
influéncia na batata-doce UGA 05, sugerindo que esta cultivar venha a produzir mais alcool
com o passar do tempo quando fermentada sob a agdo da levedura em po.

Para explicar o comportamento dos resultados obtidos o modelo estatistico proposto

pelo programa Design Expert para os resultados obtidos esta apresentado na equagado 11.

y=1917-0,18-x +4,26-x, +3,63-x; — 2,74 - x;x, — 2,14 - x;x, Equacao 11

O modelo de regressdao proposto pelo programa Design Expert apresenta os
parametros criados e codificados com os simbolos, sendo que x; refere-se ao efeito 1, assim
como 0 X, ao efeito 2, o x3 ao efeito 3, x;X» ao efeito 12 e x;x3 ao efeito 13. O estudo do
melhor modelo que represente os resultados foi obtido adicionando o efeito 1, visto pelo
parametro x;, mesmo que nao seja significativo, porém a insercdo desse parametro foi para
melhor estudar os efeitos de interagdo, e 0 mesmo apresenta baixo valor para o coeficiente do
parametro X;.

A partir do modelo de regressdo proposto, foram realizados alguns célculos para
determinar se o modelo proposto ¢ valido para responder o comportamento dos resultados
observados.

Os calculos realizados foram utilizados na constru¢ao da tabela ANOVA. O software
disponibiliza os valores das Somas Quadraticas, nimero de grau de liberdade e médias
quadraticas, para as fontes de variacdo relacionadas a regressao, residuos, falta de ajuste e erro
puro.

Calculo do nimero de grau de liberdade para a analise de varidncia proposta para o
planejamento fatorial 2°.

Onde:

n = nimero de repeti¢des;

p = parametro da regressao;

m = numero de niveis da variavel.
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Grau de liberdade total:

Total =n—1
Total=n-1=16-1=15

Grau de liberdade da Regressao
Re gressdo = p—1
Regressio=p—-1=6-1=5
Grau de liberdade dos Residuos:
Residuos =n—p

Residuos =n—p=16—-6=10
Grau de liberdade do Erro Puro:

ep=2.(n,—1)=(n-m)
ep=n—-m=16-8=8

Grau de liberdade da Falta de Ajuste:
faj=m—p
faj=m—-p=8-6=2

Os valores dos graus de liberdade foram usados na razdo entre soma quadratica e grau
de liberdade para a obtencdo do valor das médias quadraticas das fontes de variagdo,
apresentados na tabela ANOVA.

Outro calculo realizado para avaliar a aptiddo do modelo de regressao ¢ por meio da

obtencdo da porcentagem explicada e porcentagem maxima explicavel.

Porcentagem explicada:

% — SQR
SOr

Onde,

SO, = Soma Quadratica da Regressio;

SO, = Soma Quadratica Total.
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SQ, 693,95

% = =
SO, 709,53

-100=97,80

Porcentagem maxima explicavel:

0 = SQT _Ser

SQ; = Soma Quadratica Total;

SQ,, = Soma Quadrética do Erro Puro.

SOr —SQ,, _709,53-13,98
SO, 709,53

% = -100=98,03%

Agrupando os resultados obtidos das equagdes em uma tabela ANOVA, obtém-se a

analise da varidncia para a regressdo proposta para o planejamento fatorial 2° (Tabela 13).

Tabela 13. Tabela ANOVA para o planejamento fatorial 2°.

Fonte de variacao Soma Quadréatica N°deg. L Média Quadratica
Regressao 693,95 5 138,79
Residuos 15,57 10 1,56
Falta de Ajuste 1,59 2 0,80
Erro puro 13,98 8 1,75
Total 709,53 15

% da variagao explicada: 97,80

% maxima de variagdo explicavel: 98,03

Admitindo que os erros sigam uma distribuicdo normal, o calculou-se a razao entre as

médias quadraticas da regressao pelo residuo, ou seja, o teste F para a regressao:
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o MO,
MO

r

Onde,

MQ, = Média Quadratica da Regressao;
MQ, =Meédia Quadratica do residuo.

MQ, 138,79
MO, 156

7

F=

=88,97

A razdao, MQr/MQ;, encontrada ¢ de 88,97. O grau de liberdade calculado para a

regressdo e o residuo foi de 5 e 10, respectivamente. O valor tabelado no nivel de 95% de

confianca ¢ de Fs o= 3,33. Como o valor de F da regressdo calculado ¢ superior ao valor

tabelado o modelo de regressao proposto ¢ significativo

Agora se torna necessario encontrar se hé evidéncias de falta de ajuste no modelo, por

meio de outro teste F para falta de ajuste:

F = MQfaj
M er
Onde,

MQ ' = Média Quadratica da Falta de Ajuste;

MQ,, =Média Quadrtica do Erro Puro.

MO,
F= Oy _ 088 _ 0,460
MQ,, 175

A razio entre MQgi/MQ.p, cujo valor obtido de 0,460 ¢ inferior ao valor tabelado.

Tendo em vista que o grau de liberdade encontrado para a falta de ajuste e para o erro puro,

sdo respectivamente 2 e 8, o valor encontrado tabelado de F,g =

4,46, ¢ superior ao

encontrado, indicando que a regressdo ¢ significativa e que ndo apresenta falta de ajuste.

Portanto os resultados da andlise de variancia sugerem que o modelo estatistico ¢ valido para

um intervalo de 95% de confianga.
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A andlise dos residuos gerados pela falta de ajuste do modelo proposto para o

planejamento experimental 2° est4 apresentada na figura 23.

Residuals vs. Predicted
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Figura 23. Residuos gerados pela falta de ajuste para o planejamento fatorial 2°.

Como o comportamento dos residuos gerados pela falta de ajuste sdo aleatorios
demonstra que o modelo esta apto a explicar os resultados do planejamento. Os residuos

gerados pelo erro experimental, representados pelo erro puro estao apresentados na figura 24.

Residuals vs. Run

3.00

200 —

o NEWARY.
NERVEVERTAS

-2.00 —|

Internally Studentized Residuals

-3.00

Run Number

Figura 24. Residuos gerados pelo erro puro para o planejamento fatorial 2%,
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Nos graficos de residuo apresentados, tanto pela fata de ajuste quanto ao erro puro, o
comportamento residual foi aleatorio em torno da média, indicando que nao ha evidéncia de
falta de ajuste do modelo, logo o modelo estatistico proposto ¢ significativo.

Portanto, estd confirmado que o modelo de regressao proposto ¢ valido para
representar o comportamento dos resultados obtidos para o fatorial 2°.

Considerando o modelo de regressdo, a avaliacdo dos ensaios realizados torna-se
importante para a determinagdo dos melhores ensaios. Desta forma ¢ possivel verificar em
que condi¢des experimentais o melhor ensaio ocorreu. Desta forma, os resultados obtidos
experimentalmente foram arranjados na forma de um cubo, cujos vértices referem-se aos

ensaios codificados das trés variaveis, a figura 25 apresenta o resumo de ensaios.

CUBO
Teor alcdolico / *GL
28 2
32.1025 21.9975
2 | 2
2+ UGA 77 20.5675 19.0225
(8]
2 :
S ]
c 7 =PRI ——— 2
8 ’ 18.1175 18.9575 3+: Tablete
&
3: Levedura
2 2
2-: UGA 05 6.5825 15,9825 3-:Po
1-:72h 1+: 968 h
1: Tempo

Figura 25. Analise do melhor ensaio pelo método do cubo.

A analise dos vértices do cubo indica que o ensaio que gerou a maior média de etanol
em "GL, apresenta um valor de 32,1025. Este resultado foi obtido a partir da realizagdo do
ensaio sob as seguintes condi¢des: efeito 1 contraste (-), efeito 2 contraste (+), efeito 3
contraste (+), ou seja, no tempo de 72 horas de fermentagdo da batata-doce UGA 77 com
emprego da levedura em tablete.

Para uma melhor avaliagdo do processo fermentativo ¢ um aprimoramento de
resultados seria necessario um estudo em funcao da superficie de resposta, pois desta forma ¢

possivel encontrar o ponto maximo para a melhor produgao de etanol. Porém nao foi possivel
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obter o grafico de superficie de resposta deste planejamento fatorial porque das trés variaveis
estudadas, apenas uma ¢ numérica, tempo de fermentacdo, e as outras duas varidveis sao
categoricas, desta forma, ndo ¢ possivel prolongar os resultados e gerar a superficie de

resposta.
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6 CONCLUSOES

Os gendtipos de batata-doce apresentam diferencgas significativas entre si € interagem com o

tempo de formas diferentes. O tempo aumenta a aptidao do genotipo UGA 05.

O clone de batata-doce UGA 05 fermentado com a levedura em pd apresentou melhores
condi¢cdes no tempo de 72 horas. Os melhores resultados foram obtidos com o genotipo UGA

77 fermentado com a levedura em tablete em 72 horas de fermentacao.

O tempo de fermentacdo exerce influéncia na producdo de alcool. Para o clone de batata-doce

UGA 05 a produgao de alcool tende aumentar em funcao do tempo de fermentagao.

O estudo do meio fermentativo sugere que a adicdo de nutrientes ndo contribui
significativamente na producdo de etanol, pois os melhores resultados foram obtidos na

condi¢do sem nutrientes e no tempo de 72 horas de fermentacao.
As leveduras empregadas na fermentacdo dos clones de batata-doce apresentam diferencas

entre si e comportam-se como efeito significativo no processo fermentativo, que varia de

acordo com o gendtipo utilizado.
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Estudar as condi¢des de hidrodlise, como tempo, pH, temperatura, gelatinizacdo do amido.
Investigar o comportamento enzimatico em relacdo a variagdo da solucdo empregada como
meio de acdo das enzimas que promovem a sacarificagdo do amido. Trabalhar com a

viscosidade do mosto e grau Brix.

Estudar o efeito das concentragdes das leveduras empregadas e investigar a reagdo de
fermentagdo em fungdo da adi¢do de Ny), ou seja, verificar se ha diferenga na produgdo de
etanol obtido nas condigdes do meio aerado e desaerado. Realizar ensaios de fermentagao sob
diferentes condi¢des de temperatura, pois esta foi fixa em 36°C. Variar o reator empregado no

processo, para um comprado comercialmente e/ou elaborar um reator com saida de gas.

Como o gendtipo de batata-doce que gerou melhores resultados foi a UGA 77 que apresenta
na sua composi¢do maior teor de agucar, verificar o comportamento em outros genotipos com
elevados teores de acticar, que podem ser obtidos com o cultivo sob diferentes fertilizantes e

adubo. Testar a fermentacao com a batata-doce in natura, ou seja, com a massa fresca.
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