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RESUMO

Atualmente, a maior parte das necessidades de energia do mundo sdo baseadas no uso de
combustiveis fosseis. O rapido crescimento tanto da demanda global de energia quanto das
emissdes de didxido de carbono associadas ao uso desses combustiveis tem impulsionado
a producdo de combustiveis através de fontes alternativas, que sejam renovaveis e tenham
menor impacto ambiental. O etanol € considerado um dos melhores biocombustiveis para o
transporte, pois pode ser queimado diretamente ou misturado com gasolina para melhorar
a combustéo em veiculos, resultando em menor emissao de didéxido de carbono para reduzir
0s gases de efeito estufa na atmosfera. A fermentagdo etandlica utiliza mondémeros de
glicose e frutose que podem ser extraidos da matéria-prima cana-de-agucar no formato de
sacarose. Grande parte dos agUcares totais fornecidos pela cana-de-acucar sao facilmente
metabolizados pela levedura Saccharomyces cerevisiae sp., contudo, uma pequena fracao
na ordem de 4 g.L! é formada por polissacarideos e oligossacarideos infermentesciveis
pelos microrganismos do estudo em questdo. A otimizacdo do processo fermentativo
aplicando enzimas capazes de converter polissacarideos e oligossacarideos em acucares
fermentesciveis pode incrementar a producao de etanol de cana-de-acgucar, possibilitando
gue as Usinas Brasileiras alcancem maiores ganhos financeiros e ambientais, com a mesma
guantidade de matéria-prima e sem aumentar a area plantada. O objetivo do presente
trabalho foi analisar com ferramentas estatisticas os resultados da aplicacdo industrial de
um preparado enzimatico contendo atividade de carboidrases para transformacédo dos
acucares nao fermentesciveis pelas leveduras Saccharomyces, utilizando como substrato
o mosto de duas Usinas de cana-de-acucar na regido sudeste do Brasil. Foram avaliados
diferentes periodos com intervalos de aplica¢éo, definidos como tratamento com a aplicacéo
das enzimas e controle, na auséncia de enzimas, a fim de investigar a acdo das enzimas
diante das multiplas instabilidades peculiares desta industria. Os resultados indicaram que
0 preparado enzimético foi capaz de aumentar a concentracdo de glicose disponivel,
contribuindo com o processo fermentativo e podendo gerar acréscimo de 5739 litros por dia
em uma Usina com capacidade de moagem de 26 mil toneladas de cana-de-acucar por dia
operada em modo batelada e outros 2448 litros por dia de etanol com processo continuo e
capacidade de moagem de 15 mil toneladas de cana por dia. Estes resultados oferecem um
potencial de entrega superior a R$ 950 mil para a usina operada em modo batelada e
adicionais R$ 405 mil para a usina operada em modo continuo, considerando uma safra
com 200 dias de operacéao.

Palavras-chave: Fermentacdo Etandlica; Enzimas; Carboidrases; Oligossacarideos;
Polissacarideos.



ABSTRACT

Currently, the most part of energy world's needs are based on the use of fossil fuels. The
rapid growth in both global energy demand and carbon dioxide emissions associated with
the use of these fuels has driven production through alternative sources, which are
renewable and have less environmental impact. Ethanol is considered one of the best
biofuels for transportation, as it can be burned directly or mixed with gasoline to improve
combustion in vehicles, resulting in lower carbon dioxide emissions to reduce greenhouse
gases in the atmosphere. Ethanol fermentation uses glucose and fructose monomers that
can be extracted from the raw material sugarcane in the form of sucrose. Most of the total
sugars supplied by sugarcane are easily metabolized by the yeast Saccharomyces
cerevisiae sp., however, a small fraction in the order of 4 g.L* is made up of polysaccharides
and oligosaccharides not fermentable by the microorganisms of the study in question. The
optimization of the fermentative process by applying enzymes capable of converting
polysaccharides and oligosaccharides into fermentable sugars can increase the production
of sugarcane ethanol, enabling Brazilian plants to achieve greater financial and
environmental gains, with the same amount of raw material and without increasing the
planted area. The objective of the present work was analyze, with statistical tools, the results
of the industrial application of an enzymatic preparation containing activity of carbohydrases
for transformation of non-fermentable sugars by the yeasts Saccharomyces, using as a
substrate the must of two sugarcane plants in the southeastern region of Brazil. Different
periods with application intervals defined as treatment with the application of enzymes and
control, in the absence of enzymes, in order to investigate the action of enzymatic
preparation above multiple peculiar instabilities of this industry. The results indicated that the
enzymatic preparation was able to increase the concentration of glucose available,
contributing to the fermentation process and being able to generate an increase of 5739
liters per day in a Sugarcane Mill with crushing capacity of 26 thousand tons of sugarcane
per day, operating in a batch mode and other 2448 liters of ethanol per day with continuous
process and milling capacity of 15 thousand tons of cane per day. These results offer a
delivery potential over than R$ 950 thousand for the plant operated in batch mode and an
additional R$ 405 thousand for the plant operated in continuous mode considering a season
working 200 days.

Keywords: Ethanol fermentation; Enzymes; Carbohydrases; Oligosaccharides,
Polysaccharides.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, sendo que na safra de
2019/2020 foram produzidos 642 milhdes de toneladas de cana (CONAB, 2020), e atrai
interesse mundial devido a diversidade de produtos que dela podem ser produzidos. O
etanol derivado de cana-de-aclcar apresenta-se como alternativa energética aos
combustiveis derivados do petroleo, por ser uma fonte de energia renovavel e menos
poluente (MARQUES, 2013). O Brasil € o maior exportador de etanol do mundo, além de
ser o segundo maior produtor, sendo os Estados Unidos o maior produtor da atualidade. Na
safra de 2019/2020 foram produzidos no Brasil aproximadamente 35,6 bilhdes de litros de
etanol de cana-de-acucar (CONAB, 2020).

O caldo de cana-de-acUcar processado pelas Usinas brasileiras € um composto
bifasico solido/liquido. Na porcéo solida do caldo-de-cana podemos encontrar uma estrutura
lignocelulésica complexa integrada por fibras celulésicas e lignina, ao passo que na porgéo
liguida (caldo), formada por uma suspensdo aquosa contendo uma grande variedade de
compostos organicos e inorganicos sendo que destes 90%, aproximadamente, sao
acucares (MARQUES, 2013).

A mecanizacdo da colheita de cana-de-agUcar proporcionou um novo patamar de
producdo de etanol de cana no Brasil, visto que acelerou a entrega de matéria-prima nas
Usinas e permitiu a ampliacdo em escala na producao de etanol, no entanto houve também
um acréscimo de impurezas vegetais e minerais chegando a industria. O sistema de
desponte e despalha dos colmos realizado pelas maquinas, somado ao prolongamento da

safra, fez aumentar a quantidade de folhas, palha, terra e maturadores aplicados na cana,
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resultando em grande quantidade de compostos fendlicos, amido e dextrana, prejudicando
o processo fermentativo (ROVIERO, 2013).

Segundo relatado por Parazzi (2017), as pontas da cana apresentam composi¢cao
variavel em funcdo do estagio de maturacédo, com pureza variando de 35 a 70%, enquanto
o colmo apresenta pureza de 83 a 90%. Neste caso, as pontas, em condicdo de baixa
maturacdo, apresentam elevados teores de acguUcares redutores, aminoacidos, amido,
acidos organicos, compostos fendlicos e polissacarideos totais, além de menores teores de
sacarose.

Alguns destes polissacarideos e oligossacarideos presentes no caldo de cana podem
ser produzidos pela propria cana ou por reacdes de decomposicdo. Reacdes quimicas,
enzimaticas e microbiologicas estdo envolvidas na deterioracdo da cana-de-acucar e podem
causar a formacéo de oligossacarideos, como a 1-kestose, 6-kestose, neo-kestose, nistose,
kestopentaose e outros oligossacarideos intermediarios na producdo da dextrana, além
disso, também pode ser formado o manitol pela acdo de bactérias hetero-fermentativas
(BORGES et al., 2014). Ainda segundo Borges (2014), os teores destes acucares
infermentesciveis para a levedura Saccharomyces cerevisiea sp., objeto de estudo do
presente trabalho, sdo da ordem de 4 kg.ton! de cana o que pode afetar em até 1,8% o
rendimento do processo fermentativo.

Desta forma, como a enzima invertase liberada naturalmente pela levedura
Saccharomyces cerevisiae sp. hidrolisa o dimero sacarose em mondmeros fermentesciveis
glicose e frutose, a aplicacdo de preparados enzimaticos contendo atividades de
carboidrases pode ter potencial em converter a maioria daqueles polissacarideos e
oligossacarideos, mencionados anteriormente, em acucares facilmente metabolizaveis

pelas leveduras (GIESE, 2011).
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2. OBJETIVO

2.1.0bjetivo Geral
Através do desenvolvimento do presente projeto, foi avaliada a eficiéncia de um
preparado enzimatico em fase de desenvolvimento contendo atividade de carboidrases,
produzido por uma empresa dinamarquesa, em processo industrial de producao de etanol
visando o aumento da oferta de acucares fermentesciveis (glicose e frutose), por meio da
bioconversdo destes originalmente presentes na matéria-prima em fracbes de
polissacarideos e oligossacarideos infermentesciveis para 0 microrganismo

Saccharomyces cerevisiae sp comercial.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar ensaio preliminar de aplicacao de preparado enzimatico comercial em vinho
contendo polissacarideos oriundos de processo industrial de producdo de etanol de
cana-de-acgUcar em escala de laboratorio;

¢ Realizar ensaio de aplicacdo de preparado enzimatico em mosto de processo de
producao de etanol em escala industrial;

e Avaliar a eficiéncia do preparado enzimatico no aumento do rendimento do processo
fermentativo etandlico em escala industrial;

e Avaliar o custo e agregacdo de valor com aplicacdo do preparado enzimatico em

processo de producéo de etanol em escala industrial.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Estrutura e composic¢ado quimica da cana-de-agucar

A cana-de-agucar, cujo nome cientifico é Saccharum spp., corresponde a uma
graminea originalmente registrada como planta da Asia Meridional e que pode atingir varios
metros de altura. Fisicamente constituida por colmos e caules grossos e muito agucarados,
possuindo poucas flores que se situam vigorosamente nas extremidades apicais e cujo

aspecto sdo geralmente cinzento-prateadas (NOBREGA, 2009) (Figura 1).

Figura 1. Auricula, bainha e colmo de cana-de-acucar.

zona radicular Zona cerosa

entrend
cicatriz foliar
né
bainha
gema
auricula

Fonte: N6ébrega, 2009.

Até 2003, segundo o Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-acgucar

(PMGCA), eram conhecidas 32 espécies de cana-de-acUcar catalogadas, sendo que todas as
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variedades de cana que hoje sao cultivadas para consumo industrial séo hibridas, envolvendo
o uso de linhagens obtidas através do cruzamento de duas ou mais espécies diferentes do
género Saccharum. Cesar (2013) complementa que Saccharum spontaneum € uma espécie
t&o polimorfica que apenas na india sdo conhecidas mais de 300 ecotipos e uma vez que este
cultivo esta presente em areas latifundiarias de aproximadamente 30 paises, as possiveis
combinagdes podem dar origem a milhares de hibridos morfologicamente semelhantes.

De acordo com Gomes (2003), a morfologia da cana-de-acucar € formada por colmos
em formatos cilindricos intercalados por nés e entrends. Os entrends (também conhecidos
como internédio, gomo ou meritalo) sdo macios e acumulam a maior parte da sacarose,
principal acucar encontrado na planta. Os nés, estruturalmente mais duros, apresentam
concentracdes inferiores de sacarose e possuem importantes caracteristicas para
identificacéo das variedades, tais como: cicatriz foliar, gemas, regido radicular e regido cerosa
ou glauca. Na extremidade superior dos colmos ainda estéo presentes a auricula e a bainha.
Em todo Brasil é possivel encontrar cultivos de cana-de-acUcar em funcdo da sua grande
capacidade de adaptacéo a climas e solos diferentes (NOBREGA, 2009).

A composigao quimica da cana varia em funcé@o das diferentes regides agucareiras,
nas diferentes localidades de uma mesma regido e nos distintos anos na mesma localidade,
por influéncia da variedade, idade, sanidade, tratos culturais, clima, solo, temperatura,
umidade, precipitacdo pluvial, adubacao, dentre outros, o que ndo permite citar nimeros que
representem uma composi¢ao quimica universal (Tabela 1).

De acordo com Nobrega (2009), a sacarose € 0 componente que mais interessa a
producéo do aculcar, do etanol e da cachacga, sendo que quanto mais elevado for o teor desse

dissacarideo, mais elevado sera o rendimento agroindustrial destes bioprodutos.
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O maior teor de sacarose € alcancado em plena maturacdo, motivo pelo qual é
importante para os bons resultados da transformacéo desta matéria-prima em etanol, saber

guando a cana-de-acucar esta totalmente madura no campo antes da colheita.

Tabela 1. Composicédo quimica da cana-de-acucar e respectivo caldo, em grama por
100 g (%bmassa/massa, base umida).

Componente Percentual Subcomponente Percentual
AcUcares presentes em 15-23 Sacarose 14-23
cana-de-agucar Dextrose (glicose) 0,3-1,1

Levulose (frutose) 0,0-0,7
N&o-acUcares presentes 1,5-2,5 Matérias nitrogenadas, 1,5-2,5
em cana-de-agucar aminoécidos, sais minerais,

substéancias pécticas,
gomas, mucilagens, acidos
livres, materiais corantes,
gorduras e ceras
Caldo de cana-de-acucar 86-92 Agua 75-82
Solidos em solucao (°Brix) 18-25
Fibra de cana-de-acucar 8-14 - -
Fonte: adaptado de Nébrega, 2009.

Stupiello (2000) afirma que as pontas das canas podem apresentar diferentes
concentracdes de acUcares redutores, aminoacidos, amido, acidos organicos, compostos
fendlicos e polissacarideos totais em fungcédo do nivel de maturacdo, sendo que o teor de
polissacarideos é maior em cana imatura do que na cana-de-acucar madura. O processo de
degradacdo da cana-de-agUcar promove a acdo de enzimas transferases especificas da
propria cana convertendo sacarose em oligo e polissacarideos, além de abrir caminho para
acao de microrganismos cujas acdes podem contribuir com o aumento destes compostos na
matéria-prima (RAMOS; RAVELO, 2009).

O mosto pode ser constituido por uma mistura de agua, caldo e melaco, ou mel
dependendo do termo local. Em destilarias autbnomas, nédo ha fabrica de agucar, e portanto,

0 mosto de fermentacao € exclusivo de caldo de cana e agua. Ja em usinas com destilaria
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anexa, o melaco € um subproduto obtido através da centrifugacéo das massas cozidas na
fabricacéo de acucar e que ndo se pode mais extrair os cristais de sacarose (LIMA et al., 2001).
De acordo com Gomes (2011) o melaco apresenta densidade em torno de 1,5 g.L e é rico
em acucares fermentesciveis, caracterizando uma boa fonte de carbono para o metabolismo
microbiano, além de importantes macronutrientes como nitrogénio e fosfato e também
micronutrientes fundamentais durante a fermentacao, tais calcio, magnésio, zinco, manganeés,

cobre e ferro (CAZETTA, 2005).

3.2.Sintese e distribuicdo de oligossacarideos em cana-de-acucar

Eggleston (2003) realizou a distribuicdo dos oligossacarideos na planta de cana-de-
acucar, considerando as distintas areas do seu tecido: as folhas, a regido do ponto de
crescimento (parte superior imatura do peddnculo) e o caule com pedunculo médio e

pedunculo inferior caracterizado pelos internédos do talo (Figura 2).
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Figura 2. A) Divisdo da cana-de-acucar em (a) ponta com folhas verdes e (b) caules
maduros. (B) Divisdo da cana-de-agucar em (a) pontas verdes, (b) regido de crescimento
apical, os caules estdo também subdivididos em colmos e nos.
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Fonte: Eggleston, 2003.

Os principais oligossacarideos presentes nas regifes do caule e topos (incluindo
folhas, ponto de crescimento e gema apical logo abaixo) sdo a maltose, 1-kestose, 6-
kestose e neo-kestose (EGGLESTON, 2003), Borges et al. (2014) ainda complementa com
nistose, kestopentose e outros oligossacarideos intermediarios na producdo de dextrana
pela enzima dextransucrase. Ainda segundo Borges (2014) o Manitol pode ser formado
devido a acdo de bactérias heterofermentativas como € o caso da Leuconostoc, sendo esta
substancia um excelente indicador de deterioracdo da cana-de-agUcar, o autor ainda real¢ca
que além da dextrana, manitol e &cidos orgéanicos, a enzima dextransucrase pode produzir
a leucrose, palatinose e outros isomalto-oligossacarideos que sao intermediarios na reacao

de formacado da dextrana. Em plantas, os oligossacarideos podem ser classificados como
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primarios ou secundarios (KANDLER; HOPF, 1980). Os oligossacarideos primarios sao
sintetizados “in vivo” a partir de um monossacarideo ou oligossacarideo e um doador de
glicosil pela acdo de uma glicosiltransferase. Os oligossacarideos secundarios surgem da
hidrolise de oligossacarideos superiores, polissacarideos, glicoproteinas e glicolipidios “in
vivo” ou “in vitro”. Ha dois caminhos de carboxilacéo, fixacdo do carbono proveniente do
CO2 atmosférico pelas plantas, um deles tem inicio com um composto de trés carbonos e
por isso é chamado via C3 e esta presente em plantas como soja, milho, feijao e arvores, ja
0 segundo, presente principalmente em gramineas como cana-de-acucar, milho e parte das
bromélias, possuem um sistema complementar a via C3, chamado via C4, através do qual
o sistema de armazenamento nas folhas permite fixar acidos de quatro carbonos antes da
utilizacdo pela fotossintese (BUCKERIDGE et al.,, 2009). As kestoses (GF2) sao
trissacarideos conhecidos em gramineas C3 e sao geralmente oligossacarideos
secundarios formados a partir da clivagem de polimeros de frutano pela acéo de invertases
B-frutofuranosidases ou homélogos de oligossacarideos superiores, embora em algumas
plantas ndo sejam acompanhados por homoélogos mais altos (KANDLER; HOPF, 1980) e
sejam, portanto, oligossacarideos primarios. Na cana-de-acucar, uma planta C4, ha indicios
de que o trissacarideo kestose (GF2) deve ser um oligossacarideo primario com frutanos
associados, sendo que derivados da sacarose nao foram relatados, embora um "frutano”
que clive enzimaticamente em frutose e galactol tenha sido relatado (RODRIGUEZ;
VICENTE 1990). A funcdo da kestose na cana-de-agucar ainda € desconhecida; eles podem
ser carboidratos de armazenamento ou oferecer protecéo contra a deterioracdo por geada
(LEVITT, 1980). 1-Kestose € o isdbmero de trissacarideo Kestose mais abundante tanto no
caule como no topo, sendo que predominantemente eles aparecem em maior concentragao

nos topos do que caules (Tabela 2) (EGGLESTON, 2003).
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Tabela 2. Distribuicdo dos oligossacarideos primarios e secundarios nos diferentes tecidos
de cana-de-acUcar.
Concentracao de Oligossacarideos (ppm?)

Tecido Maltose 1-kestose 6-kestose Neo-kestose
Caule (colmo) 103,5 227,5 62,2 49,0
Topo (folhas) 793,5 627,3 132,5 140,9

aMédia de triplicatas para duas variedades de cana, HoCP 85-153 e LCP 82-89.

Em geral, as folhas e as regides dos pontos de crescimento apresentaram
quantidades mais altas de oligossacarideos (principalmente com 2 a 4 graus de
polimerizacdo, DP) do que nas por¢des média ou basal dos talos, e isso foi constatado em
duas variedades de cana: LCP 82-89 e LCP 83-153.

Compreende-se por cana danificada aquela que é entregue na usina contendo caules
verdes e grande quantidade de folhas carregando para o processo trissacarideos de
kestose (MOREL DU BOIL, 1991) responsaveis pela deformacdo da forma de cristal no
processo da unidade de cristalizacdo. A cana danificada contém outras impurezas, como
cinzas inorganicas, compostos formadores de cor e polissacarideos que também sdo
prejudiciais no processamento industrial. A Figura 3 ilustra 0 mecanismo de conversao da
sacarose em 1l-kestose, 6-kestose e neokestose pela acdo de invertases (-
frutofuranosidases) capazes de catalisar reacdes de transfrutosilagdo com sacarose se as
concentracbes da mesma sao altas o suficiente para produzir varios oligossacarideos de
kestose dos quais 1-kestose é a mais prevalecente (POLLACK, 1991; FARINE, 2001). Os
resultados também sugerem gue outras enzimas transfrutosilantes podem estar presentes

nas folhas e nas regifes de ponto de crescimento da cana-de-agUcar.
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Figura 3. Mecanismo de conversdo da sacarose em homologos de kestose pela acdo da
B-frutofuranosidase.
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Fonte: Adaptado de Chen, 2015.

A maltose € um dimero secundario da cana-de-acUcar resultante da decomposicao
da molécula de amido. O amido é um polissacarideo de armazenamento temporario em
cana-de-acucar formado nas folhas via fotossintese. Geralmente é clivado nas folhas
durante a noite, e isso explica o nivel quase oito vezes mais alto de maltose nos topos do
que os caules (Tabela 2).

Além disso, mais oligossacarideos de maior concentragcdo e massas moleculares
foram detectados nas folhas do que na regido do ponto de crescimento. Isso confirma que
os topos que incluem folhas e regides de pontos de crescimento, contém a maior parte
oligossacarideos associados a cana fresca. Isso ndo € totalmente surpreendente, pois as
folhas e regides de pontos de crescimento sdo mais ativas fisiologicamente e tém muito
mais atividade enzimatica associada a eles, particularmente invertases (RAVELO et al.,

1995).
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Embora se soubesse anteriormente que havia maiores concentracdes de
polissacarideos nas folhas e no topo da cana-de-acgucar do que nos caules (EGGLESTON,
2003), o importante € identificar quais oligossacarideos sdo mais abundantes nas folhas, na
regido do ponto de crescimento e no caule da cana-de-aclUcar para que, a medida que
grandes fracdes de cada uma destas partes da biomassa forem processados pela industria,
0s gestores possam decidir as corretas estratégias operacionais para minimizar os impactos

negativos na fabrica de acucar e destilaria.

3.3.Deterioracéo da cana-de-acucar

Deterioracao da cana-de-acucar no campo, transporte, patio de armazenamento na
indUstria ou mesmo durante os processos de usinagem, tornou-se um tépico de grande
preocupacao nos ultimos anos, uma vez que a colheita mecanizada de cana-de-acucar
aumentou drasticamente. Reacdes de decomposi¢cao da sacarose em cana- de-agucar sob
0 processo de deterioragdo incluem produtos quimicos (acidos, alcalis e sais) e reacdes de
inversdo enzimética, e podem ser influenciados pelas condigcbes de salude da cana ou
fatores ambientais.

Especialistas do actcar como Eggleston et al., 2001; Lionnet, 1996; Morel du Boil,
1995, relataram uma variedade de produtos de deterioracdo da cana-de-acUcar para
confirmar a deterioracdo em fungéo do atraso no processamento (tempo de queima), que
foram utilizados para prever e controlar problemas de processamento na fabrica. Tal
deterioragdo de produtos incluiram altas concentracdes invertidas, contaminacao
microbiana (leveduras, bactérias e fungos) (por exemplo, concentracfes de etanol e acido

latico) e polissacarideos, mas nem todos os produtos de deterioracdo afetam os processos
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da fabrica. Lionnet (1996) afirmou que uma deterioracdo da cana-de-acucar “so tera seu
impacto analisado se estiver relacionado a algum aspecto das operacdes da fabrica”.

Segundo Araujo (2017), acucares redutores como glicose e frutose presentes no
caldo de cana-de-acucar podem ser decompostos dando origem a compostos de cor escuro
intensa, complexos de condensacéao coloidal e substancias melacigénicas (melanoidinas),
escurecendo e influenciando negativamente os cristais de sacarose, essa transformacao
caracteriza a Reacao de Maillard. A reacédo de Maillard ocorre em meio alcalino na presenca
de acucares redutores (cetose, aldose) e grupos amino livres (aminoacido, proteina), e sao
rapidamente acelerados com o aumento da temperatura além de ocorrerem durante o
tempo de armazenagem.

Polissacarideo de dextrana (formado principalmente por bactérias do género
Leuconostoc) tem sido frequentemente relatado como um indicador de deterioracdo e é
responsavel por muitos impactos negativos que a deterioracdo da cana-de-acucar tem no
processamento de fabrica, principalmente associado ao aumento da viscosidade deste
polissacarideo. Oligossacarideos também séo produtos de deterioracdo da cana-de-agucar
(EGGLESTON et al.,, 2001; MOREL DU BOIL, 1995; RAVELO et al, 1995) e séo
responsaveis por problemas associados pela deformacédo de cristais (MOREL DU BOIL,
1991). Ravelo et al. (1991) relataram que a formacgéo de oligossacarideos foi maior que a
formacdo de dextrana e etanol na cana-de-acUcar sujeita a atrasos e é, portanto, um
indicador mais sensivel da deterioracédo da cana.

N&o existem muitos trabalhos disponiveis na literatura para esclarecer com exatiddo
as contribuicdes relativas de agentes microbianos, enzimaticos, e rea¢cdes quimicas as
perdas de sacarose na cana-de-acUcar deterioracdo a temperatura ambiente de fabrica.

Isso ocorre em parte porque as medi¢cdes imprecisas de pureza usando rotacdo Optica
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(referida como “pol” no acucar industria) tém sido usadas com muita frequéncia para avaliar

perdas de sacarose (LIONNET, 1996).

3.4.Processo industrial de producéo de bioetanol

O setor sucroenergético Brasileiro utiliza a cana-de-agUcar para produgéo de acucar
abastecendo o mercado alimenticio, bioetanol anidro, compondo até 27% da fracdo
combustivel adicional & gasolina comum e o bioetanol hidratado, atendendo o mercado de
veiculos flex (movidos a etanol e gasolina) além de um pequeno mercado de usos nao
energéticos (SANTOS et al., 2013). Neste processo de producédo de acglcar e bioetanol, as
etapas industriais sdo semelhantes ao reportado na Figura 4.

Apoés a colheita, a cana-de-agUcar € transportada para as Usinas e direcionada para
a etapa inicial de preparo e extracao do caldo, geralmente composta por um conjunto de quatro
a sete ternos de moendas (BNDES; CGEE, 2008). O caldo, contendo os acucares, € extraido
e a fibra (bagaco) é destinada as caldeiras para geracao de energia termoelétrica e vapor para
suprir as operacdes unitarias da industria.

O caldo ao sair do processo de extracao, seja ele por moenda ou difusor, segue para
as etapas de tratamento que incluem acdes fisicas (peneiramento, aquecimento,
flasheamento) e quimicas (reacdes de polimerizacdo de impurezas e purificacdo dos cristais
de acucar promovidos por produtos quimicos e polimeros), com o objetivo de eliminar ndo

acUcares, coloides, turbidez e cor (SANTOS et al., 2013).
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Figura 4. Fluxograma simplificado de uma unidade produtora de acucar e bioetanol a partir da cana-de-acglcar.
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Apos o tratamento quimico, o caldo € aquecido para reduzir a carga de microrganismos
contaminantes além de completar as reacfes quimicas com o agente alcalinizante,
coagulacao, flocular as impurezas insollveis e remover 0s gases. Logo apds, o caldo passa
pelo processo de decantacéo onde ele € clarificado e as impurezas dao origem ao lodo. O lodo
€ adicionado de bagacilho e filtrado para recuperacdo da sacarose ainda contida nele,
enquanto a torta de filtro residual é utilizada na prépria lavoura como adubo.

O caldo passa pelos evaporadores multiplo efeito para ser concentrado e cozedores
para cristalizar a sacarose. Nesse processo, para aumentar a cristalizacéo, a solucéo residual
rica em sacarose (mel) pode retornar mais de uma vez com o proposito de recuperar mais
acucar. O mel final, chamado melaco, € formado quando ndo se pode mais retornar a solucao
para 0s cozedores e caracteriza-se pela presenca de pouca sacarose e elevados teores de
acucares redutores, sais e acUcares infermentesciveis para as leveduras, sendo aproveitado
no parque fermentativo para producao de etanol (SANTOS et al., 2013).

No processo de producao de etanol, a fermentacgéo tanto pode ser realizada utilizando
diretamente o caldo como misturas de caldo e melago dando origem ao mosto que segue para
as dornas de fermentacdo, onde € adicionado as leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e
fermentado por um periodo de 6 a 10 horas, dando origem ao vinho bruto (mosto fermentado)
com concentracdes de 7% a 12% de alcool (SANTOS et al., 2013).

As centrifugas realizam a separac¢éo do vinho bruto em vinho delevedurado e creme
de levedura, além de extrairem mecanicamente grande parte da contaminacgéo bacteriana do
ecossistema fermentativo, uma vez que estes contaminantes saem preferencialmente com o
vinho centrifugado e sdo enviados para a destilaria, contribuindo de certa forma com a
desinfeccao industrial. O creme de levedura € posteriormente conduzido ao tratamento acido

nos pre-fermentadores, amplamente conhecidos como “cubas”.
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A escolha da tecnologia usada na producdo do bioetanol passa por avaliacbes
técnico-econdmicas que atendam as expectativas dos produtores, uma vez que os valores de
CAPEX (investimentos em bens de capital) podem ser bastante diferentes de acordo com a
configuracao de processo. No caso da tecnologia para o processo de fermentacéo a partir do
melaco e caldo de cana-de-acUcar para producéo de etanol, existem significativas diferencas
em funcdo de alguns parametros adotados como producédo continua, batelada e dezenas de
formatacdes que possam surgir destas duas (LORA; VENTURINI, 2012).

Lora e Venturini (2012) definem que o processo de producdo operado em modo
continuo, comparado com as outras tecnologias de fermentacdo, apresenta como principais
caracteristicas o menor investimento, elevada produtividade, bom rendimento, porém com
elevado consumo de poténcia, custos de manutencédo e operacdo. A Figura 5 mostra uma

representacao esquematica desta configuracao.

Figura 5. Configuracao do processo de produc¢éo continuo.
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No entanto, a tecnologia fermentativa mais adotada pelas Usinas da industria
sucroenergética é o processo de fermentacdo em batelada com recirculacdo das leveduras
apos tratamento acido. Neste processo, uma série de biorreatores, usualmente chamados de
dornas, alimentam um conjunto de centrifugas, e uma producdo semi-continua de vinho &
obtida em um reservatério que alimenta a destilaria. Cada dorna é preenchida e esvaziada a
cada nova batelada, o sistema de limpeza é mais facil e, consequentemente, tende a trabalhar
com mais baixo indice de infec¢cdo microbiolégica. No entanto, pode possuir produtividade
inferior e maior custo de investimento que o0 processo continuo, visto que exige maior
guantidade de dornas, tubulacdes, valvulas, trocadores de calor, centrifugas e sensores de
controle dedicados. Parte do concentrado de leveduras € tratada com acido sulfurico para
regenerar sua atividade bioldgica e ser utilizada como cultivo em uma nova fermentacédo. Deste
modo é reduzido o consumo de substrato e se incrementa os rendimentos de etanol por quilo
de substrato, além de diminuir o tempo de fermentac&o o que propicia um maior percentual
alcodlico no vinho fermentado, este processo é ilustrado atraves da Figura 6 (LORA,

VENTURINI, 2012).
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Figura 6. Configuracdo do processo em batelada.
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Fonte: Adaptado de Lora e Venturini, 2012.

3.5.Cana-de-acucar como matéria-prima e seus derivados

O aumento da producédo de etanol para atender as demandas interna e externa
promoveu crescimento das plantacdes que causam uma enorme producao de residuos como
bagaco e vinhoto. Ha também outros subprodutos originados em grande volume na industria
sucroenergética como a palha proveniente da matéria-prima: bagaco gerado na extracdo do
caldo; mel final apds esgotar a recuperacao do acUcar na fabrica; vinhaca e torta de filtro sdo
residuos de alto potencial poluidor, provenientes respectivamente da destilacdo para
recuperacao do alcool e clarificacdo do mosto para fermentacdo (BONASSA, 2015).

Deste modo, pode-se aproveitar praticamente tudo da cana-de-acucar. Do bagaco,
originado da cana-de-acUcar, obtém-se a biomassa utilizada pela propria usina e em
termoelétricas para geracdo de vapor e energia elétrica, além de um hidrolisado usado na

alimentacdo animal, diversos tipos de papéis, farmacos e produtos como furfural, de alta
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reatividade, para sintese de compostos organicos, com grande numero de aplicacdes na
industria quimica e farmacéutica. Do melaco, originado no processo de producéo de acucar,
pode ser utilizado com matéria prima para producdo de acido citrico, acido latico, etanol,
glutamato monossoédico, além do levedo. Do etanol, podem ser fabricados polietileno, estireno,
cetona, acetaldeido, poliestireno, acido acético, éter, acetona e grande numero de produtos
gue sao obtidos a partir do petréleo. A vinhaca diluida (vinhoto), efluente oriundo do processo
de destilacdo de vinho fermentado pode ser utilizada como fonte de matéria organica para
producédo de biometano, biogas, e também como fertilizante na cultura da cana-de-acucar, em
operacao denominada fertirrigacdo. Existem ainda, outros derivados, destacando-se dextrana,
xantana, sorbitol, glicerol, cera refinada de torta, antifingicos, dentre outros. A Figura 7
apresenta o fluxo de aproveitamento da cana-de-acucar e seus principais subprodutos durante

a producéo de etanol.

Figura 7. Fluxograma dos Subprodutos gerados na produc¢éo de bioetanol a partir da cana-
de-acucar no Brasil.
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Fonte: Adaptado de Bonassa et al., 2015.
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3.6.Aplicacéo de enzimas em processo fermentativo de producéo de bioetanol

A maioria dos produtos e bens consumidos pelo homem envolvem processos
industriais com reacdes quimicas, 0s quais muitas vezes o0s catalisadores quimicos podem
ser substituidos por enzimas. Desta forma, as enzimas sao moléculas capazes de acelerar
0S processos quimicos oferecendo a vantagem de serem ecologicamente mais viaveis
(MONTEIRO; SILVA, 2009). Além disso, devido a sua alta especificidade, ndo prejudica o
metabolismo das leveduras e possibilita melhorar a assimilacdo dos nutrientes, o que
favorece o aproveitamento de ions, aminoacidos e energia. Refletindo na melhor eficiéncia
produtiva, representando economia no custo final e beneficios ao meio ambiente
(BARBOSA et al., 2014).

E produzida por fontes vegetais, animais e por microrganismos (fungos e bactérias),
sendo a maioria adquirida por meio dos processos fermentativos (CAMPESTRINI et al.,
2005). As caracteristicas da enzima como temperatura e pH ideais, estabilidade e a
composicao dos ingredientes séo fatores que influenciam os efeitos da adicdo de enzimas
ao processo para biotransformacéo do substrato (CAMPESTRINI et al., 2005; PEIXOTO-
NOGUEIRA et al., 2013). Além de temperatura e pH ideais, outros trés parametros sdo muito
relevantes durante o processo industrial para que as enzimas possam desempenhar
adequadamente a sua func¢éo, assim a agitacdo do meio faz com que novas moléculas do
substrato possam entrar em contato com estes biocatalizadores, o tempo de agéo para
garantir que todo substrato seja exposto, visto que o volume de substrato €
consideravelmente maior que o volume de enzima e a concentracdo da enzima, pois se
estiver muito diluida sera necessario aumentar o tempo de contato e, se estiver em excesso,

podera impactar negativamente no custo da operacao.
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No mecanismo de acao, as enzimas tém sitio ativo que contém aminoacidos, os quais
através das cadeias laterais ligam-se ao substrato especifico, formando complexo enzima-
substrato que permanece ativo por algum tempo, atuando na hidrolise de molécula ou
transformacao de determinada ligacédo quimica (NELSON; COX, 2014).

Observamos diariamente 0 aparecimento de novos processos industriais que utilizam
enzimas como catalisadores, dentre as quais se destacam enzimas na area de alimentos,
cuidados domésticos, saude humana e animal, industria farmacéutica, tratamento de
efluentes, papel e industria téxtil, além do crescente uso no setor sucroenergético visando
a producéo de acucar e bioetanol.

Mediante este cendrio em crescimento, novas enzimas ou aprimoramento de
enzimas ja conhecidas tem sido o foco de industrias que atuam globalmente neste setor. A
busca de microrganismos que possam produzir essas enzimas € constante e varias técnicas
de biologia molecular estdo disponiveis atualmente para aumentar a escala de producao.
Possivelmente a maior dificuldade da indUstria seja encontrar enzimas capazes de suportar
algumas condicdes industriais especificas como variacdo de temperatura e pH
(MONTEIRO; SILVA, 2009).

Para evitar nomeacao aleatéria de uma mesma enzima estudada por diferentes
centros de pesquisa, foi estabelecida uma comisséo internacional de bioquimica para
classificar e nomear as enzimas separando-as em seis classes de acordo com o tipo de
reacdo catalisada. Monteiro e Silva (2009) exemplificam as classes enzimaticas como sendo
(i) oxirredutases, responsaveis por catalisar reacfes de oxi-reducao ou transferéncia de
elétrons; (ii) transferases, transferem grupos funcionais entre moléculas; (iii) hidrolases
responsaveis por hidrolisar reaces de hidrélise em ligacdo covalente; (iv) liases, realizam

adicdo de grupos a duplas ligacbes ou remocédo de grupos formando dupla ligacéo; (v)
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isomerases, interconvertem isdmeros Opticos ou geométricos; (vi) ligases, capazes de
interligar duas moléculas, com consumo de energia, usualmente adenosina-trifosfato (ATP).

Como o objetivo deste trabalho foi converter poli e oligossacarideos presentes nas
dornas de fermentacdo em monossacarideos fermentesciveis, foram empregadas enzimas
carboidrases capazes de hidrolisar diferentes polimeros de carbono em moléculas

facilmente metabolizaveis para as leveduras.

3.6.1. Carboidrases

As carboidrases compreendem as amilases, xilanases, pectinases, B-glucanases,
arabinoxilanases, celulases e hemicelulases, cujos substratos sdo respectivamente, o
amido, pectinas, B-glucanos, arabinoxilanos, celulose e hemicelulose (OLIVEIRA;
MORAES, 2007).

Os fungos do género Aspergillus produzem a maioria das enzimas carboidrases
utilizadas para hidrolisar os polissacarideos, clivando os carboidratos em acucares simples,
sendo classificadas em enzimas que hidrolisam o amido, além dos polissacarideos nao

amilaceos presentes na biomassa vegetal (FIREMAN; FIREMAN, 1998).

3.6.2. Amilases

A amilase é capaz de hidrolisar a molécula de amido, em bioprodutos com massa
molares menores (MENEGHETTI, 2013), sendo aplicada em substratos amildceos com o
objetivo de aumentar a eficiéncia da degradacio do amido (PESSOA et al., 2012),
decompondo-o em amilose e amilopectina (MENEGHETTI, 2013).

Notoriamente as enzimas a-amilase e glucoamilase sdo as mais empregadas na

industria de acucar e etanol. A alfa-amilase realiza a clivagem aleatoria entre as ligagdes a-
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1,4, ndo atuando sobre as ligagdes a-1,6. Essa quebra resulta em uma producédo de 70 a
90% de maltose, oligossacarideos e dextrinas, além de pequenas quantidades de
monossacarideos glicose e frutose (PARAZZI et al., 2017). As amiloglucosidases,
comercialmente disponiveis, sdo produzidas por linhagens de Aspergillus e Rhizopus e
atuam na quebra das ligagdes a-1,6 do amido. Essas enzimas apresentam atividade de
trabalho 6tima em torno de 50°C, e perdem estabilidade acima desta faixa de temperatura,
sendo inativadas em temperaturas superiores a 65°C. A glucoamilase, também conhecida
como amiloglucosidase, hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4, a-1,6 e a-1,3 do amido,
liberando a glicose. A glucoamilase é utilizada no estagio de sacarificacdo de amido
liquefeito e na producao de glicose (PARAZZI et al., 2017). A Figura 8 apresenta a estrutura
da molécula de amido e a acdo das duas principais amilases, alfa-amilase e glucoamilase,
indicando os pontos de quebra das ligacdes ramificadas até formacdo de estruturas
menores como oligossacarideos, trissacarideos e dissacarideos, em seguida a acdo da

glucoamilase formando glicose.
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Figura 8. Hidrolise do amido por amilases com diferentes especificidades.
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Fonte: Adaptado de Elba, et al., 2008.

3.6.3. Xilanases

As hemiceluloses séo polimeros formados por pentoses e hexoses conectadas por
ligacdes B-1,4. Eventualmente podem estar presentes no mosto de fermentacéo carregadas
pelas fibras de bagaco apdés o esmagamento da cana e passagem pelo sistema de
tratamento de caldo. Em funcdo destas macromoléculas serem formadas por diversos
residuos de acucares e comporem a estrutura que envolve a molécula de celulose (LOPES,
2010), precisam ser removidas para que a celulose seja acessada e forneca uma fonte
adicional de carbono para o processo fermentativo. No entanto, sua estrutura é complexa e

heterogénea, requerendo uma variedade de enzimas e muitas vezes um pré-tratamento
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para que a recuperacdo destas moléculas de monossacarideos seja eficiente (NUNES,
2010).

A utilizacdo de xilanase contribui na reducdo dos polissacarideos ndo amilaceos
(PNA’s) insoluveis através da reducédo da viscosidade e a liberacdo de nutrientes pela
hidrolise (DE BARROS, 2016; DELMASCHIO, 2018; OTT, 2005), além de aumentar a
digestdo de moléculas de xilanas e arabinoxilanas (DE BARROS, 2016). A Figura 9
apresenta a estrutura da molécula de xilana e os pontos de clivagem de trés diferentes
xilanases, sendo que a endo-3-1,4-xinalase realiza a hidrolise das ligagdes glicosidicas [3-
1,4 internas da molécula de xilana, enquanto que as exo- B-xilanases liberam xilose a partir
das extremidades nédo redutoras das xilanas e por fim as B-xilosidases liberam xilose a partir

da xilobiose ou xilooligossacarideos curtos (GOMES, 2007).

Figura 9. Hidrdlise da molécula de hemicelulose pelo complexo de xilanases.
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3.6.4. Celulases

Gaete et al. (2020) afirmam que as celulases sdo enzimas induziveis, produzidas por
diversos microrganismos principalmente fungos e bactérias durante a fase de crescimento
em residuos vegetais, e a capacidade de decomposicdo da celulose exige sinergia de
diferentes enzimas para completa hidrolise do polissacarideo. No segmento de
biocombustiveis a celulase tem importante atuacdo no processo de etanol de segunda
geracdo produzido a partir da biomassa lignocelulésica. O potencial de uso desta enzima
da-se pela conversdo desta fonte de carbono que pode ser utilizada para gerar uma série
de produtos de valor agregado. No processo industrial de producéo 1G de bioetanol, pode
ocorrer a passagem de fibras contendo estruturas com celulose caso o processo de filtracao
e tratamento do caldo ndo seja eficiente, causando o aparecimento destas estruturas no
mosto de fermentacdo. Além disso, 0 uso das celulases contribui na quebra de outros
oligossacarideos como maltose e maltotriose.

A celulase comercial utilizada na producéo de bioetanol de segunda geracéo trabalha
com pH entre 5,5 e 5,6 sendo sua temperatura 6tima de atuacdo 55°C para se alcancar
maxima atividade enzimatica. Como as condicdes de trabalho na fermentacédo de mosto de
cana-de-acgucar acontecem com pH de 4,4 e temperatura 32°C, assim, é esperado que a
atividade enzimatica da celulase ndo desempenhe sua melhor catélise por estar fora dos
parametros ideais, necessitando de uma sobre dosagem para compensacéo. A Figura 10
apresenta este complexo enzimatico das celulases que atuam em sinergia, de modo que as
endo-B-1,4-glucanases sdo responsaveis por hidrolisar as ligacdes glicosidicas ao acaso na
fibra de celulose, as exo-B-1,4-glucanases ou celobiohidrolases realizam a clivagem das

extremidades redutoras e nao redutoras dos polimeros e oligdmeros gerados pelas endo,
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liberando celobioses que por sua vez serdo hidrolisadas até glicose pela B-1,4-glicosidases

(ELBA, 2008).

Figura 10. Hidrolise da molécula de celulose pelo complexo de celulases.
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4. MATERIAL E METODOS

Inicialmente um teste preliminar de hidrélise enzimatica de vinho bruto centrifugado
oriundo de processo fermentativo industrial foi realizado na empresa fabricante do
preparado enzimatico (contendo 67,5% de celulases, 22,5% de amilases e 10% de
xilanase), em bancada de laboratério com o objetivo de avaliar o potencial de liberagcédo de
acucares infermentesciveis pela levedura. Na sequéncia, o trabalho foi separado em dois
segmentos através da aplicacdo do preparado enzimatico em processo fermentativo
etandlico de caldo de cana-de-acucar em escala industrial em duas Usinas distintas para
avaliar a relacédo existente entre a estratégia de producdo com a configuracdo do parque
industrial (processo operado em batelada e continuo). O monitoramento dos parametros
dos processos industriais, como por exemplo, boletins, formularios e analises foram
fornecidos pelas proprias Usinas, bem como resultados de hidrélise enzimatica verificados

na etapa de escala de laboratério da empresa fabricante do preparado enzimatico.

4.1. Aplicacdo do preparado enziméatico em laboratorio (pré-teste industrial)

Esta analise prévia foi realizada em uma usina sucroalcooleira da regido de Ribeiréo
Preto/SP no més de Junho de 2019. A execucado desta etapa deu-se por meio da coleta
diaria de 300 mL de vinho delevedurado na saida da centrifuga do processo industrial em
intervalos de 8h e procedeu-se uma nova centrifugacdo nas amostras por 15 min a 3.600
rpm em bancada de laboratério, congelando-se imediatamente os sobrenadantes e
reservando-os em frascos plasticos. Este processo foi realizado durante 3 dias, totalizando
9 amostras que foram imediatamente congeladas ap0és a coleta de campo. Apds o periodo

de trés dias de coleta industrial, as amostras foram descongeladas e tratadas termicamente
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a 100°C por 10 min em banho-maria com o objetivo de minimizar os efeitos bioldgicos sobre
o potencial de liberacdo de glicose. Ja com as amostras a 25°C realizou-se a subdivisdo
das amostras em tubos de centrifuga estéreis de 50 mL contendo 30 mL de vinho bruto
centrifugado, totalizando 9 tubos para cada horario por dia coletado, caracterizando analise
em triplicata, sendo trés tubos para controle, trés tubos com concentracédo de 30 mg.L? do
preparado enzimatico e outros trés tubos com 150 mg.L' do preparado enzimatico,
finalizando 27 tubos por dia e 81 amostras ao final de trés dias (Figura 11). Como os volumes
das amostras eram pequenos (30 mL), foi necessario diluir o preparado enzimatico 30
vezes, adicionando-se 1 grama do preparado enzimatico, com o uso de balanca analitica
de precisdo, em baldo volumétrico de 25 mL e avolumando com &gua destilada até o
menisco. Feita a homogeneizacdo, as amostras com 30 mg.L? receberam 22,5 pL do
preparado enzimatico diluido ao enquanto que as amostras com 150 mg.L receberam

112,5 yL com auxilio de micropipetas automaticas e ponteiras plasticas descartaveis.

Figura 11. Andlise das triplicatas de processo contendo vinho centrifugado caracterizado
controle, aplicacdo de 30 mg.L* e aplicacédo de 150 mg.L* do complexo enzimatico.

Fonte: préprio autor.
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Na sequéncia da adicdo do preparado enzimatico considerando os trés tratamentos
mencionados anteriormente, os tubos de centrifuga foram deixados em incubadora shaker
por 8 h sob agitacdo horizontal de 50 rpm e 32°C reproduzindo o ambiente fermentativo e
ao término deste periodo todos foram rapidamente congelados para posterior analise.

A analise de sacarose, glicose e frutose presentes nas amostras foi realizada por
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando cromatdégrafo modelo Ultimate
3000 da Thermo equipado com pré-coluna e coluna para acucares BioRad Aminex 87P (7
x 30 mm), fase mével dgua ultrapura, vazado de 0,6 mL.min, temperatura de coluna de 50°C
e temperatura do detector de indice de refracéo de 60°C. Foi elaborada uma curva analitica
de cada composto contendo 7 pontos e as amostras submetidas a diluicdo de 2 vezes com

agua ultrapura.

4.2. Aplicacdo industrial do preparado enzimatico contendo atividade de

Carboidrases

A Figura 12 apresenta um fluxograma de fabricacdo de aclcar e etanol que mostra
de forma resumida que a principal fonte de carbono durante a fermentacdo sacarinea
origina-se do caldo extraido da cana-de-aclUcar. Este caldo pode ser concentrado e
diretamente enviado para a fermentacdo nas destilarias autbnomas ou nas plantas com
fabrica de acucar anexa, utilizando os subprodutos da producéo de aclcar como xarope e
mel final, que quando diluidos com &gua formam o mosto. De forma geral, 0 mosto na
maioria das usinas de cana-de-agucar no Brasil atinge valores de grau Brix° entre 18 a 22%
(massa/volume) de acucar (WALKER; BASSO, 2020) e € composto por uma mistura de
agua, xarope, mel, dependendo do “mix” de producao definido pela estratégia de mercado

entre acucar ou etanol.
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Figura 12. Ponto de aplicacéo do preparado enzimatico no processo industrial de producéo
de bioetanol utilizando cana-de-agucar como matéria-prima.
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O ponto de aplicacdo foi automatizado em relacédo a vazao de vinho centrifugado do
sistema de dornas fermentativas, sendo a valvula instalada apés o trocador de calor (Figura
13) evitando temperaturas superiores a 90°C que poderiam desnaturar as enzimas antes
mesmo que elas pudessem cumprir com suas acles cataliticas sobre os acucares
infermentesciveis presentes no sistema. Nesta etapa o preparado enzimético foi
administrado em containers de 1.000 kg denominados IBCs (do inglés Intermediate Bulk

Container).
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Figura 13. Ponto de aplicacéo do preparado enzimatico na saida do trocador de calor em
duas aplicagOes de escala industrial.
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Fonte: préprio autor.

Além disso, valendo-se do anel de recirculagdo instalado apés as placas dos
trocadores de calor, foi possivel conduzir uma melhor distribuicdo do mosto e maior
homogeneidade da mistura. A dosagem do preparado enzimatico foi calculada com base
em 30 mg de preparado enzimatico (densidade=1,2 g.mL™?) por litro de vinho fermentando
bruto (30 mg.Lt). Embora o ponto de aplicacdo do preparado enzimatico ocorra no mosto
de alimentacdo das dornas, o célculo da aplicacéo foi realizado com base no volume de
vinho bruto centrifugado, pois as carboidrases atuam considerando o volume de dorna cheia
e durante o processo de enchimento, pelo diagrama de ocupacéo da destilaria, mais de uma
dorna pode receber o mosto.

Optou-se por realizar periodos de aplicacdo enzimética descontinuados em funcgéo
das dificuldades operacionais envolvidas com a rastreabilidade dos dados e mistura do
fermento tratado e néo tratado, assim, o teste ocorreu de modo continuo aplicando o

preparado enzimatico em todas as dornas do parque fermentativo durante o periodo



51

chamado “tratamento” e descontinuado no periodo seguinte com 0 mesmo namero de dias
para compreender a resposta do processo nha presenca e auséncia do preparado
enzimatico. As aplicacdes ocorreram no segundo semestre de 2019 totalizando 32 dias de
controle e 20 dias de aplicagdo em uma usina com estratégia de producdo em batelada e
25 dias de controle e 15 dias de aplicagdo em outra usina com estratégia de producao

continua de etanol, conforme ilustrado na Figura 14.

Figura 14. Linha do tempo de aplicacéo industrial do preparado enzimatico em duas
Usinas com diferentes estratégias tecnoldgicas de producédo de etanol em 2019.
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Fonte: proprio autor.

4.3. Amostragem em processo industrial de producéo de bioetanol

A coleta das amostras foi realizada pelos analistas de laboratérios durante os trés
turnos de operagcdo da Usina, permitindo o monitoramento 24 h por dia dos parques
fermentativos tanto no periodo do controle quanto no periodo de tratamento enzimatico.

Conforme apresentado na Figura 12, o ponto de coleta estabelecido para avaliar os

efeitos da aplicacdo do preparado enzimatico em relacéo a liberacéo de glicose no processo
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industrial foi a saida da centrifuga, coletando-se manualmente o vinho centrifugado
delevedurado a ser enviado para a dorna volante ou destilaria. A frequéncia das coletas foi
de quatro em quatro horas, observando-se que fossem imediatamente centrifugadas a
3.600 rpm por 10 min e os sobrenadantes armazenados com volumes de 4 mL de cada
coleta para formacdo de compostas diarias que foram congeladas em freezer a -20°C no
laboratorio; as amostras permaneceram congeladas durante todo o periodo avaliado para
posterior envio a empresa fabricante das enzimas com objetivo de realizar analises
cromatograficas.

Outros fluidos como mosto e vinho bruto fermentado também foram coletados e
analisados. As coletas de mosto e vinho bruto fermentado foram realizadas por amostragem
continua, sendo que a cada 5 min a valvula automatica de coleta foi aberta automaticamente
coletando a amostra (ficando aberta por 5 segundos), o fluido coletado 15 mL, foi
armazenado em um frasco de plastico e estocado em geladeira a 5°C. A cada 4 h as
amostras de mosto e vinho bruto fermentado foram coletadas e enviadas para o laboratério
pelos analistas para determinacdo dos acuUcares totais e residuais, teor alcodlico, e
parametros microbiol6gicos como nivel de contaminacado, floculagdo e viabilidade da
levedura.

As amostras de fermento tratado foram coletadas diretamente nas cubas por meio
de frascos de aco inoxidavel mergulhado como pescador e a amostra vertida em frascos
plasticos imediatamente conduzidos ao laboratério para medicdo o pH e paradmetros
microbiolégicos citados acima.

A Tabela 3 resume todos os métodos analiticos realizados durante os ensaios no
processo. O Apéndice A descreve em detalhes a metodologia de cada procedimento

analitico descrito na Tabela 3.
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Tabela 3. Procedimentos analiticos realizados durante amostragens do processo de
producao de bioetanol.

Amostras Tipo de analise Método analitico

Mosto AcuUcares Cromatografia liquida (CLAE)
Teor de impurezas Centrifugacéo

Fermento tratado Teor de levedo Centrifugacao
pH pHmetro digital

Vinho bruto fermentado  Teor de etanol Densimetro digital
Nivel de contaminacéo Microscopia Optica
Nivel de floculacdo Observagao em proveta
Viabilidade celular Microscopia Optica

Vinho delevedurado Acucares, etanol e acidos  Cromatografia Liquida (CLAE)
organicos

Fonte: préprio autor

4.4. Analise dos parametros industriais

O acompanhamento da aplicacdo enzimatica na fermentacao foi realizado através
das andlises fisico-quimicas no laboratério da area de fermentacdo da Usina, as
metodologias seguem Caldas (2012). O fornecimento dos dados referentes aos parametros
microbiolégicos, processo fermentativo, qualidade da matéria-prima, bem como insumos de
fermentacdo deveu-se ao proéprio laboratério de controle de qualidade destas usinas onde
os testes foram conduzidos.

Para garantir estabilidade do processo industrial, seguiu-se como critério de
utilizacao desses parametros da Tabela 3, algumas condi¢cBes de fermentacédo devem estar
dentro da faixa de controle para que possamos avaliar o produto em situacao representativa
de processo. Pela experiéncia em fermentacdo etandlica de cana-de-acUcar, foram
definidos os seguintes niveis de controle, apresentados conforme a Tabela 4. Quando um
ou mais desses parametros estiverem fora da faixa de controle, os resultados do dia ndo
foram considerados para critério de sucesso desta aplicagdo enzimatica. Além disso, outro

parametro para avaliar a estabilidade do processo industrial € considerar o volume médio
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diario de etanol hidratado produzido, se a producédo em um determinado dia indicar um valor
inferior a 50% da média dos ultimos 7 dias, entdo este valor é excluido da anélise em funcao
do elevado potencial de distor¢do estatistica dos resultados pelo esgotamento de processo

que influencia o balanco de massas.

Tabela 4. Detalhamento dos parametros criticos para monitoramento da estabilidade da
fermentacéo.

Faixa de
Parametro Me'tqdo de Ponto de amostra corrltr.ole
andlise (médias
diarias)
Contaminacao Amostrador
b ninac Microscopia individualizado por < 4,0 x 10’
acteriana .
centrifuga
Amostrador
Viabilidade Microscopia individualizado por >50 %
dornas
Observacio Amostrador
Floculagéo ¢ individualizado por <50 %
proveta d
ornas
Temperatura médiada Termbmetro de  Média do dia referente a < 37°C
fermentacéo processo todas as dornas
Teor alcodlico no vinho  Densimetro Amostrador continuo de
. ) Entre 8-13 %
bruto digital vinho bruto
Concentracao de Centrifugacio Amostrador continuo de Entre 8-12 %

levedo no vinho bruto

vinho bruto

pH de levedo tratado

pHmetro digital

Levedo tratado nas
cubas no final do

Entre 2,2-3,0

tratamento acido

Fonte: préprio autor

4.5. Obtencédo da Taxa de Performance Industrial (TPI)

Para calcular a Taxa de Performance Industrial (TPI), foram quantificados os
polissacarideos e oligossacarideos mediante hidrélise enzimatica das amostras compostas
de vinho centrifugado e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no
laboratorio do fabricante do preparado enzimatico. Assim, cada amostra, apos seu

descongelamento, foi separada em quatro aliquotas de 10 mL, em tubos de centrifuga
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estéreis de 15 ml, posteriormente submetidas por 10 min em banho-maria a 100°C para a
inativacdo de enzimas e eliminacdo dos possiveis microrganismos contaminantes. Apos a
etapa de tratamento térmico as amostras foram deixadas na bancada para atingirem a
temperatura de 25°C.

A diluicdo do preparado enzimatico para esta etapa foi feita transferindo-se 1 mL do
preparado enzimatico em um baldo volumétrico de 100 mL e completando o volume com
agua destilada até o menisco. Homogeneizado o baldo, procedeu-se com a hidrélise
enzimatica em ensaios com duplicatas aplicando-se o equivalente a 30 mg.L* por meio da
transferéncia de 25 pL do preparado enzimatico diluido em cada amostra de 10 mL do vinho
centrifugado, dando origem ao que foi classificado como (A2). As amostras controle (A1)
receberam o mesmo tratamento, porém com adicéo de 25 pL de agua ultrapura. (A1) e (A2)
foram preparados em bancada e laboratério tanto com as amostras correspondentes ao
controle quanto as correspondentes do tratamento industrial e os quatro tubos de cada
amostra foram deixados em incubadora shaker a 32°C com agitacéo orbital de 50 rpm por
8 h. Em seguida cada tubo foi filtrado (0,22 um) e posteriormente encaminhados para
quantificacdo de glicose por CLAE utilizando-se uma coluna de troca idnica da Aminex
HPX87P, fase mével de agua ultrapura, temperatura de forno a 50°C, detector de indice de
refracdo (IR) a 60°C e fluxo de 0,6 mL.minL.

A Taxa de Performance Industrial (TPI) foi calculada com os valores encontrados de
glicose (g.L1), subtraindo-se (A2 de (A1) para minimizar os efeitos de oscilacdo de fluxo no
processo fermentativo em escala industrial, conforme apresentado na Figura 15. Deste
modo, foi possivel quantificar a real taxa de liberacdo de glicose do mosto apos a
fermentacdo com base no potencial de liberacdo que poderia ser alcancado em condi¢cdes

controladas como em laboratorio.
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Figura 15. Estratégia de preparacao das amostras para célculo da taxa de performance
industrial (TPI).

Etapa Fase “Controle” Fase “Tratamento”
Industrial SEM enzima no COM enzima no
processo industrial processo industrial
Etapa

Laboratorial

Controle Enzima Controle En2|ma

2

Calculo da glicose liberada: Glicose liberada (g/L) = A1 - A2

Fonte: préprio autor

4.6. Andlise Estatistica
Para realizar os trabalhos estatisticos apresentados nos resultados desta
qualificacdo, utilizou-se o software estatistico JMP (versdo 15.0, do fabricante SAS
Institute). Os resultados foram submetidos & analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo modelo método matematico de Tukey considerando nivel de significancia

(a) de 0,05, buscando-se como significancia estatistica a hipotese de que a presenca do
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complexo enzimatico € capaz de produzir alteracdes no processo fermentativo através da

liberacdo de glicose e que a nao liberacao desta glicose caracteriza a hipotese nula.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Avaliacdo do ensaio de liberacédo de glicose em escala de laboratorio (pré-teste
industrial)

A fim de avaliar o potencial de liberacdo de glicose mediante a aplicacdo do
preparado enzimatico objeto deste trabalho, tomou-se o cuidado de avaliar previamente em
escala de bancada de laboratorio a liberacéo de glicose por meio de hidrélises enzimaticas
em amostras do processo industrial durante trés dias consecutivos, considerando trés
tratamentos: controle (auséncia de enzimas), tratamento com preparado enzimatico (30 e
150 mg de preparado enzimatico por litro de vinho).

O objetivo desta etapa foi conhecer o potencial de conversédo de polissacarideos e
oligossacarideos em glicose, além de verificar se a dosagem de 30 mg.L? de preparado
enzimatico seria tecnicamente viavel para esta finalidade, pois uma dosagem de 150 mg.L"
! poderia gerar um alto volume de aplicacéo, e se o potencial de liberacédo de glicose com
30 mg.L* for compativel seria uma escolha mais adequada para aquela aplicagéo.

Os resultados da Tabela 5 apresentam os valores médios de liberacdo de glicose,
frutose e sacarose quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) durante
os 3 dias de aplicacao do preparado enzimatico.

A concentracdo de glicose no controle foi de 0,071 g.L* ao passo que através do
tratamento com 30 mg.L* de preparado enzimatico foram liberados 0,168 g.L't, aumento
de 57,6% e aplicando 150 mg.L* de enzima foram liberados 0,209 g.Lt, aumento de 65,8%.
Mesmo aumentando 5 vezes a concentracdo do preparado enzimatico durante a aplicacéo,
o potencial de liberacdo extra de glicose entre as aplicacdes de 30 e 150 mg.L? foi de

apenas 8,2%, nao justificando uma dosagem excessiva. Houve significancia estatistica
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entre os tratamentos controle e aplicacdo apenas para o parametro de glicose, confirmando
a hipotese de liberacdo principalmente deste monossacarideo pela acdo das enzimas
carboidrases presentes no complexo testado. Os resultados também mostram que a acao
do preparado enzimatico sobre o vinho favorece a formacdo de glicose, pois as
concentracdes de frutose e sacarose foram menores apos o0s dois tratamentos com adi¢ao

de preparado enzimatico quando comparado ao tratamento controle, sem enzima.

Tabela 5. Concentracéo de glicose, frutose e sacarose de hidrélise enzimatica realizada
nas amostras de vinho bruto em escala de laboratério e seus desvios padrées.

Tratamentos
Parametro 4 4 Controle
30 mg.L 150 mg.L .
(sem enzima)
Glicose (g/L) 0,168 + 0,049 0,209 + 0,0552 0,071 + 0,094°
Frutose (g/L) 0,110 + 0,0622 0,114 + 0,0622 0,143 + 0,1952
Sacarose (g/L) 0,070 £ 0,0392 0,071 + 0,0362 0,126 + 0,2662

(a) e (b) representam o Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos da
mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.

A Figura 16 mostra os resultados de liberacdo de glicose nos trés tratamentos
durante cada dia de coleta das amostras. E interessante observar que embora a tendéncia
de liberacdo de glicose seja crescente pela adicdo de 30 e 150 mg.L! de proteinas do
preparado enzimatico, ha uma grande variacdo da presenca dos acUcares infermentesciveis
pelas leveduras em cada um dos dias coletados e dentro de cada horario, o que pode ser
observado pelo desvio padrdo, cujo valor modular chega a ser superior a propria média
diaria da andlise, demonstrando a grande amplitude composicional que pode ocorrer no
processo industrial dentro de um mesmo dia e em horarios diferentes em funcdo dos

diversos pontos de colheita da matéria-prima que € entregue na Usina.
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Figura 16. Hidrdlise enzimatica em triplicata do vinho bruto centrifugado para cada
tratamento em diferentes dias com os respectivos desvios padroes
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Tratamento

Fonte: préprio autor.

Estas informacgBes permitiram estimar que h& potencial de liberacdo de glicose da
ordem de 60% com a aplicacdo de 30 mg.L* e portanto, procedeu-se com o teste industrial
nesta mesma unidade que operava a fermentacdo em modo batelada e repetiu-se 0 mesmo
teste em outra unidade de fermentacdo operada em modo continuo na regido de Sao José
do Rio Preto/SP. Os resultados de liberacédo de glicose e outros parametros dos processos
fermentativos em escala industrial serdo apresentados nos proximos topicos.

Em funcdo da dificuldade resultante do longo periodo de andlise, requerendo

hidrolise enzimatica, incubacéo por 8h e posterior preparo das amostras para analise por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), associado ao fato de muitas usinas ainda
nao possuirem este equipamento, buscou-se na literatura outra tecnologia capaz de
simplificar esta triagem por polissacarideos e oligossacarideos na matéria prima. Eggleston
(2008), em seu estudo desenvolveu curvas de correlacdo mostrando que a presenca de
manitol € um forte indicativo de deterioracdo da cana-de-acucar e que é possivel por meio
de uma rapida hidrdlise enzimatica detectar a presenca deste composto no caldo. Deste
modo, para futuras triagens, o monitoramento da presenca de manitol no mosto de
fermentacdo pode acelerar a resposta gerencial da usina com o objetivo de aumentar a

producado de etanol com a mesma quantidade de matéria-prima disponivel.

5.2. Avaliacao da liberacao de glicose em processo de producédo de bioetanol em
escala industrial
O objetivo principal deste trabalho € analisar a liberacdo de glicose através da
aplicacao de preparado enzimatico (contendo carboidrases) em processo fermentativo em
escala industrial e verificar como este tratamento pode impactar a producéo de etanol nas
usinas. Os processos industriais de producédo de etanol sdo distintos em cada usina, desta
forma, os dados apresentados neste trabalho representam dois processos, sendo um
operado com tratamento continuo do fermento e posterior fermentacdo em batelada e outro
processo operado em modo totalmente continuo tanto no tratamento quanto na
fermentacdo. Os estudos dos parametros foram desenvolvidos separadamente para que
nao incorressem variacoes tipicas de cada condicdo operacional, além das variacfes
climaticas, do solo, tipo de matéria prima, periodo da safra e modelo técnico econdmico que

pode alterar o “mix” de producéo para etanol hidratado, etanol anidro ou agucar.
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As amostras compostas dos vinhos fermentados coletados na saida da centrifuga
dos parques industriais das Usinas foram analisadas por CLAE na empresa fabricante das
enzimas e os parametros de processo fornecidos por cada usina serviram como fonte de
analise dos resultados apresentados nos itens 5.3 e 5.4, respetivamente. Tanto o periodo
controle quanto o periodo de tratamento enzimatico, foram analisados sob o crivo do teste
estatistico de Tukey para verificar se a presenca da enzima realmente pode contribuir com
alteracdes de desempenho da fermentacao. Este teste de Tukey normalmente é aplicado
sobre repeticbes experimentais nas quais as condicfes sdo fielmente reproduzidas em
replicadas, no entanto, decidiu-se aplica-las em todas as analises, visto que cada conjunto
de dornas pode ser reprocessado em média duas vezes ao dia e no caso de fermentacdes
continuas, o mesmo processo oscila o tempo todo. Associado a isso, como 0s testes em
escala industrial ocorreram computando dados de varios dias de aplicacdo e também de
controle no mesmo processo, entendeu-se que seria a ferramenta mais adequada neste
caso.

Todos os trabalhos foram realizados considerando a dosagem de 30 mg.L?! de
preparado enzimatico sobre a vazao de vinho bruto enviado para as centrifugas para que a
concentracdo massica da enzima estivesse proporcional ao vinho fermentado pelo
processo, sendo que o ponto de aplicagdo ocorreu no mosto de alimentacéo. Os dados de
quantificacdo da glicose liberada consideraram as amostras coletadas na saida da

centrifuga ap0ds o término da fermentagéo.
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5.3. Avaliacdo de ensaio de processo de producdo de bioetanol em escala
industrial operado em modo batelada
Inicialmente serdo apresentados os dados de uma usina da regido de Ribeirdo
Preto/SP, mesma unidade onde foram realizados os testes prévios de escala de laboratério.
A Tabela 6 apresenta os teores de glicose, frutose, acidos organicos (latico e acético),
glicerol e etanol das amostras de vinho fermentado durante o periodo controle e o

tratamento enzimatico.

Tabela 6. Teores de substrato, bioprodutos e subprodutos de vinho bruto de processo
industrial de etanol operado em modo batelada apds os tratamentos com e sem adicao de
preparado enzimatico.

Parametros (g.L ) Controle Tratamento Diferenca
) (sem Enzima) (com Enzima) Percentual (%)
Glicose 0,308% 0,607° +96,8
Frutose 1,0822 1,0232 -5,4
Acido Latico 1,8812 1,7382 -7,6
Glicerol 3,6982 3,4122 -7,7
Acido Acético 1,1562 0,533° -53,8
Etanol 71,6412 71,8832 +0,3

*(a) e (b) representam o Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos da
mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.

Aplicando o0 modelo matematico de Tukey com significancia (a) de 5%, constata-se
que apenas a glicose e o &cido acético tiveram comportamentos estatisticamente
divergentes durante os tratamentos (Tabela 6). A concentracdo de glicerol sofreu uma
pequena reducao (7,7%), o que evidencia que o aumento da concentracdo de glicose por
meio do tratamento enzimatico ndo foi suficiente para impactar negativamente a pressao
osmatica do meio, o que poderia provocar o estresse das leveduras (WALK; BASSO, 2020)
(Tabela 6). Esta constatacao € importante, pois ndo € desejavel que esta tecnologia acarrete

condicdes desfavoraveis para as leveduras.
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A concentracdo de etanol apresentou um ligeiro aumento de 0,3% no ensaio com
tratamento enzimatico, sendo que o teste estatistico ndo indicou diferencas significativas
entre os periodos controle e o tratamento enzimatico. As concentracdes de acidos organicos
(latico e acético) apresentaram reducdes de 7,6% e 53,8%, respectivamente. Todavia, 0s
teores de acido latico dos periodos controle e tratamento enzimatico ndo apresentaram
diferencas significativas, diferentemente dos teores de acido acético. A acentuada reducao
do acido acético pode estar relacionada a biotransformacdo deste composto em outra
molécula, segundo Perna et al. (2019) o mecanismo envolvido na bio-converséo do acido
acético a etanol e biomassa, depende do pH e disponibilidade de oxigénio. Leveduras nao
Saccharomyceas como Meyerozyma guilliermondii e Candida guilliermondii séo capazes de
realizar este trabalho a através da entrada no ciclo de Krebs via Acetil-CoA, uma vez que o
acido aceético, por ser um acido fraco (pKa=4,7), encontra-se na forma dissociada como
acetato no pH de fermentacdo (LIMA, 2002). Contudo seriam necessarios novos estudos
em laboratorio e em escala industrial de producdo de bioetanol a partir de cana-de-acglcar
para investigar a contaminacao por leveduras nativas e confirmar a presente teoria.

A Tabela 6 indica que houve liberacdo de glicose durante o periodo de tratamento
enzimatico (0,607 g.L!) em comparacdo ao periodo controle (0,308 g.L!), aumento de
96,8%, evidenciando que a presenca do preparado enzimatico tem potencial de converter
os oligossacarideos e polissacarideos presentes no mosto em glicose, que € facilmente
metabolizavel pelas leveduras. Também é possivel averiguar que a concentracao de frutose
nao sofreu grande variacdo entre os periodos controle e o tratamento enzimético.

A Figura 17 apresenta os perfis dos teores de glicose e frutose dos vinhos
fermentados em funcdo do periodo dos ensaios fermentativos. Alguns pontos cujos

parametros se diferenciavam drasticamente do comportamento normal da curva e estavam
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contemplados na Tabela 4 foram removidos da analise por se tratarem de “outliers”. Os
periodos hachurados correspondem ao tratamento enzimatico, enquanto 0S hao
hachurados correspondem ao controle sem adicdo de enzima. Nota-se que embora a
guantidade de glicose tenha aumentado, a frutose liberada foi ainda maior, no entanto,
mantendo a ordem de consumo de glicose seguido de frutose por parte dos microrganismos
presentes na dorna de fermentacéo.

A evolucéo dos demais parametros indicados na Tabela 6 podem ser observados em

funcdo do tempo no Apéndice B.

Figura 17. Teores de glicose e frutose em funcdo dos periodos de aplicacdo e controle
realizados em escala industrial com Fermentagcdo em Batelada para producao de etanol de
cana-de-acucar.
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Fonte: préprio autor.
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Pode-se constatar ainda que as enzimas converteram o0s polissacarideos e
oligossacarideos em glicose e frutose, aumentando principalmente a concentracdo de
glicose no meio, suprindo mais rapidamente a demanda de carbono pelos microrganismos
e ndo impactando no consumo de frutose pelas leveduras. Além disso, é possivel observar
gue em alguns dias o perfil de consumo de frutose aproxima-se da curva de glicose, pois
alguns microrganismos contaminantes apresentam preferéncia pelo consumo da frutose em
detrimento da glicose o que explica a flutuacdo do delta entre as curvas durante o periodo
analisado (COSTA et al., 2008) (Figura 17).

Por se tratar de um complexo enziméatico que configura um produto em
desenvolvimento, ndo ha dados na literatura e nem mesmo na empresa fabricante que
possam arguir os dados observados. Deste modo, a medida que novas aplicacdes forem
sendo realizadas, o banco de dados ficara mais robusto para atender este mercado em

potencial.

5.4. Avaliacdo de ensaio de processo de producdo de bioetanol em escala
industrial operado em modo continuo

Como no Brasil € comum encontrarmos processos fermentativos para operado em

modo continuo, houve um esforco para analisar a aplicacdo do preparado enzimatico

também nesta configuracdo operacional. A usina onde o teste ocorreu fica na regido de Séao

José do Rio Preto/SP. A Tabela 7 apresenta os teores de glicose, frutose, acidos organicos

(latico e acético), glicerol e etanol das amostras de vinho fermentado durante o periodo

controle e o tratamento enzimatico seguindo a mesma légica de analise adotada no item

5.2.
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Em funcdo de o processo ser operado em modo continuo, ha maior exposicao a
contaminacgdo bacteriana neste “layout” produtivo. A Tabela 7 mostra que durante os dias
de teste industrial houve aumento de 25,4% da concentracdo de acido latico durante a
aplicacao da enzima em comparacao ao periodo controle, isso indica que houve aumento
da contaminacdo e nos proximos topicos analisaremos 0s parametros microbiolégicos que

confirmardo esta constatacao.

Tabela 7. Teores de substrato, bioprodutos e subprodutos de vinho bruto de processo
industrial de etanol operado em modo continuo apds os tratamentos com e sem adi¢édo de
preparado enzimatico

Parametros (g.L %) Controle Tratamento Diferenca
) (sem Enzima) (com Enzima) Percentual (%)
Glicose 0,252 0,348P +37,9
Frutose 3,7862 4,3762 +15,6
Acido Latico 7,7882 9,770° +25,4
Glicerol 4,9582 5,274 +6,4
Acido Acético 2,0022 1,8662 -6,8
Etanol 74,2962 77,0722 +3,7

*(a) e (b) representam o Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos da mesma
letra ndo apresentam diferenca estatistica.

O aumento da glicose liberada no processo continuo foi de 37,9% (Tabela 7), inferior
ao aumento constatado no processo operado em modo batelada 96,8% (Tabela 6), no
entanto, as caracteristicas do processo continuo ndo permitem que ocorra um grande
aumento da concentracdo de acgucares redutores ao final do circuito fermentativo, visto que
a medida que mais glicose é liberada pela conversao dos polissacaridos e oligossacarideos
infermentesciveis para as leveduras comerciais, este carboidrato é bombeado da primeira
dorna até a quarta ou sexta dorna, dependendo das instalacdes disponiveis.

Neste processo, por se tratar de um sistema fechado em que grande parte da
biomassa retorna para o processo e consequentemente contem etanol e contaminantes

residuais oriundos do vinho, o0 aumento de 3,7% no teor de etanol reportado na Tabela 7 foi
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mais sensivel, todavia, ainda insuficiente para resultar em uma diferenca significativa
através do método de Tukey. Houve um pequeno aumento de 6,4% na producéo de glicerol,
possivelmente causado pelo acentuado aumento do acido latico e também pelos aumentos
de glicose e frutose liberadas.

A Tabela 7 ainda confirma um comportamento reportado também na Tabela 6 em
relacdo a reducdo da concentracdo de acido acético durante o periodo do tratamento
enzimatico. Por se tratar de um preparado enzimatico Unico, nao existe historico na literatura
para afirmar o mecanismo que explique o fato observado de reducdo do acido acético,
assim, trés hipoteses podem ser consideradas. A primeira considera que a presenca do
preparado enzimatico contribua com o desvio da rota bioquimica desta molécula,
convertendo-a em outra substancia, ou ainda, a segunda hipétese parece favorecer o
crescimento de outro microrganismo e desfavorecer o crescimento do principal
microrganismo responsavel pela producdo de &cido acético durante a fermentacéo
etandlica. Ja a terceira hipotese por se tratar de um processo industrial com diversas
operacdes unitarias envolvidas, € possivel que algum outro composto quimico como o sulfito
possa influenciar no pH e estagio de protonacéo fazendo com que o acido acético ndo seja
quantificado pelo cromatégrafo.

Contudo, a concentracdo de &cido acético reportada no periodo controle néo
apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo a concentracdo de acido acético
do periodo com tratamento enzimatico, mesmo apresentando reducao percentual de 6,8%.

A Figura 18 apresenta os perfis de glicose e frutose, na saida da centrifuga do
processo continuo, em funcdo dos periodos dos ensaios fermentativos, sendo a area
hachurada correspondente ao periodo de aplicacdo do complexo enzimatico no processo

industrial. Neste caso, ficou claro que a frutose apresentou maior concentracéo ao final da
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fermentacao, em funcéo de nao ser a principal fonte de carbono das leveduras, embora ela
tenha sido liberada pela acdo das enzimas, nao foi aproveitada no tempo de fermentacéo
fixo estabelecido para o processo.

Novamente, neste ponto a realizacdo de novos testes industriais podera contribuir
substancialmente para obtencdo de dados e melhor entendimento da aplicacdo do
preparado enzimatico contendo carboidrases para conversdo dos oligo e polissacarideos
em glicose no processo industrial de producéo de bioetanol a partir de cana-de-acucar. Nao
ha na literatura a aplicacdo de um produto com as mesmas caracteristicas para este
objetivo.

A evolucao dos demais parametros indicados na Tabela 7 podem ser observados em

funcdo do tempo no Apéndice C.
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Figura 18. Teores de glicose e frutose em funcdo dos periodos de aplicacdo e controle
realizados em escala industrial com Fermentacdo Continua para producédo de etanol de
cana-de-acucar.
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5.5.Analise da Taxa de Performance Industrial (TPI)

Como no ambiente de fermentacdo etandlica em escala industrial, diversos fatores
controlaveis e outros incontrolaveis exercem forte influéncia sob o consumo dos acucares
fermentesciveis pelos microrganismos e producdo de etanol, adotou-se o termo Taxa de
Performance Industrial (TPI) para analisar as amostras coletadas nas industrias e trata-las
em condi¢des laboratoriais controladas por meio de hidrélise enzimatica e assim minimizar
as interferéncias citadas para melhor entendimento da taxa de converséo real alcancada

pelas enzimas em cada usina.
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A TPI foi considerada para mitigar as interferéncias do processo como oscilacdo de
°Brix na alimentacdo das dornas, variacbes nas concentracdes de fermento, diferentes
populacdes de bactérias contaminantes, vazao de alimentacdo, temperatura e acidez total.
E sabido que mesmo sob condicdes estaveis de processo, existem pontos de descontrole
de temperatura e pH no interior das dornas de fermentac&o, proporcionando uma menor
eficiéncia das enzimas em escala industrial quando comparadas a escala laboratorial.

Esta informacéo evidencia o panorama de desempenho destas carboidrases no
mosto de fermentacdo sob influéncia das diversas oscila¢cdes em escala industrial, e ainda
€ possivel prever quanto destes acglcares infermentesciveis podem variar de regido para
regido de acordo com a variedade da cana, tempo de corte e assepsia do processo, bem
como a influéncia destes fatores impactando a atividade enziméatica.

Por meio da andlise de TPI observou-se um valor médio de 0,798 g.L* de liberagéo
de glicose em processo operado em modo batelada indicado a esquerda (Figura 19). Esta
liberacdo deu-se através da conversao dos oligo e polissacarideos presentes no vinho bruto
apos a fermentacao. No caso do processo operado em modo continuo, indicado a direita na
Figura 19, a disponibilizacdo de glicose manteve-se em 0,936 g.L!. Portanto, a taxa de
performance industrial foi de 75,9% na Usina 1 e 80,4% na Usina 2 em relagdo aos

controles, liberando em média 0,867 gramas de glicose por litro de vinho bruto fermentado.
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Figura 19. Valores de glicose liberada (g.L-1) nos processos fermentativos Batelada
(esquerda) e Continuo (direita), aplicando o conceito de Taxa de Performance Industrial
(TPI).
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Segundo Eggleston e Cote (2003), esta quantidade de aclcares infermentesciveis
pode variar de acordo com a variedade da cana-de-acUcar utilizada como matéria prima,
condicdes climaticas nas quais o vegetal se desenvolveu antes de ser transportado do
campo, tipo e tempo de transferéncia da cana entre o corte realizado durante a colheita e
seu processamento.

A maior quantidade de oligossacarideos e polissacarideos encontra-se nas pontas e
em plantas que ndo atingiram a maturidade. Decisdes estratégicas de mercado como

alteracédo do “mix” de producéao priorizando o aumento de acucar ensacado que faz com que
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ocorra maior esgotamento do mel de acucar, reduzindo a pureza deste mel que
posteriormente sera enviado para a destilaria para producédo de etanol, com o “mix” de
producao virado para acucar a maior parte do caldo primario da cana segue para a fabrica
e consequentemente o mosto da fermentacédo ira conter mais melaco, contribuindo para o
aumento de acucares infermentesciveis pelas leveduras, uma vez que o0 processo de
cozimento do agucar na fabrica com o esgotamento das massas A e B, eleva o tempo de
cozimento do xarope, contribuindo para o avanco das reacfes de Maillard com
aparecimento das melanoidinas, e concentrando mais 0s sais, acidos organicos e acucares
infermentesciveis.

Utilizando o software estatistico (JMP 15.0) foi possivel analisar o efeito do
tratamento enzimatico nas usinas entre controle e aplicacdo do preparado enzimatico e
confirmar a significancia estatistica pelo teste de Tukey-Kramer com variancia de 5%, sendo

0s resultados expressos na Tabela 8.

Tabela 8. Analise da glicose liberada em processo de producéo de etanol operado em modo
batelada e continuo.

Processo Controle (g.L™?) Tratamento (g.L™?) Diferenca
(sem Enzima) (com Enzima) Percentual (%)
Usina 1 (Batelada) 1,045 + 0,102% 0,252 + 0,05 -75,9%
Usina 2 (Continuo) 1,198 + 0,2082 0,264 + 0,05 -80,4%

*(@@) e (b) representam o Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos da mesma letra
ndo apresentam diferenca estatistica.

E possivel confirmar estatisticamente que os resultados obtidos antes e apos a
aplicacdo enzimatica sao distintos, portanto, houve significAncia durante os testes em
escala industrial. A informacéo de letras distintas (a) para controle e (b) para aplicacido
enzimatica confirmam a relevancia dos dados durante o tratamento. Além disso, a
representacédo grafica da Figura 20 permite uma rapida interpretacdo atravées dos diamantes

em cada variavel, sendo que a linha mediana de cada diamante representa a média
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calculada para cada respectiva variavel. De forma gréfica, quanto mais afastados os circulos
estdo entre si, maior a significancia estatistica presente no calculo. Desta forma, € possivel
separar os resultados do periodo controle e do periodo de aplicagdo enzimatica, uma vez
gue as circunferéncias se encontram deslocadas mais para cima “controle” e mais para
baixo “aplicacdo enzimatica” da linha mediana do grafico. Estes dados mostram que
independente da estratégia industrial adotada, a aplicacdo do preparado enzimatico foi

capaz de aumentar a liberagcéo de glicose fermentescivel com significancia estatistica.

Figura 20. Analise univaridvel dos tratamentos enzimaticos nos dois processos
fermentativos (batelada e continuo) de acordo com o método de comparacdo de médias de
Tukey-Kramer.
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A concentracdo média de glicose liberada pela conversdo dos polissacarideos e
oligossacarideos através da hidrolise enzimatica ao final do processo fermentativo foi 1,118
g.L't e nomeamos de A: (referindo-se a hidrélise no periodo controle) ao passo que Az foi
0,255 g.L?! (referindo-se a hidrélise durante a aplicacdo enzimatica industrial). Este delta
resultou em 0,863 g.L* de glicose liberada que foi potencialmente utilizada pelo ecossistema

fermentativo para producéo de etanol e manutencdo metabdlica.

5.6. Avaliacdo de indicadores de desempenho do processo fermentativo de
producao de bioetanol em resposta a aplicacdo de preparado enzimético

Os parametros de processo foram fornecidos pelas préprias Usinas onde os testes
ocorreram e suas quantificacbes foram realizadas nos laboratorios industriais para
acompanhamento da qualidade e rotina industrial. Neste tépico serdo apresentados
primeiramente os resultados oriundos da Usina 1, a qual opera em processo batelada e na
sequencia serdo apresentados os resultados da Usina 2, a qual opera em processo
continuo, visto que o tipo de processo e também o periodo de aplicacao influenciam nos
resultados e deste modo ndo serd possivel consolida-los de forma conjunta.

Para o processo operado em modo batelada, foi constatado alguns parametros
microbiolégicos mais comuns indicados na Tabela 9, onde é apresentada um nivel de
contaminacgdao bacterina popularmente denominada pelos profissionais da area como sendo
dez a sexta média (aproximadamente 6 x10° células.mL"t), embora a Tabela 9 indique que
houve um aumento na dosagem de antibiético, no entanto, ndo € possivel correlacionar o
aumento deste insumo a aplicagdo enzimatica, pois o teste de Tukey (do nivel da

contaminacgao bacteriana e consumo de antibiético) permaneceram com as mesmas letras,

confirmando que as médias estatisticas entre os tratamentos néo divergem entre si.
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A analise de viabilidade celular das leveduras indica o quanto da populacdo de
leveduras que se encontram ativas no bioprocesso e representa um fator extremamente
importante na fermentacéo etandlica, pois todo o balanco de massa e energético depende
da saude das leveduras. Nao houve aumento significativo da viabilidade durante o
tratamento enzimatico em comparacdo ao controle sem adicdo de enzima (Tabela 9).
Também foi constatado um aumento no teor de floculagéo, no entanto, pode-se atribuir este
aumento ao fato da Usina estar produzindo agucar branco e por isso terem aumentando
significativamente o sulfito no mosto (449,2%), ver Tabela 9, e tanto o processo de sulfitacao
guanto o processo de calcinacdo provocam um aumento na floculacao das leveduras.

A Tabela 9 ainda indica que os parametros de consumo especificos de dispersante,
antiespumante e dioxido de cloro apresentaram reducfes durante o tratamento enzimatico,
embora sem significAncia estatistica pelo método de Tukey. A reducdo e diferenca
estatistica apresentada pelo teor de acido sulfurico podem estar mais relacionadas a
recuperacdo do processo de um periodo de chuvas do que propriamente em fungcdo da
enzima, uma vez que se trata de um processo mecanico sob o qual ndo houve sugestao de
alteracao neste trabalho.

Foi averiguado que o teor de acucar redutor total (ART) do mosto aumentou em 7,7%
a oferta de glicose durante o periodo de aplicacdo enziméatica, quando comparado ao
periodo controle, o que resultou em aumento de 14,8% na producdo de etanol (100%)

finalizando a fermentacado com agucar redutor residual total reduzido em 43% (Tabela 9).
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Tabela 9. Parametros industriais referentes as analises microbiologicas, consumos
especificos de insumos, parametros fisico-quimicos, gestdo industrial e qualidade da
matéria-prima em uma Usina com modo de producao em batelada.

Parametros Periodo Periodo Diferenca
Controle Tratamento Percentual
Contaminacao vinho bruto (Bastonete/mL) 6,92E+063* 6,44E+062 -6,9%
Viabilidade (%) 87,862 89,412 1,8%
Floculagéo (%) 3,592 4,15 15,7%
Dispersante (kg/m3 Etanol) 0,1762 0,1462 -17,2%
Antiespumante (kg/m3 Etanol) 0,6032 0,4822 -20,1%
Dioxido de cloro (kg/m3 Etanol) 0,1142 0,059 -48,7%
Antibiotico (kg/m3 Etanol) 0,0132 0,0312 132,4%
Acido Sulfarico (kg/m3 Etanol) 6,5522 5,377° -17,9%
ART Mosto (%) 18,742 20,18 7,7%
Vazao de Mosto (m?/dia) 9.923,822 10.530,92° 6,1%
Sulfito no Mosto(ppm) 5,612 30,82 449,2%
Teor de levedo no creme (%) 70,412 70,552 0,2%
pH levedo tratado 2,262 2,34b 3,5%
Teor de levedo no vinho bruto (%) 11,672 11,752 0,7%
Teor de levedo no vinho centrifugado (%) 1,342 1,520 13,4%
Teor alcodlico vinho bruto (%) 9,202 9,78 6,3%
Tempo de alimentacao (horas) 5,443 5,442 -0,1%
Tempo de fermentacao (horas) 7,662 7,352 -4,0%
Concentracéo das Centrifugas (%) 70,412 70,552 0,2%
Acidez no Vinho (g/L) 1,822 1,590 -12,6%
Temperatura maxima vinho bruto (°C) 34,252 34,282 0,1%
ARRT vinho bruto (%) 0,0702 0,0402 -43,0%
Producéo de alcool (100%) (L/dia) 1.071.248,532 1.229.317,77° 14,8%
Rendimento Fermentativo (%) 93,142 92,382 -0,8%
Pureza mel estoque (%) 58,342 61,542 5,5%
Brix do mel estoque 78,00a 79,042 1,3%
Acidez do Mel estoque (g H2SOu4/L) 5,732 4,96 -13,4%
Moagem (Tonelada/dia) 24,932,332 25.818,902 3,6%
Mix producao (% ensacado) 39,992 44,002 10,0%
Impurezas Minerais (kg/tonelada) 4,342 4,452 2,5%
Impurezas Vegetais (kg/tonelada) 50,762 73,082 44,0%
Chuva (mm) 0,932 0,522 -43,7%

*(a) e (b) representam o Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos

da mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
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Durante a aplicacdo enzimatica o tempo de alimentacao, indicado pelo momento em
que o fermento é transferido do tratamento acido para o interior das dornas e 0 mosto
comeca a ser dosado e dura até o momento que a dorna atinge o volume final, e o tempo
de fermentacéo, ilustrado pelo inicio com a transferéncia do fermento até o término da
fermentacdo, ambos foram inferiores durante o tratamento com o preparado enzimatico,
guando comparado ao periodo controle, e mesmo sem apresentar diferenca estatistica
sugerem uma tendéncia de aceleracdo da fermentacdo pela maior liberacdo de acucares
simples e rapidamente metabolizaveis pelos microrganismos. Parte desta glicose
possivelmente foi assimilada para formacdo de biomassa pelas leveduras, visto que os
parametros de teor de levedo no creme, vinho bruto e vinho centrifugado foram maiores
durante o periodo de tratamento enzimatico. Embora as condi¢cbes tenham melhorado
conforme mencionado acima, o rendimento fermentativo verificado pela Usina 1 nao
apresentou aumento, reduzindo-se em 0,8%, sem diferenca estatistica, entre o periodo
controle e periodo de tratamento enzimético.

A Tabela 9 ainda apresenta o cenario da Usina 1 durante o teste, visto que houve um
pequeno aumento de moagem (3,6%) durante a aplicacdo das enzimas, porém o “mix” de
producéo priorizou em 10% a producédo de agucar, resultando no maior uso de mel estoque
na composicédo do mosto para garantir o aumento de vazao de 6,1% e aumento da producao
de &lcool (100%) em 14,8%. Nesta aplicacdo o volume de chuvas foi equivalente, ndo
havendo diferencas significativas durante o periodo de aplicacdo enzimatica e o controle.
Da mesma forma as impurezas mineral e vegetal ndo apresentaram diferencas estatisticas
durante o periodo testado.

A mesma analise feita para o processo batelada foi também aplicada para o processo

Continuo e seus resultados estdo registrados na Tabela 10. Importante ressaltar que o
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periodo de aplicacdo na Usina 2 com producéo continua foi mais proximo do final da safra,
conseguentemente com maiores oscilacdes de fluxo e intemperismo.

A Tabela 10 indica que durante a aplicacdo da enzima o processo sofreu aumento
de 32,7% no nivel de contaminacdo bacteriana, impactando na reducdo da viabilidade
celular em 3,8%, no entanto, embora tenha ocorrido este aumento no nivel de
contaminacgao, ndo houve grande variacdo no teor de floculagéo, com pequeno incremento
de 1,7%. Em relacdo ao modelo estatistico de Tukey, apenas a viabilidade celular
apresentou diferenca estatistica no periodo com tratamento enzimatico em comparacao ao
periodo controle.

Os consumos especificos de quimicos para controle de espuma, contaminacao
bacteriana e tratamento acido do fermento estdo representados na Tabela 10. Foi
averiguado que mesmo durante o tratamento enzimatico ndo houve diferenca estatistica

pela andlise de Tukey-Kramer.
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Tabela 10. Parametros industriais referentes as analises microbiologicas, consumos
especificos de insumos, parametros fisico-quimicos, gestdo industrial e qualidade da
matéria-prima em uma Usina com modo de producao continuo.

Parametros Controle Tratamento Diferenca
(Sem Enzima) (Com Enzima) Percentual
Contaminacao vinho bruto (Bastonete/mL)  4,23E+072* 5,61E+072 32,7%
Viabilidade (%) 84,182 81,022 -3,8%
Floculag&o (%) 26,672 27,132 1,7%
Dispersante (kg/m3 Etanol) 0,3652 0,5432 48,7%
Diéxido de cloro (kg/m3 Etanol) 0,5452 0,3722 -31,8%
Acido Sulfarico (kg/m? Etanol) 10,2312 10,4082 1,7%
Brix do Mosto 25,072 24,772 -1,2%
ART Mosto (%) 20,552 20,912 1,8%
Impureza mosto (%) 0,102 0,112 6,0%
Vazao de Mosto (m3/dia) 4.110,142 4.161,802 1,3%
Teor de levedo no creme (%) 30,392 29,482 -3,0%
pH levedo tratado 2,402 2,462 2,4%
Teor de levedo no vinho bruto (%) 10,542 11,40 8,2%
Teor de levedo no vinho centrifugado (%) 1,012 3,17° 214,8%
Teor alcodlico vinho bruto (%) 8,802 8,932 1,5%
Acidez no Vinho (g/L) 4,912 5,212 6,1%
ARRT vinho bruto (%) 0,352 0,27° -23,4%
Producéo de alcool (100%) (L/dia) 517.675,072  517.127,002 -0,1%
Rendimento Fermentativo (%) 90,432 87,45 -3,3%
Pureza mel estoque (%) 64,692 68,26 5,5%
Brix do mel estoque 76,352 73,000 -4,4%
Acidez do Mel estoque (g H2SO4/L) 4,932 3,37° -31,5%
Moagem (Tonelada/dia) 14.388,342 15.092,162 4,9%
Mix producéo (% ensacado) 59,982 61,012 1,7%
Impurezas Minerais (kg/tonelada) 5,432 5,302 -2,4%
Impurezas Vegetais (kg/tonelada) 69,622 81,002 16,3%
Dextrana (ppm) 233,792 219,002 -6,3%
Amido (ppm) 2.716,432 3.049,60° 12,3%

*(a) e (b) representam o Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos
da mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.

Outros parametros relevantes de processo continuo de fermentacdo estao

condensados na Tabela 10, indicando que houve diferenca estatistica nos seguintes
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parametros: teor de levedo no vinho bruto (aumento de 8,2%), teor de levedo no vinho
centrifugado (aumento de 214,8%), Acucar Redutor Residual Total (ARRT) vinho bruto
(reducéo de 23,4%) e producao de alcool (100%) houve reducéo de 0,1% impactado pela
mudanca de Mix que priorizou a producdo de acucar, passando de 59,98% para 61,01%.
Com estas informacOes é possivel correlacionar a liberacdo de glicose pela acdo das
enzimas com o aumento da biomassa indicada nos aumentos expressivos de biomassa nas
dornas de fermentacdo. Por se tratar de um processo continuo, este aumento de células
nao foi suficiente para consumir toda a glicose liberada, tendo sido relatado pelo supervisor
do processo que houve passagem de dornas “vivas”, isto é, havia acucar fermentescivel até
a ultima dorna do sistema e foi centrifugada ainda com atividade fermentativa. Neste ponto
0 processo operado em modo continuo apresenta alguns desafios maiores quando
comparado ao processo operado em modo batelada, pois ndo é possivel aumentar o tempo
de fermentacédo sem deslocar o fluxograma produtivo.

Durante os periodos de tratamento enzimético e controle, praticamente ndo houve
alteracéo significativa nos valores de Brix, ART, Impureza e vaz&o de mosto. Teor de levedo
no creme também ndo apresentou alteracdo significativa. Houve um aumento ndo muito
expressivo no teor de etanol do vinho bruto durante a aplicacdo enzimética (aumento de
1,5%) contribuindo para a teoria de que aumentando a oferta de glicose pela acéo das
enzimas, ha aumento na producao de etanol, no entanto, este aumento foi pequeno frente
ao total de glicose liberada indicada nas Tabelas 7 e 8. A acidez no vinho bruto foi
aumentada em 6,1% corroborando com o aumento do nivel de contaminagdo bacteriana

(Tabela 10).
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Infelizmente ndo foi possivel observar aumento do rendimento fermentativo em
nenhum dos dois testes realizados, tanto no processo operado em batelada (Tabela 9), bem
como o processo operado em modo continuo (Tabela 10).

A moagem sofreu pequeno aumento durante o periodo de aplicacdo enzimatica,
conforme apresentando na Tabela 10. O “mix’ de producdo também priorizou mais a
fabricagdo de agucar no periodo de teste”. As impurezas minerais e dextrana apresentaram
reducdo de 2,4% e 6,3%, respectivamente, jA as impurezas vegetais e amido tiveram
aumento de 16,3% e 12,3%, respectivamente. Conceitualmente, espera-se uma maior
presenca de polissacarideos e oligossacarideos quando maiores quantidades de dextrana

e amido.

5.7.Avaliacado do potencial de agregacéao de valor e definicdo de custo da aplicacao
de preparado enzimatico no processo fermentativo de producéao de bioetanol

Por se tratar de um produto em desenvolvimento e que ainda ndo disponivel no
mercado, a avaliacdo do potencial de agregagcédo de valor auxilia no entendimento e
mensuracdo do possivel custo do produto para aplicacdo do preparado enzimatico no
processo fermentativo em atendimento as demandas que podem surgir.

Diante do aumento da competitividade e mercados desafiadores, as Usinas
produtoras de Bioetanol buscam por alternativas e mecanismos capazes de incrementar
suas operacdes e agregar valor ao processo. Assim, a definicdo de valor esta intimamente
relacionada a percepc¢ao do cliente acerca dos beneficios obtidos em termos de realizacéo,
satisfacdo e do que este cede, incluindo fatores monetéarios e ndo monetarios. No contexto
estratégico, o valor diz respeito ao quanto os compradores estdo dispostos a pagar por

aquilo que os fabricantes estédo dispostos a fornecer (IMLAU e GASPARETTO, 2014).



83

Buscou-se uma verificagdo simples do valor agregado pelo preparado enzimatico em
termos de liberacdo de glicose com potencial de incremento na producdo de bioetanol
durante a fermentacdo e com isso sugerir o preco considerando algumas premissas de
mercado e beneficios pela aplicacdo do produto, ressaltando que a ciéncia de precificacdo
nao sera exposta neste trabalho.

Considerando o delta de liberacdo de glicose, conforme apresentado na Figura 18,
podem-se fazer algumas correlagcdes considerando a estequiometria da fermentacéo
etandlica de Gay-Lussac, onde uma molécula de glicose dara origem a duas moléculas de

etanol e duas moléculas de diéxido de carbono (Figura 21).

Figura 21. Equacao geral de Gay-Lussac para fermentacdo etandlica.

Glicose == 2 Etanol + 2CO, Entao.. 1 g Glicose
1809 92 g 88 ¢ =
Balanco de massa: Densidade Etanol: 0.789 g/L 0.6475 mL Etanol
92/180 = 0.511 g/g 0.511 x 0,789 = 0.6475

Fonte: préprio autor.

A Tabela 11 apresenta os resultados calculados durante a avaliagdo de custos para
as duas Usinas em que a aplicacdo industrial foi realizada, assim, pode-se observar que 0s
comportamentos de custos e sao diferentes considerando o processo em batelada e
continuo, sendo que parte desta diferenca pode estar relacionada com a estratégia de
producdo adotada e grande parte sofrer influéncia do processo e agentes contaminantes.

Aplicando o rendimento médio de producdo de etanol das duas Usinas
sucroalcooleiras como sendo de 92,38% e 87,45% respectivamente para 0S processos
batelada e continua; desta forma, pela estequiometria € possivel incrementar 0 processo

produzindo 0,477 mL e 0,530 mL de etanol por litro de vinho fermentado através das
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conversdes de 0,798 gramas e 0,936 gramas de glicose liberadas pela acdo do preparado
enzimatico. Considerando os volumes de etanol produzidos por dia e seus teores alcodlicos,
pode-se determinar o volume diario de vinho fermentado e ainda com base nos valores
calculados de etanol pela conversao de acucares infermentesciveis, adicionar 5.739 e 2.448
litros de etanol nos processos em batelada e continuo aqui descritos. Isso acarreta um
ganho extra tedérico de rendimento fermentativo de 0,47% em cada um dos dois processos.

A geracéo de valor pode ser calculada considerando o preco de mercado do etanol
hidratado como sendo R$ 2,07 por litro (CEPEA, 2020) e multiplicando este valor pelo ganho
diario de etanol em litros, que para efeito de calculo resulta em R$ 11.879,38 com ganho
especifico por metro cubico de etanol produzido na ordem de R$ 9,66 no processo em
batelada e R$ 5.068,05 com ganho especifico de R$ 9,80 no processo continuo.

A precificacdo de forma simples, considerou a dosagem indicada de 30 mg.L? do
preparado enziméatico sobre o volume diario de vinho fermentado e encontrando os valores
de 361 kg.dia* para a usina com processo em batelada e 139 kg.dia! para a outra usina
com processo continuo. Como os portes das usinas eram diferentes, era esperado que 0s
consumos também seriam diferentes. A sugestdo de preco comercial do produto,
considerando ganho de 60% para o fabricante desta biotecnologia enzimética e dividindo
pelo consumo de enzima, teremos o valor sugerido de venda por quilo de R$ 19,76 e R$
21,95 respectivamente para as Usinas em batelada e continua.

Desta forma, o balancgo do investimento apresenta resultados atraentes, pois mesmo
custeando o preparado enzimatico nos valores indicados anteriormente ainda é possivel
que as Usinas alcancem lucros diarios de R$ 4.751,75 no exemplo em batelada e R$

2.027,22 para o exemplo em processo continuo. Extrapolando estes valores para ano safra
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de 200 dias, as Usinas criariam acréscimos econdmicos na ordem de R$ 950.350,26 e R$

405.444,37, respectivamente para os exemplos Batelada e Continua.
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Tabela 11. Avaliacdo de custos das aplicacGes de preparado enzimatico em processo batelada e continuo de producao de
bioetanol.

Parametros e Premissas

Processo Batelada Processo Continuo

Glicose Liberada (g.L* de vinho) 0,798 0,936
_C_CU Rendimento Fermentativo (%) 92,38 87,45
§ Etanol adicional (L.L* de vinho) 0,477 0,530
E Teor alcodlico do vinho bruto (%) 9,78 8,93
% Producéo diéria de etanol (Litros) 1.229.317 517.127
§ Volume diario de Vinho (Litros) 12.022.720 4.617.944
&  Ganho diario de etanol (Litros) 5.739 2.448
Aumento de rendimento (%) 0,47% 0,47%
€ Etanol Hidratado (R$.L) R$ 2,07 R$ 2,07
E
O  Ganho econbémico diario R$ 11.883,40 R$ 5.068,05
o
£  Ganho especifico por m3 de etanol produzido R$ 9,67 R$ 9,80
o Consumo diario de enzima em (kg) 361 139
e]
c
,8 Precificando o preparado enzimético como correspondente a 60% do
‘s ganho econdmico diério e dividindo pelo consumo de enzima, teremos R$ 19,77 R$ 21,95
&’ que o preco sugerido de venda do preparado enzimatico pode ser de:
S g Custo diario com preparado enzimético com o preco sugerido R$ 7.130,04 R$ 3.040,83
S, g Lucro diario da usina descontando o custo do preparado enzimatico R$ 4.753,36 R$ 2.027,22
C =
@ 0
8 g Lucro de Safra com 200 dias R$ 950.671,63 R$ 405.444,37

Fonte: préprio autor.
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6. CONCLUSOES

Os resultados discutidos durante a aplicagdo em escala industrial do preparado

enzimatico para liberacao de glicose no mosto de fermentagé@o permitem concluir:

A liberacédo da glicose por meio da hidrélise enzimatica aplicando 30 mg.L* do
preparado enzimatico no processo fermentativo em escala industrial converteu
75,9% dos oligossacarideos e polissacarideos na Usina operada em modo
batelada e 80,4% na Usina operada com fermentagcdo continua, conforme
apresentado nos calculos da Taxa de Performance Industrial. Ambos
resultados foram estatisticamente significativos refutando a hipétese nula que
estabelece igualdade entre os periodos controle e aplicacdo do preparado
enzimatico, deste modo, comprovando que o objetivo de conversdo dos
acucares, infermentesciveis pela levedura, em glicose fermentescivel ocorre
em escala industrial;

N&o foi observado aumento real com significancia estatistica do rendimento
do processo fermentativo durante a analise desta aplicacdo em escala
industrial, possivelmente em funcdo das grandes distorcbes volumétricas
geradas pelas flutuacbes de processo e pela forma que é calculado o
rendimento fermentativo, considerando o esgotamento do processo com 0
balanco de massa sujeito a mudancas de “mix” de producao e paradas, sejam
elas programadas ou por chuvas;

Constatou-se a reducado do &cido acético da ordem de 53,8% no processo em
batelada e 6,8% no processo continuo. Os dados aqui apresentados nao

permitem concluir que esta reducdo estd associada a reducdo de

contaminacgdo, sendo necessarios novos estudos para esclarecimento;
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O teor médio de levedo no vinho centrifugado aumentou 114,1% nas duas
Usinas testadas, sendo 13,4% no processo em batelada e 214,8% no
processo continuo, indicando que a liberacdo de glicose extra pela acdo do
preparado enzimatico sobre os polissacarideos e oligossacarideos forneceu
condicbes de multiplicacdo dos microrganismos resultando em aumento de
biomassa.

O delta médio resultante destas duas aplicacbes foi de 0,863 gramas de
glicose por litro de vinho fermentado, o que teoricamente pode contribuir com
o0 aumento do rendimento fermentativo em 0,47%, de modo que a Usina
operada em modo batelada se beneficiaria de 5.739 litros extras de etanol por
dia e a Usina operada em modo continuo poderia produzir outros 2.448 litros

dia com a mesma matéria-prima.
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APENDICE A. METODOLOGIA DE ANALISES LABORATORIAIS

DETERMINACAO DOS TEORES DE ACUCARES

Para a determinacédo dos acglcares (sacarose, frutose e glicose) foi utilizada a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para isso a amostra foi previamente
diluida e filtrada em membrana de 0,45 um. Para a analise foi utilizado um cromatografo de
ion (marca Thermo, modelo ICS-5000+DC), munido com uma coluna (Dionex Carbo Pac
TM PA1 4 x 250 mm), vazao de 1,25 mL.min-1 e temperatura de forno de 25 °C. Para a

deteccdo foi utilizado um detector do tipo eletroquimico (ICS-500+DC), a 25 °C.

DETERMINACAO DO TEOR DE IMPUREZAS

Para determinacgéo do teor de impurezas a amostra foi homogeneizada em frasco de
coleta de 500 mL. Em seguida a amostra foi transferida para um tubo de vidro (100 mL) e
acertado até o menisco. Entdo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 15 min. Ao
término da centrifugacdo foi realizada a leitura no tubo de vidro, medindo o material
precipitado (pellet) da parte inferior até a superior na régua em sua lateral. O valor de

impurezas foi calculado conforme a Equacéo 1.

| = V/S *100 % (Equacao 1)
Onde:
| = Impurezas (%).
V= Volume de impurezas decantadas (pellet) (mL).
S = Somatoéria dos volumes (pellet + solugdo limpida) (mL).
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DETERMINACAO DO TEOR DE ETANOL

Para a determinacéo do teor de etanol foi utilizado o densimetro eletrénico digital
(Anton Paar). Para isso a amostra foi previamente destilada no funil do densimetro por 3

vezes e entdo foi realizada a leitura do grau (°Gl) diretamente no “display” do equipamento.

DETERMINACAO DO NIiVEL DE CONTAMINACAO BACTERIANA

Para procedimento de determinacdo do nivel de contaminagédo foram preparadas
duas solucdes, como se segue: solucao A: sulfato azul de Nilo 2 % (massa/volume): solucao
B: azul de metileno a 0,2 % (massal/volume). Em seguida as solucées A e B foram
misturadas em partes iguais, obtendo-se a solugédo C, que permaneceu em repouso por 24
h a 25°C. Apds o repouso a solucao C foi filtrada em papel de filtro e estocada até o seu
uso. 5 mL da amostra foi homogeneizar e transferida para um tubo de ensaio. Algumas
gotas de papaina foram adicionadas ao tubo o qual foi homogeneizado em agitador vortex.
Entdo, a amostra previamente diluida foi misturada com a solu¢do C (em parte iguais) e
homogeneizada em agitador vortex gerando a solucdo D. Foi preparada a camara de
Neubauer, cobrindo a superficie espelhada com uma laminula. Entdo, foi transferida a
solugdo D em um volume suficiente para preencher a camara de Neubauer e analisado ao
microscépio Optico pela imersédo (objetiva de 100 x). Entdo, foi realizada a contagem de
bastonetes ndo corados (viaveis) presentes nos 4 reticulos centrais de 25 quadriculos da
camara de Neubauer. Os bastonetes corados de azul ndo foram contados.

O célculo do nivel de contaminacado bacteriana foi realizado conforme a Equacéao 2.

B=C/N*V*FD*FM (Equacao 2)
Onde:

B = Contaminacédo bacteriana. (Bastonetes.mL"1).
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= N° de bastonetes contados.

Z 0O
[

= N° de campos do microscopio.

Volume da amostra (mL).
FD = Fator de diluicdo (mL).

FM = Fator de imersdo do microscopio (Xx).

DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para a determinacdo da viabilidade celular foi pesado 0,1 g de eritrosina que foi
dissolvida em 10 mL de agua destilada autoclavada. Também foi pesado 17,9 g de fosfato
dissodico (NazHPOa4) e dissolvido em 250 mL de &gua destilada autoclavada. Entéo,
misturaram-se as duas solucdes, obtendo-se a solu¢cdo A. Em seguida foi pesado 6,89 g de
fosfato monossadico anidro (Na2HPOa4) que foi dissolvido em 250 mL de agua destilada
autoclavada obtendo-se a solucdo B. Na sequéncia foram misturadas as solu¢cdes A e B,
obtendo-se a solucdo C. A solucdo C foi adicionada em geladeira conservando sob
refrigeracdo. 5 mL da solucdo C foram transferidos para um tubo de ensaio o qual foi
também adicionado papaina (para desfloculacdo da amostra). Na sequencia o tubo foi
agitado e permaneceu em repouso por 5 min. 1 mL da amostra resultante previamente
diluida foi transferida para outro tubo de ensaio, o qual continha 1 mL de solucédo de
eritrosina (P.A.), a qual foi homogeneizada em agitador vortex, obtendo-se a solu¢éo D. Foi
preparada a camara de Neubauer, cobrindo a superficie espelhada com uma laminula.
Entdo, foi transferida a solucdo D em um volume suficiente para preencher a camara de
Neubauer e analisado ao microscopio Optico pela imersdo (objetiva de 100 x). Foram
guantificadas células vivas, mortas e brotos presentes nos 4 reticulos centrais dos 25
quadriculos da camara de Neubauer. Trés tipos de células foram quantificadas: células
incolores (viaveis), células coradas em rosa (ndo viaveis) e brotos ndo corados (viaveis).

Os brotos corados em rosa (inviaveis) nao foram quantificados.
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Entao, foi realizado o calculo conforme a Equacéo 3.

VB=T*CT * 100 % (Equacao 3)
Onde:
VB = Viabilidade celular (% células viaveis).
T = N° total de células vivas.

CT = 1/(N° total de células vivas + N° total de células mortas).

DETERMINACAO DO NIVEL DE FLOCULACAQO

A amostra foi adicionada em uma proveta graduada de vidro de 100 mL que
permaneceu em repouso por 15 min. ApOs o repouso foi realizada a leitura, conforme
apresentado no esquema abaixo.

Floculagido
100 - VT = Volume fotal p/decantar
80 --—-- VFI = Volume flotado

40 ---- VD = Volume decantado

Esquema de determinacdo do nivel de floculagcdo. Fonte: manual de
meétodos analiticos (USC, 2020).

Entado, foi realizado o calculo conforme a Equacéo 4.

F = (VFI — VD)/VT * 100 % (Equacéao 4)

Onde:

F = Floculacédo (%).

VFI = Volume flotado (mL).
VD = Volume decantado (mL).
VT = Volume total (mL).
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DETERMINACAO DO TEOR DE LEVEDO

Para determinacdo do teor de levedo a amostra foi homogeneizada e transferida
para dois tubos Falcons até a marca de 10 mL. Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm
durante 5 min. Ao término da centrifugacéo foi realizada a leitura do volume total e de
solidos decantados no fundo dos tubos Falcons.

Entéo, foi realizado o célculo conforme a Equacéo 5.

L =VL/VT * 100 % (Equacao 5)
Onde:
L = Teor de levedo (%).
VL = Volume inferior de levedo (mL).

VT = Volume total da amostra (mL).

DETERMINACAO DO PH

Para determinacdo do pH a amostra foi resfriada até 25 °C e em seguida foi
transferida para um béquer e introduziu-se o eletrodo na amostra até cobrir o bulbo
de vidro tomando o cuidado de manter o nivel de amostra abaixo do nivel do eletrdlito

e entéao foi realizada a leitura de pH no “display” do pHmetro.
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BIOPRODUTOS E

TEORES DE SUBSTRATO,

TABELA 6.

APENDICE B.

INDUSTRIAL OPERADO EM

SUBPRODUTOS DE VINHO BRUTO DO PROCESSO

MODO BATELADA

—Ac. Latico (g.L-1)

—Glicose (g.L-1)
— Frutose (g.L-1)
—Glicerol (g.L-1)

* Controle
* Enzima

—Ac. Acético (g.L-1)
— Etanol (g.L-1)
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61.02/60/81
61.02/60/91
61.02/60/VL
61.02/60/Z1
61.02/60/0L
6102/60/80
6102/60/90
61.02/60/%0
61.02/60/20
61.02/80/LE
61.02/80/6Z
61.02/80/.2
6102/80/52 2
61.02/80/€C
6102/80/LT
61.02/80/61
61.02/80/LL
61.02/80/S1
61.02/80/E1
6102/80/11
61.02/80/60
61.02/80/L0
61.02/80/S0
61.02/80/£0
61.02/80/10

Fonte: préprio autor.
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+ Controle

* Enzima
—Glicose (g.L-1)

—Frutose (g.L-1)
—Ac. Latico (g.L-1)

—Glicerol (g.L-1)
—Ac. Acético (g.L-1)

— Etanol (g.L-1)

BIOPRODUTOS E

INDUSTRIAL OPERADO EM

TEORES DE SUBSTRATO,

MODO CONTINUO

APENDICE C. TABELA 7.
SUBPRODUTOS DE VINHO BRUTO DO PROCESSO

6102/04/12
6102/04/02
6102/01/61
6102/01/81
6L0Z/04/LL
6102/01/91
6102/0L/S1
6L0Z/0LIYL
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Fonte: préprio autor.



