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RESUMO

A producdo industrial de etanol combustivel no Brasil é realizada
por processo fermentativo com reciclo de células de leveduras. O
processo industrial de producdo de bioetanol resulta na formacao
de excesso de espuma. Assim, maiores niveis de contaminacdo e
impurezas no processo fermentativo dificultam o controle da
formacdo de espuma acarretando sérios problemas na operacdo do
processo, como por exemplo, perdas financeiras devido a gastos
excessivos com agentes antiespumantes e de fluidos por
derramamento nas dornas de fermentacdo. Dentro do contexto
apresentado, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
desempenho de um preparado enzimatico comercial como agente
antiespumante em processo industrial de producédo de bioetanol. O
preparado enziméatico foi aplicado ao processo industrial
concomitantemente aos insumos quimicos tradicionais
(antiespumante e dispersante). A aplicacdo foi conduzida pelo
bombeamento do preparo enzimatico para as dornas de
fermentacdo denominando-se esta operacdo de “periodo enzima”.
Prévio a aplicacdo do preparado enzimatico um periodo controle foi
avaliado “sem a adicdo do produto”, (foram realizados 2 ensaios a
nivel industrial nos anos de 2018 e 2019, respectivamente). O
monitoramento do processo foi realizado pela quantificacdo dos
insumos quimicos, preparado enzimatico e etanol. Além disso,
também foram monitorados os indicadores de desempenho de um
processo fermentativo. Os ensaios 1 e 2 apresentaram reducbes
meédias no consumo de antiespumante e dispersante de 26% e 37%,
respectivamente. No periodo enzima (ensaio 1) foi adotada a
estratégia de reduzir o mix de producdo de etanol culminando em
reducdes de vazado de mosto, producdo de etanol e taxa de
ocupacédo de dornas. O ensaio 1 resultou em valores similares de
indicadores do processo fermentativo nos periodos enzima e
controle, com excecdo dos niveis de impurezas e floculagcdo. No
entanto, no ensaio 2 ndo foi adotada a estratégia de redugédo do mix
de producao de etanol. Nesta condi¢cdo, ndo houve diferencas
significativas nos indicadores do processo fermentativo entre os
periodos controle e enzima. O ensaio 1 apresentou reducao liquida
de 15%, enquanto o ensaio 2 aumento liquido de 9%, com recursos
para aquisi¢cdo de insumos quimicos, o que totalizou uma economia
de R$ 0,40 no ensaio 1 e um prejuizo de R$ 0,18 no ensaio 2 por
metro cubico de etanol produzido. Assim, somente o ensaio 1
apresentou reducdo de custos com aquisicado de produtos quimicos.
Por fim, a diminuicdo do mix de producédo de etanol foi o momento
mais adequado para a aplicacdo do preparado enzimatico no
processo fermentativo.

Palavras-chave: Processo industrial de bioetanol; F ormacao de
Espuma; Antiespumante. Dispersante; Preparado enzim atico.



ABSTRACT

The industrial production of fuel ethanol in Brazil is carried out by
a fermentative process with recycling of yeast cells. The industrial
process of bioethanol production results in the formation of excess
foam. Thus, higher levels of contamination and impurities in the
fermentation make it difficult to control the formation of foam,
causing serious problems in the operation of the process, such as
financial losses due to excessive expenses with antifoaming agents
and losses of fluids due to spillage in the fermentation vats. Within
the context presented, the objective of the present work was to
evaluate the performance of a commercial enzymatic preparation as
a defoaming agent in an industrial bioethanol production process.
The enzymatic preparation was applied to the industrial process
concurrently with traditional chemical inputs (defoamer and
dispersant). The application was carried out by pumping the
enzymatic preparation into the fermentation vats denominated
enzyme period”. Prior to the application of the enzyme preparation,
a control period was evaluated “without the addition of the product”
(two tests were carried out in the years 2018 and 2019,
respectively). The monitoring of the process was carried out by
guantifying the chemical inputs, enzymatic preparation and ethanol.
In addition, the performance indicators of a fermentation process
were also monitored. Trials 1 and 2 showed average reductions in
the consumption of defoamer and dispersant of 26% and 37%,
respectively. In the enzyme period (test 1), the strategy of reducing
the mix of ethanol production was adopted, culminating in
reductions in must flow, ethanol production and rate of occupation
of vats. Test 1 resulted in similar values of the fermentation process
indicators in the enzyme and control periods, except for the levels
of impurities and flocculation. However, in test 2, the strategy to
reduce the ethanol production mix was not adopted. In this
condition, there were no significant differences in the indicators of
the fermentation process between the control and enzyme periods.
Test 1 presented a net reduction of 15%, while test 2 a net increase
of 9%, with resources for the acquisition of chemical inputs, which
totaled savings of R $ 0.40 in Test 1 and a loss of R $ 0.18 in test
2 per cubic meter of ethanol. Thus, only trial 1 showed cost savings
with the acquisition of chemicals. Finally, the decrease in the
ethanol production mix was the most appropriate moment for the
application of the enzyme preparation in the fermentation process.

Keywords: Industrial bioethanol process; Foam forma tion;
Defoamer; Dispersant; Enzymatic preparation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, um dos maiores produtores agricolas do mundo, gera
guantidades significativas de subprodutos de biomassa em
atividades decorrentes da colheita e transformacado de produtos. De
acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2020), na safra 2019/20, foram obtidos 630 milhdes de toneladas
de cana-de-acucar. A producao brasileira de etanol, no mesmo
periodo, foi acima de 29,2 bilhdes de litros.

Uma parcela dessa producao provém da unidade de estudo,
localizada no interior paulista, onde sdo processadas 5 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar, obtendo-se como produtos o etanol
combustivel (184 mil metros cubicos), o acucar VVHP “Very Very
High Polarizated” (7 milh6ées de sacos) e levedura seca (3,7
toneladas). A producdo de etanol a partir da cana-de-acucar
(combustivel renovavel) permite uma reducdo de aproximadamente
78% das emissbdes de gas carbdnico (CO2) no planeta Terra, pois a
cana-de-acUcar capta o CO2 da atmosfera e transforma em oxigénio
(via processo de fotossintese). O Brasil faz uso intensivo dessa
energia de baixo indice de carbono para movimentar a sua frota de
veiculos e isso ocorre desde 1975, quando foi criado o Proalcool
como alternativa a crise do petroleo (ZANIN et. al., 2000).

O presente trabalho foi desenvolvido em uma das etapas de
producdo do bioetanol, ou seja, a fermentacdo alcodlica sacarina,
sendo um processo bioldégico no qual os aclUcares (glicose, frutose

e sacarose) presentes no caldo de cana-de-acgucar processado,
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denominado de mosto, s&o metabolizados pela levedura
Saccharomyces Cerevisiae, obtendo-se o vinho fermentado. Além
do vinho fermentado com etanol, outros subprodutos sédo liberados
no presente bioprocesso, sendo os principais o CO2, glicerol, acido
succinico, acido acético, 6leo fusel, butilenoglicol, bagaco de cana-
de-acucar, dentre outros (ALENCAR et al., 2009).

O tema principal do trabalho refere-se ao excesso de formacéo
de espuma nos biorreatores (dornas) de fermentacdo, o que é
indesejavel no processo de producdo de bioetanol, pois provoca
dificuldades operacionais e de desempenho. H& grandes
dificuldades no controle de formacdo de espuma, pois a formacéo
de bolhas ocorre quando os constituintes (CO2, proteinas e sdélidos
suspensos presentes no mosto e vinho) estdo em contato no
processo de fermentacdo. Um nivel de formacdo de espuma estéa
sempre presente nas dornas de fermentacdo, porém quando em
excesso torna-se um obstaculo, afetando de forma negativa a
produtividade do processo (PAGILLA et al., 2014). Em geral, os
principais impactos negativos causados pela formacdo excessiva de
espuma em processos de fermentacdo alcodlica sdo: reducdo do
desempenho da dorna de fermentacdao pela diminuicdo do volume
ativo, resultando em menor produtividade de etanol por ciclo;
reducdo de custos financeiros com dosagem de produtos quimicos
para dispersdo e contengao de espuma.

O preparado enziméatico (Fermax TM) é uma alternativa

biolégica para o controle de formacdo de espuma em processo
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industrial de producado de bioetanol. Ao contrario dos produtos
guimicos tradicionais (antiespumantes e dispersantes), o Fermax
TM nado elimina a espuma, mas impede que ela se forme, pois altera
a estrutura da mesma clivando as ligacOes do tipo peptidica das
proteinas estabilizadoras, tornando-a mais leve e menos densa
(NOVOZYMES, 2020). O Fermax TM pode substituir completamente
ou ser utilizado em combinacdo com produtos quimicos tradicionais

para potencializar sua atividade.
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2. OBJETIVO

2.1. GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho de

um preparado enzimatico comercial como agente coadjuvante no

controle de espuma em processo industrial de producdo de

bioetanol.

2.2. ESPECIFICOS

Avaliar um periodo denominado de “controle” (estratégia
tipica aplicada atualmente no processo), no qual foram
utilizados apenas insumos quimicos tradicionais
(antiespumante e dispersante) no controle de formacéo

de espuma nas dornas de fermentacao;

Avaliar um periodo denominado de “enzima”, no qual
foram dosados o preparado enziméatico (Fermax-TM-
Novozymes), além de dispersante e antiespumante nas

dornas de fermentacéao;

Avaliar os custos financeiros da aplicagcao do preparado
enzimatico em combinacdo com dispersante e
antiespumante no processo industrial de producédo de

bioetanol;



20

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CONTEXTO HISTORICO E IMPORTANCIA DO ETANOL COM BUSTIVEL

Quando se aborda o tema etanol no Brasil, ha de se lembrar
do Governo do presidente Getulio Vargas no qual criaram o [AA
(Instituto do Acucar e Alcool), sendo esse fato de grande
importancia e contribuicdo para o desenvolvimento da induastria
sucroalcooleira no pais (YOSHII et al., 1984). Apdés a criacao do
IAA, foram implementadas regras e diretrizes no rumo das decisdes
da agroinddstria canavieira em todo o territério nacional. Em
meados dos anos de 1930, pouco depois da Revolugdo, os
representantes do governo baixaram o decreto, n® 19.717, tornando
obrigatdria a adicdo de 5% de etanol carburante a gasolina
importada de outros paises. Também no mesmo decreto ocorreu a
isencdo de taxas e impostos dos materiais necessarios a expansao
produtiva das destilarias existentes no pais naquele periodo
(SZMRECSANYI, 1979).

Por volta de 1975 foi criado o “Proalcool” (Programa Nacional
do Alcool), sendo esse um fato de grande importancia para época,
jA que o Brasil importava aproximadamente 80% do petrdleo que
consumia internamente. O objetivo do programa foi diminuir a
dependéncia do pais em relacdo ao petroleo, sendo essa, uma
resposta do pais ao recente “Choque do Petroleo” (ZANIN et. al.,
2000). De 1985 a 1989 ocorreram dificuldades para a

implementacdo do “Proalcool”, pois o Brasil enfrentava diversas
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alteracbes econbmicas, como por exemplo, aumento da inflacdo e
da divida. O mercado internacional vinha apresentando diminuicéao
no preco do petréleo, portanto os problemas de abastecimento de
etanol passaram a nédo ter grandes destaques. No ano de 1984, o
pais encontrava-se sob uma nova administracdo que cortou oS
investimentos publicos e os subsidios, extinguindo o IAA criado por
Vargas.

Atualmente o que se espera do futuro dos biocombustiveis no
Brasil € que até 2030 o Brasil aumente consideravelmente a
producdo etanol, pois se trata da retomada dos investimentos no
setor sucroenergético, devendo as atencdes voltarem-se para a
evolucdo da implementacdo do “RenovaBio” que pretende (BRASIL,
2017):

e Fornecer uma importante contribuicéo para 0
cumprimento dos compromissos determinados pelo Brasil
no ambito do Acordo de Paris;

* Promover a adequada expansdo dos biocombustiveis na
matriz energética, com énfase na regularidade do
abastecimento de combustiveis;

» Assegurar previsibilidade para o] mercado de
combustiveis, induzindo ganhos de eficiéncia energética
e de reducdo de emissOes de gases causadores do efeito
estufa.

Nesse ambiente de incertezas (devido as alteragdes no

governo), espera-se que prevalegcam politicas que possam dar
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suporte ao aumento da producdo de etanol no médio prazo. Como
o “RenovaBio” ndo requer subsidio e renuncia fiscal, supfe-se que
0O programa seja aderente as propostas do novo governo e que dé
suporte para evolucdo da industria sucroenergética do pais,
impulsionando o desenvolvimento, sendo esse o cenario futuro da

matriz dos biocombustiveis no Brasil.

3.2. MATERIAS-PRIMAS PARA PRODU(;AO DE BIOETANOL

As matérias-primas com potencial para producdo de bioetanol
contém uma mistura de sacarose, glicose e frutose. Essa matéria-
prima € transformada pela levedura Saccharomyces Cerevisae em
etanol por meio do bioprocesso denominado fermentacédo alcodlica.

Para que ocorra esta reacdao de biotransformacao, ¢é
necessario que a matéria-prima contenha carboidratos
metabolizdveis pelas leveduras. Os aglUcares monomeéricos de seis
carbonos, como a glicose e frutose, além do dimero de sacarose
(glicose + frutose) sao os preferidos da levedura S. Cerevisae para
produzir etanol. Do ponto de vista de fermentacdo, as matérias-
primas podem ser agrupadas nos seguintes grupos:
Sacarina: diretamente fermentesciveis, como por exemplo: frutas,
mel de caldo de cana-de-aglUcar, beterraba, que ndo precisam
sofrer conversdo previa do carboidrato antes da fermentacédo, de
modo a torné-lo assimilavel pela levedura. Todavia, a levedura usa
a enzima invertase para decompor a molécula de sacarose em

glicose e frutose (LIMA et al., 2019).
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Amilaceas e feculentas: indiretamente fermentesciveis, ou seja,

necessitam ser convertidas em carboidratos diretamente
fermentesciveis prévio ao inicio da fermentacédo etandlica, de modo
a ser assimilavel pela levedura. O principal constituinte é
polissacarideo amido, um polimero que contém unidades repetitivas
de moléculas de glicose. Sdo exemplos de matérias-primas
amilaceas: milho, arroz, trigo, mandioca, batata doce, dentre
outros. As matérias-primas amilaceas possuem como principal
caracteristica a fermentacado etandlica pés-hidrdlise (enzimatica ou
guimica), também denominada de processo de sacarificacdo, no
gual o substrato amido ndo fermentescivel é transformado em
glicose (acucar monomérico) que pode ser convertido em etanol
diretamente pela levedura (LIMA et al., 2019).

Celulésicas: matérias-primas também indiretamente

fermentesciveis. Alguns exemplos de materiais celulésicos sédo a
palha e o bagaco de cana-de-acucar, madeiras e subprodutos
agricolas. As matérias-primas celulésicas (materiais
lignoceluldsicos) despertam interesse para producdo de etanol,
porém alguns fatores resultam em menor uso dessa matéria-prima,
entre eles podemos citar: dificuldade de preparacdo do mosto,
presenca de elementos téxicos nos substratos previamente
hidrolisados, causando efeitos inibitéorios no processo de
fermentacdo etandlico, residuos de aclUcares ndo fermentesciveis
ao final do processo de fermentacdo (2-3%) resultando em baixa

eficiéncia e muitos subprodutos na etapa de destilagao,
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necessidade de pré-tratamento quimico e hidrdélise enzimatica dos

materiais devido a alta recalcitrancia, culminando em alto custo do

processo, dentre outros (LIMA et al., 2019).

3.3. PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUQAO DE BIOETANOL D E CANA-
DE-ACUCAR
A Figura 1 ilustra o fluxograma geral da producgao industrial

de bioetanol utilizando como matéria-prima a cana-de-acgucar.

Cana-de-aglicar
Plantio, Colheita
Transporte,
Descarregamento

¥
Limpezaa seco Cogeracéo de energia
l Y
Bagaco
Extracdo/moagem 5 Caldeiras
Caldo i
Secagem Tratamento quimico Geragdo de vapor
Melago T l
Centrifugacdo Aquecimento/clarificacdo
f l Torta de filtro t
Agua condensada Caldo 1_ Centrifugacdo
" - Fermento N _
|  Misturador Tratado #| Fermentacédo
r 3
Mosto
» Resfriamento

Figura 1. Fluxograma geral de producdo industrial de etanol de
cana-de-acgUcar.

A cana-de-aclUcar é transportada da area de cultivo para a

industria por caminhdes, na balanca o material &€ pesado e



25

amostrado para realizacdo das analises preliminares. Assim, a
cana-de-acucar €& descarregada nos tombadores, onde séo
realizadas as operacbes de Ilimpeza a seco (removendo-se
impurezas em geral) e na sequéncia pelos eletroiméas (remocéao de
particulas ferrosas). ApoO0s a limpeza, a cana-de-aclUcar ¢é
transportada por meio de esteiras até o conjunto de facas e
martelos para ser desfibrada e triturada, nesta etapa sdo geradas
duas fracbdes: o caldo de cana-de-aclUcar (fracdo liquida) e um
subproduto fibroso denominado de bagaco de cana-de-acUcar
(fracdo sdlida) (REIN, 2013).

O bagaco de cana-de-aclUcar apresenta uma umidade da ordem
de 50% e é utilizado como material comburente para geracao de
vapor e cogeracao de energia, além disso, também ¢é utilizado em
algumas unidades industriais para a producdo de etanol celuldsico
(etanol 2G) (MILANEZ et al., 2015).

O caldo de cana-de-acucar é concentrado na etapa de
evaporacao, obtendo os cristais de sacarose (massa concentrada),
sendo separados pelo processo de centrifugacdo obtendo-se o
aclcar, gerando como subproduto um material viscoso saturado de
sacarose, denominado de melagco de cana-de-acucar. O melago
possui como caracteristica ser um liquido denso e viscoso, de cor
escura, rico em acucares, contendo pequeno percentual de agua,
com densidade que varia entre 1,4-1,5 g.mL"!.

Algumas destilarias optam por utilizar apenas o caldo de cana-

de-acucar para a producao de etanol, por possuir maior qualidade,
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baixa acidez e nao apresentar residuos de insumos industrias
(contendo enxofre), enquanto que outras unidades, utilizam
somente o melag¢o, porém, a mistura € considerada como sendo um
substrato com elevados indices nutricionais em comparacdo ao
caldo de cana-de-acucar (que possui algumas deficiéncias
nutricionais), mas por outro lado, o melaco possui compostos
inibidores da fermentacdo que devem ser monitorados com cautela
(ANDRIETTA et al., 2007; LIMA et al., 2001). Desta forma, o pH do
caldo de cana-de-acucar ¢é previamente corrigido para
aproximadamente 6,8 com adi¢cdo de cal Clarisina pelo sistema
Hidratec e em seguida é aquecido a uma temperatura de 105 °C
para eliminar microrganismos indesejados e compostos com
caracteristicas de formacdo de géis (etapa de clarificacdo). Em
seguida o caldo cana-de-acucar previamente clarificado é
bombeado aos decantadores com o objetivo de retirar impurezas
minerais (denominadas de lodo). O caldo cana-de-acucar € ainda
filtrado para a retirada de so6lidos suspensos, dessa forma, obtendo-
se um uma solucédo mais limpa, tornando o processo de fermentacao
mais eficaz, diminuindo a formacdo de espuma na fermentacao e
impregnando menos as centrifugas de etanol. O caldo cana-de-
aclcar é entdo bombeado para o misturador estatico (podendo ser
misturado com melaco e agua condensada de acordo com a

proporcdo de producdo e estratégia adotada pela empresa) e

D~

homogeneizado. Em seguida o caldo homogeneizado a 65 °C,
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bombeado aos trocadores de calor, onde ¢é resfriado a
aproximadamente 30 °C, sendo denominado de mosto.

O mosto é resfriado e bombeado para as dornas de
fermentacdo (preparado por mistura de caldo de cana-de-aculcar,
melaco e agua condensada, em propor¢cdo determinada de acordo
com a estratégia de producdo). O mosto contém entre 18-22% de
acucares e é inoculado com uma suspensédo de células de leveduras
de S. Cerevisiae comerciais (diferentes cepas comerciais de acordo
com a estratégia da empresa), denominada de levedo ou fermento.
A fermentacado é finalizada dentro de 8-10 h, resultando em vinho
fermentado com 8-12% (volume/volume) de etanol. Ao final da etapa
de fermentacdo, o vinho fermentado € bombeado para a operacéao
de centrifugacao, separando-se as células de levedura, resultando
em uma suspensdo concentrada de células, denominada de "creme
de leveduras” que contem 60-70% de concentragcdo. O creme de
levedura é diluido com agua e tratado quimicamente (dcido sulfurico
e desinfetantes) a fim de reduzir o nivel de contaminacéo
bacteriano e o fermento obtido é reciclado para uma proxima etapa
de fermentacdo. O processo de fermentacdo etandlico é operado
em batelada alimentada com reciclo de leveduras, e o vinho
centrifugado é destinado ao processo de destilacdo para obtencéo
de etanol hidratado carburante com graduacdo de 92,8 INPM
(Yomassa/massa). Apéds, a etapa de destilacdo, um subproduto
liguido denominado de vinhaca € produzido na propor¢ao de 9-13

litros para cada litro de etanol, o qual é utilizado como agua de
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irrigacao e fertilizacdo de solo, pois apresenta elevados indices de
potassio (da ordem de 2700 ppm), que em quantidades moderadas
€ um excelente adubo para plantacdes de cana-de-aclUcar na etapa
do preparo de terra.

Na etapa de producdo de etanol anidro o etanol hidratado é
utilizado como matéria-prima, submetendo-o ao processo de
desidratacdo, o qual utiliza as seguintes tecnologias: peneira
molecular, ciclohexano ou monoetilenoglicol, a funcdo de ambas as
tecnologias é remover o percentual de aproximadamente 7% de
agua do etanol (o qual ndo é removido na etapa de destilacédo)
tornando-o mais puro, obtendo-se o etanol anidro com uma

graduacao de aproximadamente 99,7 INPM (% massa/massa).

3.4. FORMA(;AO DE ESPUMA EM PROCESSO INDUSTRIAL DE
PRODUQAO DE BIOETANOL

A formacédo de espuma é o tema principal do presente trabalho
ndo havendo muitas informacfes disponiveis na literatura
especializada. A espuma ¢é frequentemente observada em
processos fermentativos, principalmente em biorreatores aerados e
agitados.

Muitos fatores podem contribuir para a estabilidade e o padrao
de formacdo de espuma. A formacdo de espuma esta associada as
condi¢cdes hidrodinamicas, ou seja, ao movimento dos fluidos e as
forcas que atuam sobre corpos solidos imersos nos fluidos, que por

sua vez, sdo afetadas pelas seguintes variaveis: formacao de CO2,
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composicdo do meio, presenca de células em crescimento e
impurezas presentes no mosto.

Os problemas gerados pela formacado excessiva de espuma se
enquadram em duas classes: 0os causados pela caracteristica do
biorreator e os causados por parametros operacionais. Embora os
sistemas de controle de espuma sejam amplamente utilizados na
industria, é preferivel prevenir a formacdo de espuma sem causar
efeitos prejudiciais sobre a produtividade do processo.

Desta forma, o tema possui um grau de complexidade elevado
e ainda € necessaria uma extensa pesquisa cientifica para elucidar
0 mecanismo exato dessas interacfes, para que previsdes realistas
do comportamento de formacdo de espuma em processos
fermentativos possam ser realizadas (TAPIA et. al., 2016).

As espumas sao compostas por milhares de pequenas bolhas
(CILLIERS et al., 1998), sendo geradas dentro de um liquido,

conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2. Formacédo de bolhas em dornas de processo industrial de
producdo e bioetanol. Fonte: proprio autor.

Essas bolhas se elevam e flutuam, acumulando-se na

superficie do liquido, ocorrendo a formacdo de uma lamela
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(“Plateau”), ou seja, pelicula fina que se encontra entre as bolhas,

conforme apresentado na Figura 3 (CILLIERS et al., 1998).
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Figura 3. Esquema de formacao de lamela entre as bolhas. Fonte:
(CILLIERS et al., 1998).

A formacédo de espuma ocorre quando o liquido intermediario
entre duas bolhas diminui para uma lamela, ao invés de se romper

no ponto de aproximacado mais proximo.

3.4.1. TIPOS DE ESPUMA

Quando uma solucdo contendo um surfactante (composto que
reduz a tenséao superficial de uma solucdo, como os detergentes,
emulsificantes, antiespumantes e dispersantes) € aerada, as bolhas
sobem em direcdo a superficie e duas regides distintas se formam,

conforme apresentado na Figura 4.
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Tanque

Fonte

Figura 4. Aeracao de fluidos. Fonte: adaptado de NETO (2019).

Com base em suas caracteristicas, as espumas sao
classificadas em diferentes categorias (Tabela 1). Em geral,
espumas fluidas sdo encontradas em processos submersos e podem
ser classificadas como instaveis, metaestaveis, transitorios e

persistentes.

Tabela 1. Classificacdo de espumas. Fonte: GHILDYAL et al. (1988).

Tipos Caracteristicas

Instavel O estado de equilibrio é abordado continuamente
Metaestavel O progresso para o estado de equilibrio € interrompido
Transitério Vida util de segundos

Persistente Vida util de horas ou dias, se nao for perturbada

A espuma instidvel se aproxima continuamente do estado de
equilibrio, constantemente se decompde a medida que o liquido fica
mais seco entre as bolhas, sua vida 0til depende da concentracao
da solucdo (MANCY et al., 1960).

A espuma metaestavel é caracterizada pelo fato de que a
secagem do liguido entre as bolhas pode ser interrompida e a

espuma pode persistir indefinidamente, se absolutamente protegida
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de influéncias perturbadoras, incluindo vibracdes, correntes de ar,
evaporacao, calor radiante, diferencas de temperatura, poeira e
outras impurezas (BEROVIC, 1990; FAMEAU, 2013).

A metaestabilidade pode ser conferida a espuma pela
presenca de um soluto, ou seja, (substancia que se encontra em
menor quantidade) que € adsorvido positivamente na superficie e
requer trabalho para remové-la.

A formacdo de espuma em processos fermentativos esta
diretamente relacionada as caracteristicas do sistema, ou seja,
equipamentos, métodos, fluidos e também das variaveis
operacionais que o compde. As subsecbes 3.4.2 e 3.4.3 apresentam
os fatores que contribuem para a formacdo de espuma e os efeitos

que a espuma provoca no processo de fermentacéao.

3.4.2. FATORES QUE INFLUENCIAM NA FORMACAO DE ESPUM A

Em um bioprocesso a estabilidade e o padrao de formacao de
espuma sao afetados por varios fatores, que muitas vezes
dependem das condi¢bes hidrodinamicas dos fluidos do processo,
gue por sua vez, sao influenciadas pelos seguintes fatores: a)
natureza e composicdo do meio, b) vazdo de alimentacédo, c)
presenca excessiva de agentes surfactantes, d) substancias ativas

de superficie, e) temperatura da fermentacdao (NOBLE et al., 1994).
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a) Natureza e composicdo do meio (pH; concentracdo de sais,

proteinas na presenca de alcoois)

As proteinas das células da levedura S. Cerevisae tém menor
solubilidade e maior potencial de formacdo de espuma em seu ponto
isoelétrico. Portanto, a capacidade de formacdo de espuma pode
ser influenciada pelo pH do meio (URAIZEE et al., 1990; SPEROTTO,
2014). A eficacia de agente antiespumantes bioldgicos (enzimas)
também pode depender do pH, como por exemplo, o preparado
enzimatico Fermax TM.

A espuma das solugcbes do processo fermentativo aumenta na
presenca de sais, sendo um dos grandes contribuintes o mosto
composto por melaco, pois contém substancias ricas em sais
minerais (BEROVIC, 1990; BEROVIC et al., 1979; SPEROTTO,
2014).

Segundo Bumbullis et al. (1979) e Tapia et al. (2016), proteinas na
presenca de alcoois, como por exemplo, etanol, metanol e propanol
(concentracdes de 2%, volume/volume) resulta em aumento
aparente da concentracdo das moléculas de proteina, ocasionando

maior formacao de espuma.

b) Vazdo de alimentacao

As condicOes de operacao do reator fermentativo, como por
exemplo, a vazdo de alimentacdo e agitacdo do meio, também
influenciam na formacdo de espuma. Desta forma, o aumento da

vazao de alimentacdo é proporcional ao aumento da altura da
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camada de espuma, pois had aumento da atividade fermentativa,
facilitando que mais bolhas de gas cheguem a superficie
convertendo-as em espuma. Em alguns casos, a espessura da
camada de espuma pode diminuir com o0 aumento da vazao de
alimentacdo apdés atingir uma espessura maxima. As razdes para
isso ndo sdo claras, mas pode ser devido a uma diminui¢cdo do
diametro das bolhas (DUITSCHAEVER et al., 1988; RAZAK et al.,

2015).

c) Presenca excessiva de agentes surfactantes

A concentracdo excessiva de agentes antiespumantes ou
dispersantes também provoca o aumento da formacao de espuma.
Geralmente, a estabilidade da espuma diminui até uma
concentragcdo maxima de surfactante, mas concentragcdes acima
desse patamar aumentam a estabilidade da espuma. No entanto, a
estabilidade da espuma ndo é sempre aditiva: a adicdo de um
agente capaz de formar espuma pode destruir a espuma existente

se for de carga oposta (PRINS, 1987; ROUTLEDGE, 2012).

d) Substancias ativas de superficie

A presenca de substancias ativas de superficie ou solidos
suspensos (impurezas minerais e/ou vegetais) tende a estabilizar
os filmes liquidos, como é o caso da levedura S. Cerevisae, pois 0S
materiais ativos de superficie sdo adsorvidos nas particulas

sOlidas, com extremidades ndo polares orientadas para a fase
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aquosa de modo que as bolhas de ar aderem-se a elas, resultando
em uma estabilizacdo da bolha e em um maior tempo de
permanéncia contribuindo em dificuldades de rompimento da
espuma nas dornas fermentativas (HALL et al., 1971; ZEDNIKOVA et

al., 2019).

e) Temperatura da fermentacao

A formacdo de espuma é diretamente proporcional a
temperatura, pois temperaturas mais elevadas resultam em
aumento da drenagem de liquidos, diminuindo a viscosidade. A
temperatura elevada também pode aumentar a evaporacao de
componentes volateis da superficie, além disso, ocorre a
desnaturacédo de proteinas das leveduras, aumentando a formacéao
de espuma. A indicios que o aumento da temperatura resulte em
reacdes quimicas de moléculas de acuUcares redutores,
aminoacidos, proteinas e peptideos através da reacdo de Maillard

(BEROVIC, 1990; BEROVIC et al., 1979; FANG, 2009).

3.4.3. EFEITOS DA FORMAQAO DE ESPUMA EM PROCESSO
FERMENTATIVO
Os efeitos da formacdo de espuma em processos
fermentativos sdo bastante numerosos e sao listados abaixo:
e Aumento do volume efetivo das dornas de fermentacéo,

causando reducdo da producao de etanol;
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* Maior retengcédo de gas, gerando bolhas no rotor do sistema
de bombeamento de resfriamento, causando aumento da
temperatura do vinho fermentado das dornas do processo;

* Perda de fluido devido a derramamentos, resultando em
menor produtividade de etanol;

« Gastos financeiros para aquisicao de produtos quimicos
para controle de formacédo de espuma,;

« Deposicdo de células na parte superior do biorreator,
causando aumento da contaminagdo microbioldégica
presente no vinho fermentado;

Desta forma, o controle de formac&o de espuma em processos
fermentativos € imprescindivel para se obter bons resultados. A
estratégia adotada preferencialmente pelas industrias é prevenir a
formacdo de espuma, ao invés de eliminar a espuma que ja esta
formada. No entanto, as vezes a formacado de espuma € inevitavel

e devem ser utilizados os métodos de eliminacdo de espuma.

3.5. METODOS QUIMICOS DE CONTROLE DE FORMACAO DE ESPUMA
EM PROCESSO FERMENTATIVO
Os agentes quimicos (antiespumantes) sdo substancias ativas
da superficie que impedem a formacdo de espuma metaestavel. A
espuma é eliminada ao se atingir a superficie do liquido e as
substancias depositadas nas lamelas das bolhas.
Os agentes antiespumantes a fim de desestabilizar a formacéo

de espuma em processos fermentativos podem ser produzidos a
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base de 0Oleos, acidos graxos, ésteres, poliglicois, siloxanos,
alcoois, sulfitos e sulfonatos. O modo de acdo de um agente
guimico antiespumante depende da natureza do composto, do tipo
da espuma e da natureza das substancias que provocam a formacéao
de espuma.

Gotas de agentes antiespumantes podem desestabilizar filmes
de proteinas por varios mecanismos. Eles podem atuar como pontes
hidrofobicas entre duas superficies de filme. Para que esse
mecanismo opere, a gota de Oleo deve entrar no filme; assim, o
diametro da gota deve ser menor gue a espessura do filme.
Portanto, o 6leo deve ser adicionado como uma emulsdo. Com base
nesse mecanismo, € plausivel que goticulas muito pequenas
produzam apenas uma pequena quantidade de movimento da
superficie e que o filme permaneca estidvel. Consequentemente,
existe um tamanho ideal de gota para o colapso do filme. Quando
um elemento hidrofébico entra em contato com ambas as
superficies de um filme, uma superficie convexa é formada no filme
liquido. O liquido flui em dire¢cdo contraria do elemento hidrofdébico
devido ao aumento da pressao sob a superficie curva; portanto, o
filme entra em colapso (GHILDYAL et al.,1988).

Os agentes antiespumantes sdo normalmente adicionados sob
demanda quando o conteudo do biorreator estd espumando
vigorosamente; portanto, é necesséaria uma acdo antiespumante
rapida para evitar derramamentos de fluidos. Para garantir um

grande coeficiente de espalhamento positivo, a tensao interfacial
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entre o antiespumante e o meio espumante também deve ser baixa.
Isso requer algum caréater hidrofilico na molécula antiespumante. O
agente antiespumante deve ser fornecido em quantidade suficiente
para manter uma alta concentracdo superficial, mesmo sob as
condicbes dinamicas encontradas em um biorreator; portanto, uma
baixa solubilidade €& vantajosa. Além disso, o antiespumante deve
ter baixas forcas coesivas intermoleculares para que ele préprio
ndo contribua para a viscosidade ou rigidez da superficie.

As caracteristicas desejadas de um agente antiespumante
ideal foram reportadas na literatura (BRYANT, 1970; EVANS et al.,
1971). Algumas dessas propriedades sao mutuamente
contraditorias e nenhum agente antiespumante pode ter todas as

propriedades desejadas (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas almejadas para 0s agentes antiespumante.
Caracteristicas almejadas

Estabilidade durante a

Eliminag&o rapida de espuma X
descontaminagéo

Acéo duradoura Insolubilidade em meio espumante

Nenhuma interacdo quimica com o

N&o explosivo produto acabado

N&o volatil N&o transmite cor ou odor ao produto

Melhor capacidade de eliminar a
Baixo custo elasticidade e viscosidade da superficie.
Biodegradavel
N&o toxico para microrganismos,
animais e humanos

Valores baixos de DBO e DQO

N&o metabolizavel pela cepa
microbiana em uso

Altos coeficientes de entrada e difusao

Incapacidade de formar produtos
COrrosivos

Descontaminacgao/fermentagéo

Baixa tensao superficial Presenca de algum carater hidrofobico
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Os efeitos de minimizacdo da formacédo de espuma e, com
isso, aumento de produtividade de etanol em processo fermentativo
sdo bem conhecidos. De fato, antiespumantes e dispersantes sao
adicionados a quase todos os processos fermentativos. No entanto,
0 uso de antiespumantes introduz uma dimensao adicional ao
processo produtivo. Os efeitos dos agentes antiespumantes ndo sao
todos benéficos. O antiespumante pode afetar negativamente o
metabolismo microbiano e a qualidade do produto final (GHILDYAL
et al., 1988; HALL et al., 1971). Desta forma, as identificacdes das
relacdbes causa-efeito especificas séo dificeis de serem
determinadas.

Os agentes antiespumantes pertencem a diferentes grupos de
tensoativos e podem afetar o processo de maneira diferente, sendo
seus efeitos muitas vezes prejudiciais ao metabolismo microbiano
sendo téxicos para os microrganismos. Esses efeitos aumentam ou
diminuem o crescimento microbiano, a formacdo do produto e a
utilizacdo do substrato. Os sistemas de enzimas microbianas podem
ser danificados por alguns dos Oleos utilizados como
transportadores, fazendo com que as taxas de metabolizacdo de
aclcares diminuam e a producao de metabdlitos desejados, como
antibidéticos, seja inibida. Portanto, para a producdo de enzimas,
sdo preferidos agentes antiespumantes inertes que nao podem ser
metabolizados pelos microrganismos. Agentes antiespumantes que

sdo metabolizados durante a fermentagcdo sao frequentemente
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usados para producdo secundaria de metabdlitos. Quando um
agente antiespumante metabolizavel €& wusado, o0 processo
fermentativo pode exibir um comportamento dialitico,
especialmente se a concentracao do agente antiespumante for alta
o suficiente (SUKAN et al., 1984).

Desta forma, como o efeito antiespumante de um agente
depende também dos microrganismos, da composi¢cdo do meio e das
condicOes operacionais, testes empiricos de diferentes agentes séao
necessarios para avaliar sua adequacdo a uma aplicacao

especifica.

3.6. PREPARADO ENZIMATICO PARA CONTROLE DE ESPUMA N A
FERMENTACAO

Embora o uso de agentes quimicos (antiespumantes e
dispersantes) ofereca vantagens como simplicidade, facilidade de
operacdo e economia em alguns casos, também hé desvantagens,
como por exemplo, elevados custos de dosagem devido a sua
ineficiéncia na contencdo de espuma, derramamentos de fluidos do
processo fermentativo causando perdas financeiras. Além disso, o
uso dos agentes antiespumante e dispersante prejudicam o
processo fermentativo e induzem respostas de estresse nas células
das leveduras (NIELSEN et al., 2017).

A maioria dos métodos mecéanicos eficientes consome muita
energia e ndo oferecem facilidade de operacdo. J4 os dispositivos

mecanicos mais simples ndo sdo eficientes o suficiente para serem



41

usados de forma individual. Assim, um Unico método pode ndo ser
eficaz o suficiente para resolver o problema da formacédo de
espuma. Assim, a acdo combinada de mais de um método pode ser
necessaria. Por exemplo, o novo método de contencdo de espuma
gue compreende o0 uso de preparado enziméatico, da classe
proteases, as quais clivam as ligacdes do tipo peptidicas entre
0os aminoacidos das proteinas e eliminam o material depositado nas
lamelas favorecendo o controle de bolhas.

O preparado enziméatico (Fermax TM) tem potencial de
controle de formacao de espuma durante o processo de producéo
de bioetanol de caldo de cana-de-acucar, ao mesmo tempo em que
oferece controle e substitui produtos quimicos, sendo uma solucéo
biol6gica que impede a formacado de espuma durante o processo de
fermentacdo (NOVOZYMES, 2020).

Ao contrario dos produtos antiespumantes tradicionais, o
Fermax TM ndo elimina a espuma, mas impede que ela se forme,
pois altera a estrutura da espuma clivando as ligagdes do tipo
peptidica das proteinas estabilizadoras tornando-a mais leve e
menos densa. Isso permite um controle da formacao de espuma no
processo fermentativo, o que permite aos produtores operar suas
plantas com maior eficiéncia. O Fermax TM pode substituir
completamente ou ser utilizado em combinacdo com produtos
guimicos dispersantes tradicionais para aumentar sua atividade.
Também pode diminuir o consumo em até 70% dos produtos

tradicionais (antiespumantes e dispersantes) (NOVOZYMES, 2020).
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Segundo Daniel Albuquerque Cardinali (chefe da Plataforma
de Cana-de-Acucar e Biorefino da Novozymes da América Latina,
2017), “o Fermax TM é uma solu¢cdo muito econdmica, competitiva
com produtos quimicos ndo agressivos, mas sem todos 0s custos
ocultos, incluindo problemas de suprimento, danos ao fermento e
incrustacao”.

Essa alternativa enzimatica pode ser facilmente aplicavel em
uma variedade de configuracbes de plantas, ou seja, processo
fermentativo operada em modo batelada, batelada alimentado e

continuo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO DE ENSAIOS DE ADICAO DE PREPARADO
ENZIMATICO EM PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE
BIOETANOL

O desenvolvimento do projeto foi realizado ”in loco” no

processo fermentativo em unidade industrial sucroenergética no
interior do estado de Sao Paulo. O projeto foi desenvolvido em duas
etapas, a primeira etapa no ano de 2018 (ensaio 1) e a segunda

etapa no ano de 2019 (ensaio 2), sendo apresentado na Figura 5.

Ensaio 1: 2018

37 dias
| |
@ @

Controle Enzima

Periodos de acompanhamento

Ensaio 2: 2019

27 dias 10 dias | [ 9 dias_|
] | I 22/06/2019 05/07/2019 15/07/2019 22/07/2019 08/08/2019 16/08/2019
@) @ @
Controle Enzima Enzima Enzima

Periodos de acompanhamento

Figura 5. Delineamento dos ensaios de adicdo de preparado
enzimatico em processo industrial de producdo de etanol. Fonte:
proprio autor.

Ambos os ensaios foram divididos em dois periodos, como se

segue: periodo *“controle”, o qual foi adicionado ao processo

fermentativo somente os quimicos antiespumante e dispersante e o
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periodo “enzima”, o qual foi adicionado o preparado enzimatico
(Fermax TM), além de antiespumante e dispersante. No ensaio 1 o
tempo de aplicacdo do preparado enzimatico e do controle foram de

37 dias em cada periodo, enquanto no ensaio 2 foi de 27 dias em

cada periodo (Figura 5).

4.2. ESTRUTURA DO COMPLEXO DO PROCESSO INDUSTRIAL DE
PRODUCAO DE BIOETANOL

O parque de fermentacdo da unidade em questdo possui um

total de 8 dornas (biorreatores) operadas em modo batelada

alimentada, constituidas de chapa de aco carbono em formato

cilindrico, conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6. Dornas de fermentacdo do processo industrial de
producdo de bioetanol. Fonte: préprio autor.
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As presentes dornas sao dispostas no parque de fermentacao

conforme apresentado no “layout” da Figura 7.

Dorna Dorna Dorna 06 Dorna 08

Dorna
05-1
Dorna
05-2
Dorna
05-3

Figura 7. Layout do parque de fermentacdo. Dorna 01 e O05:
conjunto interligado de 3 tanques para formar uma dorna, possuindo
capacidade 1.050 m2 (dorna 1) e 1.050 m23 (dorna 05); Dorna 02, 03,
04 e 07: tanque unico, possuindo capacidade volumétrica de 1.000
m3 cada dorna; Dorna 06 e 08: conjunto Unico, possuindo
capacidade volumétrica de 2.100 m3® cada dorna. Fonte: proéprio
autor.

*._

Dorna
02

Dorna
04

Para o resfriamento do fluido em processo de fermentacao
(também denominado de vinho levedurado ou levedura + mosto),
cada dorna possui um sistema de bombeamento interligado ao seu
fundo cdonico, direcionando o fluido para o trocador de calor de
placas, conforme apresentado na Figura 8. Assim, o fluido em
processo de fermentacdo € bombeado para as placas do trocador
de calor (sendo resfriado por recepcdo de agua industrial a 30°C),

retornando para dorna com temperatura de aproximadamente 32°C.



46

b
l Co2+Akool >
==l == ]|
Dorna de uT
------ Fermentagdo
Torre de pTi00 ! e -
fliameﬂtﬂ -" ‘I B S S P T T P P o i ]
res o .
_&J B R SN [,
i — Ll
I PR | r HY
+ T 1t Descarga para
¥ i centrifuga
]
|
Lev |
-
b i g —
"
_1 LCV
Bomba agua Trocador de calor a Bomba de vinho do

industrial

placas
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Figura 8. Trocador de calor das dornas de fermentacao do processo
industrial de producdo de bioetanol. Fonte: préprio autor.

O produto final da fermentacdo é encaminhado para as
centrifugas de fermento (com capacidade de separacdo total de
aproximadamente: 800 m3.h-!). O processo é munido de duas
centrifugas (Alfa Laval 512) e seis centrifugas (Alfa Laval 712). A
separacdo do produto final de fermentacdo é realizada no rotor da
centrifuga nas boquilhas de descarga, conforme apresentado pela
Figura 9. Desta forma, o vinho é deslocado para o centro do rotor,

de onde é retirado, e o fermento é deslocado para fora do rotor por

meio de boquilhas de descarga.
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Figura 9. Rotor de centrifuga (Alfa Laval). Fonte: Empresa Alfa
Laval.

Assim, o Ilevedo concentrado (creme de leveduras) é
bombeado para o tanque de fermento concentrado (também
conhecido como cuba), onde é adicionado &cido sulfurico (pH
ajustando entre 1,8-2,5) e diéxido de cloro (em média 80 ppm). Apés
o tratamento do fermento concentrado, o mesmo é bombeamento
para a dorna de fermentacéo para iniciar um novo ciclo do processo.
O volume de fermento concentrado bombeado para a dorna é de
aproximadamente 30% do volume final da mesma, ou seja, 30% do

volume de vinho que é fermentado (Basso et al., 2008).

4.3. ESTRUTURA DE DOSAGEM DE ANTIESPUMANTE

A estrutura de dosagem de antiespumante é composta por um
tanque de armazenamento de antiespumante com capacidade de
10.300 Kg, além de um tanque medidor de dosagem com capacidade
de 328 Kg, esse tanque medidor possui uma régua graduada onde

sdo realizadas as medi¢cdes para quantificacdo dos insumos do
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processo, a ilustracdo dos tanques é apresentada na Figura 10.
Assim, um centimetro na régua graduada equivale a 2,96 Kg de
antiespumante. O recipiente foi mensurado em periodos de 1 h e ao
final de 24 h de producéo foi realizado o fechamento de consumo
de antiespumante (em quilogramas) e anotado no formulario de

processo para insercdo do relatorio gerencial de insumos.

Tanque de
armmazenamento de
antiespumante

Tanque medidor

Régua graduada
de medigao

Figura 10. Tanques de antiespumante. Fonte: préprio autor.

No recipiente de dosagem existe uma bomba de deslocamento
positivo com capacidade de 500 L.h-! que pressuriza a rede de
antiespumante das oito dornas, sendo que em cada dorna de
fermentacdo possui uma sonda capacitiva instalada em seu topo,
onde a espuma ao tocar na sonda envia um sinal ao CLP
(“Controlador logico programavel”) que faz o acionamento
automatico da valvula de dosagem, o acionamento € realizado
através de uma bobina solenoide, deixando-a aberta por 5 s, sendo
0 seu ponto de dosagem a dorna de fermentacdo, bombeando o
antiespumante no interior do equipamento. A Figura 11 apresenta a

estrutura de dosagem de antiespumante utilizada no processo.
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Valvula alivio 5 Kgf/cm2  Valvula automatica

Sonda de deteccéo
de espuma

cm—kg
(antiespumante)

{ Antiespumante )

S £
\_ / [ Tanque

medidor
de

dosagem

—_
R

Bomba de
deslocamento
positivo

Supervisério

Figura 11. Estrutura de dosagem de antiespumante. Fonte: proprio
autor.

Uma valvula de alivio tem a funcdo de aliviar a pressao da
rede de antiespumante. Assim, quando a pressado atingi 5 kgf.cm-?
o produto que esta na rede pressurizada é devolvido ao recipiente
de antiespumante. Durante o periodo do ensaio 1 (2018) foi
aplicado ao processo um total de 30.760 Kg de antiespumante
(Despumol 7735, Solenis). Ja durante o periodo do ensaio 2 (2019)

foi aplicado um total de 29.700 Kg de antiespumante (Serquimica).

4.4. ESTRUTURA DE DOSAGEM DE DISPERSANTE
A estrutura atual € composta por dois tanques confeccionados,
respectivamente, com 0s seguintes materiais: a¢co carbono e inox.

O tanque maior é utilizado como estoque de dispersante e tem
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capacidade maéassica de aproximadamente 4.100 Kg e o tanque
menor é utilizado como medidor de dosagem com capacidade de 85
Kg. O tanque medidor possui uma régua graduada onde sao
realizadas as medi¢cbfes para quantificacdo dos insumos do

processo, conforme apresentado na Figura 12.

Tanque Tangue de
: arm azenamento de
medidor
dispersante
Régua
graduada de
medicio

Figura 12. Tanques de Dispersante. Fonte: préprio autor.

O valor de 1 cm na régua graduada equivale a 1,23 Kg de
dispersante. O recipiente foi mensurado a cada 1 h e ao final de 24
h de producdo foi realizado o fechamento de consumo de
dispersante em quilos e anotado no formulario de processo para
insercdo do relatério gerencial de insumos.

Para bombear o fluido ao tanque medidor de dosagem foi
utilizada uma bomba de deslocamento positivo (Weatherford,
modelo HD15A) com capacidade de 200 L.h-1. Na parte inferior do
tanque medidor de dosagem existe instalado um pistdo automético,
sendo o0 seu ponto de dosagem: a saida de fermento previamente

tratado das cubas, o inicio da dosagem foi realizado de forma
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automatica pelo CLP, no inicio do ciclo de bombeamento de
fermento para as dornas. Para realizar a dosagem desejada foi
criado na tela de supervisério o campo “n° de injecdes”, para que o
pistdo injetasse o que foi previamente programado, o pistdo fica
aberto para carregamento de dispersante por 60 s enchendo
aproximadamente 600 mL e ao receber o sinal elétrico do CLP na
bobina solenoide, injeta o dispersante na linha de bombeamento de
fermento por 60 s, o CLP repete a sequéncia até totalizar o numero
de injecbes previamente programadas. A Figura 13 apresenta a

estrutura de dosagem de dispersante utilizada no processo.

N cm-—Kg
Pistdo de (dispersante)

Cremedas centrifugas dosagem

{_ Dispersante | | | |

S
<

Aqua potével

. . Fermento tratado
Acido sulfirico

Valvula
automatica

Automacdo Dispersante

Supervisorio N de Injegdes:

......

Totalizador de
injecoes:

L0

Bomba centrifuga

Figura 13. Estrutura de dosagem de dispersante. Fonte: prdprio
autor.

Durante o periodo do ensaio 1 (2018) foi aplicado ao processo

um total de 9.000 Kg de dispersante (Prevac Ga 740, Solenis). Ja
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durante o periodo do ensaio 2 (2019) foi aplicado um total de 12.245

Kg de antiespumante (Serquimica).

4.5. ESTRUTURA DE DOSAGEM DE PREPARADO ENZIMATICO

O preparado enzimatico comercial aplicado ao processo
industrial de producdo de bioetanol foi a Fermax-TM (Novozymes).
A estrutura de dosagem do preparado enziméatico foi conduzida de
duas formas distintas, como se segue: ensaio 1, em modo continuo
no tanque de diluicdo de fermento tratado; ensaio 2 conduzida em
modo batelada, apd6s o envio do fermento as dornas de fermentacao.
As subsecbOes seguintes detalham as estruturas de dosagem do
preparado enzimatico e seu funcionamento nos dois ensaios

realizados.

4.5.1. ESTRUTURA DE APLICACAO DE PREPARADO
ENZIMATICO (ENSAIO 1)

A estrutura de dosagem do preparado enzimatico foi composta
por um container contendo 1.100 kg de preparado enziméatico, o
presente container € munido de uma régua graduada para proceder
as mensuracbes do insumo do processo, conforme apresentado na
Figura 14. Desta forma, 1 cm da régua graduada equivalem a 13,2
Kg, o container foi mensurado a cada 1 h e ao final de 24 h de
producdo foi realizado o fechamento de consumo de preparado
enzimatico em quilos e anotado no formulario de processo para

insercdo do relatorio gerencial de insumos.
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Container de
armazenamento de

enzima FermaxTM Régua

graduada de
medicao

Figura 14. Representacdo de container de dosagem de preparado
enzimatico Fermax-TM (Novozymes). Fonte: proprio autor.

Para bombear o fluido a cuba de diluicdo de fermento
concentrado foi utilizada uma bomba dosadora (ProMinent, modelo
Gamma L, com capacidade entre 0,7-9 L.h-1). O ponto de dosagem
do preparado enziméatico foi na escotilha superior da cuba de
diluicdo de fermento tratado, a dosagem foi conduzida em modo
continuo durante todo o periodo de aplicagcdo do produto. Para
realizar a dosagem pré-estabelecida o suporte de aplicagdo possui
um ajuste da chave seletora rotativa da bomba de dosagem. A
Figura 15 apresenta a estrutura de dosagem do preparado

enzimatico no ensaio 1.
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Mosto

Creme das centrifugas "~

Agua potavel

Acido sulfdrico

WL XBlW.Iod ewizug

Container de dosagem de
enzima FermaxTM

Bomba dosadera

Bomba centrifuga Gammal

Figura 15. Estrutura de dosagem de preparado enzimatico Fermax-
TM (Novozymes), ensaio 1. Fonte: proprio autor.
Durante o periodo do ensaio 1 foi aplicado ao processo 3.300

Kg de preparado enzimatico.

4.5.2. ESTRUTURA DE APLICAC;AO DE PREPARADO
ENZIMATICO (ENSAIO 2)

A estrutura de dosagem de preparado enzimatico foi composta
pelo mesmo container descrito anteriormente (item 4.5.1), conforme
apresentado na Figura 14. Neste caso, o container continha também
1.100 kg de preparado enzimatico, sendo o recipiente medido da
mesma forma do item anterior (4.5.1).

Para bombear o fluido na saida da cuba de tratamento de
fermento foi utilizada a mesma bomba dosadora do item anterior
(4.5.1). Entretanto, neste caso o ponto de dosagem do preparado

enzimatico foi na saida de fermento tratado das cubas. Assim, o
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inicio da dosagem foi realizado de forma automatica pelo CLP,
concomitante ao inicio do ciclo de bombeamento de fermento para
as dornas. A bomba dosadora foi acionada todas as vezes em que
se realizou o bombeamento de fermento para as dornas, para o
acionamento, a bomba recebeu um sinal elétrico de 4-20 mA do
CLP, dosando, assim, a quantidade de preparado enziméatico na
linha de bombeamento de fermento por 10 min. Para realizar a
dosagem desejada o suporte de aplicacao foi ajustado no “display”
da bomba. A Figura 16 apresenta a estrutura de dosagem de

preparado enzimatico do ensaio 2.

Mosto

0

Dorna de
6rm entacée
1a8

Creme das centrifugas

Agua potavel

WL Xeulad ewzug

Acido sulfdrico

{

Valvula automaética

,,,,, re: Container de dosagem de
“““ enzima Fermax TM

Bomba dosadora
Gammal

centrifuaa

centrifuga Supervisorio

supervisorio

Figura 16. Estrutura de dosagem de preparado enzimatico Fermax-
TM (Novozymes), ensaio 2. Fonte: proprio autor.

Durante o periodo do ensaio 2 foi aplicado ao processo 2.200

Kg de preparado enzimatico.
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4.6. AMOSTRAGEM NO PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE

BIOETANOL

4.6.1.

A coleta de

MOSTO

mosto

da fermentacéo

foi

realizada

por

amostragem continua, conforme apresentado na Figura 17. A cada

5 min a valvula automatica de coleta foi aberta (intervalo de 5

segundos para proceder a coleta da amostra, sendo em seguida

fechada automaticamente),

o fluido coletado foi

15 mL,

sendo

armazenado em um frasco plastico na geladeira a 5 °C. A cada 4 h

a amostra armazenada foi enviada ao laboratorio pelo analista para

a determinacédo dos acucares, conforme a Tabela 3.

Figura 17.

BMOSTRADOR DE MOSTO PONDERAL

e

WACIAR ASSEPSIA EM..— e norss

TEMPO P/ HICIAR ASSEPSIA. s horas

TEMPO WAL ABERTA oo seg
TEMPO VAL2 ABERT Ao seg
RECUPERACAD DA LINHA..cicc e seg
PREPARA RESFRIADOR .o [ sen
RECUPERAGAD nﬂsmmon........m seg

moin_|
ASSEPSIA DA LINHA

IMICIAR ASSEPSIA EMo oo o min

TEMPO PAHICIAR ASSEPSIA. o coceee. i

TEMPO DE ASSEPSIA-c i seg

TEMPO DE thupmﬂ;ao_.__. o0

||||| a | RECUPERANDO LINHA

PISTAQ - 0175

B vioom

-~z

BH . 0120

Sistema de amostragem de mosto. Fonte: préprio autor.
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4.6.2. VINHO LEVEDURADO
A coleta de vinho levedurado foi realizada por amostragem
continua, conforme apresentado na Figura 18. A cada 5 min a
valvula automatica de coleta foi aberta automaticamente coletando
a amostra (ficando aberta por 5 s), o fluido coletado 15 mL, foi
armazenado em um frasco plastico e estocado em geladeira a 5 °C.
A cada 4 h a amostra de vinho fermentada foi coletada do frasco e
enviada ao laboratério pelo analista para a determinacdo dos
aclUcares residuais, teor alcoélico, nivel de contaminacao, além do

nivel de floculacao e viabilidade da levedura, conforme a Tabela 3.

Figura 18. Sistema de amostragem continua do vinho. Fonte:
proprio autor.

4.6.3. FERMENTO TRATADO

A coleta de fermento tratado foi realizada por amostragem
pontual, o ponto de coleta trata-se de uma tubulacédo de entrada de
fermento das cubas, conforme apresentado na Figura 19. O fluido

coletado foi 250 mL, sendo enviado para o laboratério a cada 2 h,
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e entdao foram determinados o pH, o teor alcodlico e o teor de

levedura, conforme a Tabela 3.

Mosto

Ponto de
coleta de
amostrade
fermento

Creme das centrifugas

Agua potével

Acido sulfurico

X' Valvula

automatica

Bomba Bomba
centrifuga centrifuga

Figura 19. Ponto de coleta de amostra do fermento tratado. Fonte:
proprio autor.

4.7. PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As anélises fisico-quimicas e microbiolégicas foram
executadas no laboratorio da area de fermentacdo da empresa,
conforme manual de métodos de andlises da fermentacdo. 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 as amostragens do processo
industrial de producao de bioetanol.

Amostras Tipo de analise Métodos analiticos
Acucares Cromatografia Liquida (CLAE)
Mosto : . ~
Teor de impurezas Centrifugacao
Teor de etanol Densimetro digital
Vinho levedurado Nivel de contaminacéo Microscopia oOptica
Nivel de floculacéo Observagao em proveta
Viabilidade celular Microscopia Optica
Fermento tratado Teor de levedo Centrifugacgao
pH pHmetro digital

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os testes de Tukey foram realizados, usando o software JMP
15 (versao demo), para verificacado de diferencas significativas dos
resultados de cada ensaio realizado. Para conclusdes estatisticas,

foi considerado um nivel de significancia (a) de 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secao serdo apresentados os resultados e discussao
referentes a 2 ensaios realizados nos anos de 2018 e 2019, no qual
foi realizada a dosagem de produtos redutores de espuma em
processo industrial de producdo de bioetanol. Os parametros
avaliados referem-se ao consumo dos produtos quimicos
(antiespumante, dispersante e preparado enzimatico), além das
analises fisico-quimicas e microbiolégicas dos fluidos envolvidos
no bioprocesso, como por exemplo, o mosto, o vinho e o fermento
tratado.

Nos periodos controle de ambos os ensaios 1 e 2 foram
adicionados ao processo fermentativo somente produtos quimicos
(antiespumante e dispersante) e nos periodos enzima produtos
guimicos (antiespumante e dispersante) concomitante com o
preparado enzimatico.

Tanto o periodo controle quanto enzima, os dados
experimentais obtidos foram analisados empregando o teste
estatistico de Tukey para verificar se a presenca do preparado
enzimatico realmente contribuiu para o controle da formacao de
excesso de espuma no processo de producdo industrial de
bioetanol. O teste de Tukey é aplicado sobre repeticbes
experimentais nas quais as condi¢cbes sédo fielmente reproduzidas
em replicatas, no entanto, decidiu-se aplicd-las em todas as

andlises, pois os testes em escala industrial ocorreram computando
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resultados de varios dias de aplicacdo do preparado enzimatico e

entendeu-se que seria a ferramenta mais adequada para este caso.

5.1. AVALIACAO DO POTENCIAL DE APLICACAO DE PREPARA DO
ENZIMATICO NO CONTROLE DE FORMACAO DE ESPUMA EM
PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE BIOETANOL

Os principais insumos aplicados em processo industrial de
producdo de bioetanol que visam combater a formacédo de excesso
de espuma sao os antiespumantes e dispersantes. Além disso,
preparados enzimaticos também vém sendo avaliados em Vvarias
empresas do setor nos ultimos 4 anos.

A Figura 20 (ensaios 1 e 2, respetivamente) apresenta a
relacdo de consumo de antiespumante/volume de etanol produzido,
(Rase) em funcado do periodo de tempo do processo. O consumo total
de antiespumante foi relacionado ao teor de etanol produzido no
mesmo periodo, normalizando os dados, a fim de que esses
pudessem ser comparados, pois o consumo de antiespumante é

diretamente proporcional a producédo de etanol.
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também maior no

Tempo (dias)

no periodo controle (0,430 kg.m-3) quando
No ensaio 2 a Rase foi

tempo do processo e do periodo de aplicacdo do
maior

foi
na dosagem de antiespumante na presenca de preparado

Figura 20. Consumo de antiespumante em processo industrial de
producédo de bioetanol (relagcédo de quilograma de antiespumante por
metro cubico de etanol produzido = Rase). (a) Ensaio 1. (b) Ensaio

Os resultados mostraram variacdo nos valores da Ra/e, €m
preparado enzimatico. Assim, considerando o periodo do ensaio 1,
comparado ao periodo enzima (0,316 kg.m-3), ou seja, reducédo de
periodo controle (0,336 kg.m™3) qguando comparado ao periodo
enzima (0,253 kg.m3), ou seja, reducdo de 25% na Rase. Todavia, a
Ra/e N0 periodo controle do ensaio 1 (0,430 kg.m"3) foi maior do que
a do ensaio 2 (0,336 kg.m%), ou seja, reducdo de 22% na dosagem

enzimatico (Tabela 4).

funcdo do
a Rare
27%
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de antiespumante, sendo essa variacdao considerada normal em
processo industrial de producdo de bioetanol. Todavia, o0s
resultados de consumo da Rae em fungdo da aplicagdo do
preparado enzimatico foram semelhantes entre os ensaios 1 e 2

(Figura 20 e Tabela 4).

Tabela 4. Consumo de antiespumante, dispersante e preparado enzimatico em
processo industrial de producéo de bioetanol (relacdo de quilograma de insumo por
metro cubico de etanol produzido, Ra/e, Rd/e € Rele, respetivamente).

Controle Enzima Diferenca
Antiespumante R a/e (kg.m -3) (Kg.m -3) (%)
Ensaio 1 0,430 + 0,152 0,316 + 0,12° 27
Ensaio 2 0,336 + 0,15 0,253 + 0,11° 25
Dispersante Rudle
Ensaio 1 0,170 + 0,032 0,071 + 0,04° 58
Ensaio 2 0,155 + 0,042 0,097 + 0,03 37
Preparado enzimatico Rese
Ensaio 1 "- 0,091 £ 0,03 100
Ensaio 2 - 0,093 + 0,04 100

Ensaios 1 e 2 = testes realizados na Usina A em 2018 e 2019, respectivamente. (a) e (b) representam
0 Teste de probabilidade de Tukey-Kramer (HSD), valores seguidos de mesma letra ndo apresentam
diferenca estatistica. *- = ndo dosado.

E possivel confirmar através do uso da ferramenta estatistica
(teste de Tukey) que os resultados da Ra/e Obtidos antes e apés a
aplicacdo do preparado enzimatico sdo distintos, portanto, houve
diferenca significativa entre os periodos controle e enzima em
ambos os ensaios avaliados. A informacédo de letras distintas entre
os periodos controle e enzima confirmam a diferenca estatistica
entre os resultados (Tabela 4). O Apéndice B apresenta os
resultados detalhados da aplicacdo dos testes de Tukey de cada

parametro avaliado na Tabela 4.
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a relacdo de consumo de

apresenta

Figura 21

A

dispersante/volume de etanol produzido, (Rd/e) em funcéo do tempo

do processo industrial de bioetanol.
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Figura 21. Consumo de dispersante em processo industrial de producéao

de bioetanol (relacdo de quilograma de dispersante por metro cubico de etanol

produzido, (Rdse). (a) Ensaio 1. (b) Ensaio 2.

Os resultados indicam varia¢cdo no consumo da Rd/e a0 longo

do tempo do processo industrial de bioetanol (Figura 21 e Tabela

4). Considerando todo o periodo do ensaio 1, a Rdse fOoi maior no

periodo controle (0,170 kg.m™3) gquando comparada ao periodo

enzima (0,071 kg.m™ %), ou seja, reducdo de 58% no consumo de

O ensaio 2

dispersante na presenca do preparado enzimatico.

também apresentou uma Rd/e maior no periodo controle (0,155 kg.m-
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3) quando comparado ao periodo enzima (0,097 kg.m™3), ou seja,
reducdo de 37% do consumo de dispersante.

Também € possivel confirmar que os resultados do consumo
de dispersante nos periodos controle e enzima séao distintos (teste
de Tukey), portanto, houve diferenga significativa quando o
preparado enzimatico foi aplicado ao processo em ambos o0s
ensaios (Tabela 4, Apéndice B).

A Figura 22 apresenta a relacdo do consumo de preparado
enzimatico/volume de etanol produzido (Re/e) a0 longo do tempo do
processo industrial de bioetanol (ensaios 1 e 2). No caso do ensaio
1 o preparado enziméatico nao foi aplicado nos periodos de
14/07/2018 a 21/08/2019, enquanto o ensaio 2 nos periodos de
30/05/2019 a 25/06/2019, pois a estratégia foi medir o consumo de
antiespumante e dispersante sem a aplicacdo do preparado
enzimatico, sendo esse periodo denominado de periodo controle. O
preparado enzimatico foi aplicado apenas no periodo enzima, neste
periodo foi mensurado o consumo de antiespumante, dispersante e

do préprio preparado enzimatico.
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Figura 22. Consumo de preparado enzimatico em processo industrial de

producdo de bioetanol (relacdo de quilograma de preparado enzimatico por

metro cubico de etanol, Ree). (2a) Ensaio 1. (b) Ensaio 2.

Os resultados mostram variagcdo da Re/e a0 longo do tempo do

Entretanto, considerando a média

processo industrial de bioetanol.

de todos os periodos (ensaios 1 e 2), as Re/e foram semelhantes

entre os dois ensaios, resultando em médias de 0,091 kg.m3 e

0,093 kg.m"3, respectivamente (Tabela 4).

O aspecto visual do processo industrial de bioetanol também

Assim, houve reducdo na formacao de

foi avaliado (Figura 23).

espuma nas cubas de fermento tratado no periodo enzima quando

comparado ao periodo controle (em ambos os ensaios avaliados)
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contribuindo com a diminuicdo de consumo de antiespumante e

dispersantes apresentados anteriormente (Figuras 20, 21 e Tabela

4).

Figura 23. Aspecto visual da formacao de espuma nas cubas de fermento tratado
em processo industrial de producdo de bioetanol. (ac) Periodo Controle,
sem preparado enzimatico. (bd) Periodo Enzima, com preparado enzimatico. (ab)
Ensaio 1. (cd) Ensaio 2. Fonte: Autor proprio.

Os resultados obtidos no presente trabalho (Usina A) foram
comparados com os resultados de aplicagcdo do mesmo preparado

enzimatico em processo industrial de producdo de bioetanol da

Usina B (NOVOZYMES, 2020). A aplicagdo do preparado enzimatico foi
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semelhante ao presente estudo, ou seja, foi utilizado o ponto de
saida das cubas de fermento para introducdo do preparado
enzimatico ao processo (ensaio 2 da Usina A e no ensaio 3 da Usina
B), com excecdo do ensaio 1 (Usina A) o qual preparado enzimatico
foi aplicado diretamente no tanque de tratamento do fermento. No
teste realizado na Usina B o periodo de acompanhamento de
aplicacdo do preparado enzimatico foi de 70 dias e o0 periodo
controle de 72 dias.

O ensaio da Usina B apresentou uma reducdo nos valores da
Ra/e € da Rd/e em processo industrial de producédo de bioetanol,
sendo o0s resultados semelhantes aos obtidos nos testes do
presente estudo (Usina A), a excecdo na Usina B, foi na diferenca
percentual de 73% no consumo da Rd/e, enquanto 0os outros ensaios
(1 e 2 da Usina A) mostraram um valor médio de consumo da Rud/e
de aproximadamente 45%. No entanto, a reducdo do consumo da
Rd/e Na Usina B pode ser explicada em funcédo da maior dosagem de
preparado enziméatico no presente teste (0,187 kg.m-3) quando
comparado com a média dos ensaios 1 e 2 da Usina B (0,092 kg.m-
3), ou seja, 50% superior. Além disso, saliente-se que a dosagem
de preparado enzimatico no ensaio da Usina B foi superior as

dosagens realizadas na Usina A (ensaios 1 e 2).
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5.2. AVALIACAO DE INDICADORES DE DESEMPENHO DO PROC ESSO
FERMENTATIVO DE PRODUCAO DE BIOETANOL EM RESPOSTA A
APLICACAO DE PREPARADO ENZIMATICO

Os principais indicadores de desempenho do processo
fermentativo de producao de bioetanol foram monitorados ao longo
do tempo dos ensaios 1 e 2 realizados nos anos de 2018 e 2019
respectivamente.

A Tabela 5 apresenta os resultados do monitoramento dos
parametros de producao de bioetanol. Os valores apresentados sao
as meéedias dos resultados obtidos ao longo dos ensaios 1 e 2 em
estudo. Assim, os resultados da Tabela 5 foram submetidos a
analise do teste de Tukey considerando nivel de significancia (a)
de 0,05 (Apéndice C). Os graficos completos com todos os
resultados de cada parametro em funcdo do tempo dos ensaios em

estudo sdo apresentados no Apéndice D.



Tabela 5. Monitoramento de indicadores de desempenho do processo fermentativo de producao de bioetanol.
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Ensaio 1 Ensaio 2

Parametros Enzima Dif. (%) Controle Enzima Dif. (%)

Controle
Contaminag&o no vinho (x105.mL?) 21,2° 20,7 @ -2,4 34,8 @ 38,3 @ +10,2
Viabilidade celular (%) 89,52 87,0° -2,7 90,1 @ 89,0 2 -1,2
Floculacdo celular (%) 16,8 2 1,70 -89,5 13,5 a 16,3 a +21,2
Disxido de cloro (kg.m?) 0,412  0,53°  +30,9 0,38 2 0,412 +10,1
Impureza do mosto (%) 0,14 @ 0,12° -16,5 0,12 @ 0,126 2 -0,3
Teor de levedo no vinho (%) 11,9 ¢ 10,9 ° -8,1 12,1 2 11,8 @ -2,6
Teor alcoélico no vinho (%) 8,7 2 9,1" +4,8 9,0 2 9,2 a +1,7
Temperatura do vinho (°C) 34,9 @ 34,5° -1.1 33,8 @ 34,3° +1,5
pH levedo tratado 2,48 @ 2,481 ¢ +0,1 2,38 2 2,40 @ +0,7
ART mosto (%) 18,6 @ 19,4 b +4,2 18,4 @ 19,2 b +4,2
Vazdo de mosto (m3.h-?) 333,2 @ 247,0 b -25,9 317,6 @ 319,2 @ +0,5
Taxa de ocupacgdo de dornas (%) /4.1°%  57,3° -22,7 59,8 @ 58,8 @ -1,7
Producdo de &lcool a 100 % (m?3) 838,3 @ 691,4 b -17,5 860,4 @ 868,3 @ +0,9
Mix de producdo (% etanol) 43,1 @ 35,7 b -17,2 44,0 2 38,3 2 -12,9
90,1 2 90,13 @ +0,04 93,3 @ 90,6 2 -2,9

Rendimento fermentativo (%)

(a) e (b) representam o Teste Tukey, valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica. ART = acglcares redutores totais. Dif (%) =

diferenca percentual.
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Os resultados indicam que durante a aplicacdo do preparado
enzimatico (ensaio 1) o processo de producao de bioetanol resultou
em meédia em uma diminuicdo de 89,5% no nivel de floculacéao.
Devido a esse problema foi aplicado uma dosagem extra de dioxido
de cloro em (30,9%) com intuito de diminuir o nivel de floculacéao,
obtendo-se como consequéncia a reducao da viabilidade celular em
2, 7% (Tabela 5 e Apéndice C). Além disso, h& indicios que o
parametro de impureza de mosto (o qual foi em média 16,5% menor
no periodo enzima) também foi fator relevante para provocar o
aumento do nivel de floculacdo (Tabela 5 e Apéndice C).

Também foi averiguado no ensaio 1 durante o periodo enzima
uma reducdo de 17,2% no mix de produgdo, culminando em
diminuicAo da vazdo de mosto (25,9%), da producdo de etanol
(17,5%) e da taxa de ocupacdo de dornas fermentativas (22,7%)
(Tabela 5). A alteracdo no mix de producdo durante o periodo de
aplicacdo do preparado enziméatico foi adotada pela empresa coma
estratégia de aumentar a producdo de acucar, pois o mercado
acucareiro apresentava-se em alta naquele momento. Assim, pode-
se concluir que as alteracbes do mix de producédo e da dosagem do
preparado enzimatico contribuiram como fatores relevantes na
reducdo do consumo de antiespumante e dispersante no processo
industrial de producdo de bioetanol (Figura 22 e Tabela 5). Além
disso, o ensaio 1 ndo mostrou diferencas significativas (teste de

Tukey) nos parametros de rendimento fermentativo e pH do levedo
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tratado durante os periodos enzima e controle (Tabela 5 e Apéndice
C).

No ensaio 2 foi constatado ndo haver diferencas significativas
(teste de Tukey) entre os periodos controle e enzima para 0s seguintes
parametros de processo: nivel de contaminacédo, floculagdo, mix de
producdo e viabilidade celular, dosagem de dioxido de cloro, teor
de levedo no vinho, teor alcodlico do vinho, pH do levedo tratado
(Tabela 5 e Apéndice C). Assim, as analises microbioldgicas
resultantes do ensaio 2 ndo foram afetas pela adicdo do preparado
enzimatico ao processo. Além disso, foi constatado neste ensaio
(Tabela 5 e Apéndice C) ndo haver diferencas significativas (teste
de Tukey) nos periodos enzima e controle dos seguintes parametros
de processo: vazdo de mosto, taxa de ocupacdo de dornas e
producdo de etanol, diferentemente do que ocorreu no ensaio 1
(Tabela 5 e Apéndice C). No entanto, no geral a utilizagcdo do
preparado enzimatico no ensaio 2 também contribuiu como fator
relevante na reducao do consumo de antiespumante e dispersante
no processo (Figura 22 e Tabela 4). Apesar do ensaio 1 possuir
diferencas nas variaveis do processo (vazao de mosto, producao de
etanol, mix de producao, impureza no mosto e taxa de ocupacao de
dorna), pois o mercado de etanol apresentava-se em alta quando
comparado ao acgucareiro naquele momento, 0 mesmo posSui
importancia igual ao ensaio 2, pois alteracdes na estratégia de
producdo no presente processo sdo comuns de serem adotadas.

Portanto, a adicdo de preparado enzimatico mostrou potencial de
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reducdo do consumo de antiespumante e dispersante em ambos os
ensaios (1 e 2) o que contribuiu com a diminuicdo de formacao de

espuma nas dornas fermentativas (Figura 23).

5.3. AVALIACAO DE CUSTO DA APLICACAO DE PREPARADO
ENZIMATICO NO PROCESSO FERMENTATIVO DE PRODUCAO DE
BIOETANOL

Ambos os ensaios avaliados (1 e 2) mostraram que no periodo

enzima (aplicacdo do preparado enzimatico) houve reducdo no
consumo da Rdie (58% e 37%) e da Rae (27% e 25%),
respectivamente (Tabela 4). Desta forma, o ensaio 1 apresentou
reducao liguida de 15% no consumo de antiespumante, dispersante
e de preparado enziméatico. No entanto, o ensaio 2 apresentou
aumento liquido de 9% no consumo de antiespumante, dispersante
e de preparado enzimatico. Desta forma, foram totalizados uma
reducdo liquida de 0,40 R$ por metro cubico de etanol produzido
(R$/m3) para o ensaio 1 e aumento liquido de 0,18 R$ por metro
cubico de etanol produzido (R$/m3) para o ensaio 2, quando

comparados os periodos enzima e controle (Tabela 6).
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Tabela 6. Avaliacdo de custos dos ensaios 1 e 2 realizados no processo
fermentativo de producao de bioetanol.

Ensaio 1 Ensaio 2
Periodo Periodo Dif Periodo  Periodo Dif
Insumos Controle Enzima (%') Controle  Enzima (%)'
(R9) (R$) (R$) (R9)
Dispersante 62.916 25.528 -59 % 41.920 31.602 -25%
Antiespumante 84.941 54729 -36 % 50.978 39.713 -22%
Preparado X 44.880 +100 % X 29.920 +100 %
enzimatico
Total 147.857 125.138 -15% 92.899 101.235 +9%
Fator R$/m-3 -0,40 +0,18

O sinal (+) representa aumento liquido. O sinal (-) representa reducéo liquida. O simbolo (x) representa
que néo foi utilizado preparado enzimatico no periodo controle, ndo havendo consumo deste insumo
neste periodo. Fator R$/m- = subtrai-se o custo total do periodo controle pelo custo total do periodo
enzima e entdo divide-se pela producdo de etanol do ensaio correspondente, obtendo-se o fator de
reducao (-), ou aumento (+) liquido.

Para exemplificacdo do potencial de uso de preparado
enzimatico nos ensaios 1 e 2 foi realizada uma avaliacdo de custos
em relagcdo a um dia de producdo de bioetanol do processo
fermentativo. Assim, no ensaio 1 a média de producdo de etanol
durante 74 dias foi de 764,9 m3 quando multiplicada pelo fator de
0,40 R$/m3 (Tabela 6) obtém-se uma reducdo de aproximadamente
R$ 306,00 por dia no consumo de insumos redutores de formacao
de excesso de espuma (correspondendo a uma economia de
aproximadamente R$ 9.200,00 a cada 30 dias de processo). Ao ser
conduzido o mesmo procedimento com os dados do ensaio 2, a
meédia de producdo de etanol nos 54 dias foi de 864,4 m3 que quando
multiplicada pelo fator de 0,18 R$/m3 (Tabela 6) obtém-se um
aumento liquido de aproximadamente R$ 156,00 por dia no consumo
de insumos redutores de formacdo excesso de espuma

(correspondendo com gasto de aproximadamente R$ 4.670,00 a

cada 30 dias de processo). Portanto, o ensaio 1 apresentou
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viabilidade de custo, enquanto no ensaio 2 nao foi viavel o custo

de aplicacdo de preparado enziméatico.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados da aplicacdo de
preparado enzimatico como coadjuvante no combate a formacao de
espuma em processo industrial de producdo de bioetanol as

seguintes conclusdes foram constatadas:

» Durante o periodo de aplicacdo de preparado enzimatico
no processo industrial de producédo de bioetanol (ambos os
ensaios) foram constatadas reduc¢cdes expressivas no
consumo de antiespumante e dispersante contribuindo para
diminuicdo de formagcdo de espuma nas dornas

fermentativas;

e No ensaio 1, durante o periodo de aplicacdo do preparado
enzimatico, a empresa adotou a estratégia de reduzir o mix
de producao de etanol (17,2%), pois o mercado acucareiro
apresentava-se em alta naquele momento. Essa estratégia
impactou em reducdes dos seguintes parametros: vazao de
mosto, producdo de etanol e taxa de ocupacédo de dornas.
Portanto, a alteracdo do mix de producao de etanol
concomitante a dosagem de preparado enzimatico
contribuiu como fatores importantes para promover
reducdes significativas no consumo de antiespumante e

dispersante;
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O ensaio 1 apresentou reducdo liquida de 15% com
recursos para aquisicdo de insumos quimicos resultando
em uma economia de R$ 0,40 para cada metro cubico de
etanol produzido no periodo de aplicacdo do preparado
enzimatico. Assim, o ensaio mostrou viabilidade no custo

de aplicacao de preparado enziméatico;

No ensaio 2 durante o periodo de aplicacdo do preparado
enzimatico, ndo houve reducao significativa no mix de
producédo de etanol, pois o mercado de etanol apresentava-
se em alta quando comparado ao acucareiro naquele
momento. Desta forma, ndo houve redugcbes nos seguintes
parametros: vazdo de mosto, producédo de etanol e taxa de
ocupacdo de dornas. Todavia, a dosagem de preparado
enzimatico também resultou em redu¢des de consumo de

antiespumante e dispersante;

O ensaio 2 apresentou aumento liqguido de 9% com recursos
para aquisicdo de insumos quimicos resultando em um
gasto de R$ 0,18 para cada metro cubico de etanol
produzido no periodo de aplicacdo do preparado
enzimatico. Assim, o ensaio ndo mostrou viabilidade no

custo de aplicacdo de preparado enzimatico;

Por fim, had indicativos que a diminuicdo do mix de producéo

de etanol seria estrategicamente 0 momento mais
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adequado para a aplicacdo do preparado enzimatico no

processo industrial de producao de etanol;
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APENDICE A. METODOLOGIA DE ANALISES LABORATORIAIS

DETERMINACAO DOS TEORES DE ACUCARES

Para a determinacdo dos acuUcares (sacarose, frutose e
glicose) foi utilizada a técnica de cromatografia liguida 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
cromatégrafo de ion (marca Thermo, modelo ICS-5000+DC), munido
com uma coluna (Dionex Carbo Pac TM PA1 4 x 250 mm), vazéao de
fluxo de 1,25 mL.min! 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 determinacdo 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 centrifugacédo 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 Equacéao 1.

| = V/S * 100 % (Equacéo 1)
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Onde:
| = Impurezas (%).
V= Volume de impurezas decantadas (pellet) (mL).

S = Somatdria dos volumes (pellet + solucdo limpida) (mL).

DETERMINACAO DO TEOR DE ETANOL

Para a determinacdo do teor de etanol foi utilizado o
densimetro eletrdnico digital (Anton Paar). Para isso a amostra foi
previamente destilada no funil do densimetro por 3 vezes e entao
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 contaminacéo
foram preparadas duas solugdes, como se segue: solucao A:
sulfato azul de Nilo 2 % (massa/volume): solucdo B: azul de
metileno a 0,2 % (massa/volume). Em seguida as solucdes A e B
foram misturadas em partes iguais, obtendo-se a solugcdao C, que
permaneceu em repouso por 24 h a 25°C. Apds o repouso a solucgcao
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 solugcdo C (em parte iguais) e

homogeneizada em agitador vortex gerando a solugdo D. Foi
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preparada a camara de Neubauer, cobrindo a superficie espelhada
com uma laminula. Entdo, foi transferida a solu¢cdo D em um volume
suficiente para preencher a camara de Neubauer e analisado ao
microscopio Optico pela imersdo (objetiva de 100 x). Entado, foi
realizada a contagem de bastonetes nao corados (viaveis)
presentes nos 4 reticulos centrais de 25 quadriculos da camara de
Neubauer. Os bastonetes corados de azul ndo foram contados.

O céalculo do nivel de contaminacdo bacteriana foi realizado

conforme a Equacéo 2.

B=C/N*V*FD*FM (Equacio 2)

Onde:

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

N = N° de campos do microscépio.

V = Volume da amostra (mL).

FD = Fator de diluicdo (mL).

FM = Fator de imersao do microscépio (x).

DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para a determinacao 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 dissédico
(Naz2HPO4) e dissolvido em 250 mL de 4gua destilada autoclavada.

Entdo, misturaram-se as duas solugcbes, obtendo-se a solugcdo A.
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Em seguida foi pesado 6,89 g de fosfato monossodico anidro
(NaH2PO4) que foi dissolvido em 250 mL de &agua destilada
autoclavada obtendo-se a solucdo B. Na sequéncia foram
misturadas as solucbes A e B, obtendo-se a solucdo C. A solucéao
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 solucdo de eritrosina
(P.A), a qual foi homogeneizada em agitador vortex, obtendo-se a
solucdo 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 microscépio optico pela imersédo (objetiva
de 100 x). Foram quantificadas 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 (nédo viaveis) e brotos
ndo corados (viaveis). Os brotos corados em rosa (inviaveis) nao

foram quantificados.

Entdo, foi realizado o calculo conforme a Equacéao 3.

VB=T*CT * 100 % (Equacao 3)
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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 NIiVEL DE FLOCULACAO

A amostra foi adicionada em uma proveta graduada de vidro
de 100 mL que permaneceu em repouso por 15 min. Ap6s 0 repouso
foi realizada a leitura, conforme apresentado no esquema abaixo.

Floculagédo
100 - VT =Volume total p/decantar
80 -—— VFI = Volume flotado

40 ---- VD = Volume decantado

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

Entado, foi realizado o calculo conforme a Equacao 4.

F = (VFI — VD)/VT * 100 % (Equacéo 4)

Onde:

F = Floculacéao (%).

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 centrifugacao foi realizada a leitura do volume total
e de solidos decantados no fundo dos tubos Falcons.

Entdo, foi realizado o calculo conforme a Equacédo 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 entédo

foi realizada a leitura de pH no “display” do pHmetro.
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APENDICE B. TESTES DE TUKEY REFERENTES A TABELA 4. DOSAGEM DE INSUMOS
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Controle Enzima Todos los pares Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer Tratamento Tukey-Kramer
0,05 0,05
< Comparaciones de medias < Comparaciones de medias
4 = Comparaciones para todos los pares 4 = Comparaciones para todos los pares
mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza <4 Cuantil de confianza
9" Alpha .
1,99354 0,05 200689 0.05
4 Matriz del umbral de HSD 4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD Abs. (Dif.) - HSD
Controle Enzima Controle Enzima
Centrole -0,06282 0,05142 Conmtrole -0,07028  0,01306
Enzima 0.05142 -006282 Enzima 0,01306 -0,07028
Los valores positives muestran pares de medias que son Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas. significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién 4 Informe de letras de unién
Nivel Media Nivel Media
Controle A 0.43094595 Controle A 0.33648148
Enzima B 0,31670270 Enzima B 0.25314815

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos, Les niveles no conectados por Ia misma letra son significativamente distintos.

Consumo de antiespumante em processo industrial de producdo de bioetanol (quilograma de
antiespumante por metro cubico de etanol, Rase). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o
Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
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Tratamento

4 Comparaciones de medias

4 > Comparaciones para todos los pares
mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza
q"  Alpha
1,09354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Controle Enzima

Controle  -0,01537  0,08382
Enzima 008382 -0,01537

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 0,17097297
Enzima B 0,07178378

Tukey-Kramer
0.05

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Tratamento Tukey-Kramer
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4 Comparaciones de medias

4 |~ Comparaciones para todos los pares
mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza
q*  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Controle Enzima

Controle -0,01997 0,03803
Enzima 0,03803 -0,01997

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de union

Nivel Media
Controle A 0,15522222
Enzima B 0,09722222
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Consumo de dispersante em processo industrial de producédo de bioetanol (quilograma de dispersante
por metro cubico de etanol, Rdre). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey,
sendo que os valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
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Controle Enzima Todos los pares Controle . Enzima Todos los pares .
Periodo Tukey-Kramer Pericdo Tukey-Kramer
0,05

0,05
4 Comparaciones de medias 4 Comparaciones de medias
4 > Comparaciones para todos los pares

mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza
q"  Alpha

4~ Comparaciones para todos los pares
mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

q- Alpha
1,97681 0,05 1,97681 0,05
4 Matriz del umbral de HSD 4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD Abs. (Dif.) - HSD

Controle Enzima
Controle -0,03882 0,03473
Enzima 0,03473 -0,03992

Controle Enzima
Controle -0,01073 0,07111
Enzima 0,07111 -0,01104

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 0,31414865
Enzima B 0,24004286
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel Media
Controle A 0,11305405
Enzima B 0,03105714

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Consumo de antiespumante e dispersante em processo industrial de producado de bioetanol (quilograma
de dispersante por metro cubico de etanol, Rae € Rdre). (3c) Ensaio 3, antiespumante. (3d) Ensaio 3,

dispersante. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra
ndo apresentam diferenca estatistica.
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APENDICE C. TESTES DE TUKEY REFERENTES A TABELA 5. VARIAVEIS DO PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO

DE ETANOL

90
80
70
60
30
40
30

10

Contaminagdo vinho (x 105.mL")

0

20—

Controle

Tratamento

4 Comparaciones de medias

4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

q* Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Controle Enzima
Controle -7.6744  -7,1757
Enzima -71757 -7,6744

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel
Controle A
Enzima A

Media
21,182432
20,683784

0,

Todos los pares
Tukey-Kramer
0,05

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

1a

Contaminagdo vinho (x 105.mL")

PP

Controle

Tratamento

4 Comparaciones de medias

4~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

p
2,00669
4 Matriz del umbral de HSD

Alpha
0,05

Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle

Enzima
Controle

-11,929
-8,377

-8,377
-11,929

Enzima

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de union

Nivel
Enzima
Controle

Media
A 38333333
A 34781481

aa
=7

Todos los pares
Tukey-Kramer

0.05

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

2b

Contaminacdo no vinho em processo industrial de producdo de bioetanol (10°bastonetes por mL?). (1a)
Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de

mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
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Tratamento Tukey-Kramer Tratamento Tukey-Kramer

0,05 0,05
4 Comparaciones de medias
4 ~|Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Comparaciones de medias

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza 4 Cuantil de confianza

q" Alpha q° Alpha
1,99354 0,05 2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD 4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD Abs. (Dif) - HSD )
Controle Enzima Controle Enzima
Controle  -2,3259 0,138 Controle  -23815 -1,2819
Enzima 01238 -2,3259 Enzima -1,2819  -2,3815

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de union

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de union

Nivel Media Nivel Media
Controle A 89 463784 Controle A 90,135926
Enzima B 87014054 Enzima A 89,03629

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos. Los niveles no conectadoes por la misma letra son significativamente distintos.

Viabilidade celular no vinho em processo industrial de producédo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b)
Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra né&o
apresentam diferenca estatistica.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias
4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza
q°  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Controle  Enzima
Controle -8,414 6,6386
Enzima 65,6386 -84154

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 16,810811
Enzima B 1,756757
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares

Tratamento Tukey-Kramer

0,05
4 Comparaciones de medias
4 |~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs, (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima -12,24 -9,302
Controle -0.392 -12244

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Enzima A 16,314815
Controle A 13,462963
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Floculacdo celular no vinho em processo industrial de producdo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b)
Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra néo

apresentam diferenca estatistica.
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Didxido de cloro (kg.m?)
o

Controle

Tratamento

4 Comparaciones de medias

4 |~/ Comparaciones para todos los pares

Enzima

mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q.
1,99354

4 Matriz del umbral de HSD

Alpha
0,05

Abs. (Dif.) - HSD

Enzima
Controle

Enzima Controle
-0,09398 0,03167
0,03167 -0,09398

Los valores pesitives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel
Enzima
Controle

A

Media
0,53278378
B 040713514

@,
@

' Todos los pares .

Tukey-Kramer
0,05

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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07
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0.2

Tratamento

4 Comparaciones de medias

4 '~/ Comparaciones para todos los pares

4 Cuantil de confianza

Alpha
0,05

4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD

Enzima
Controle

Enzima Controle

-0,04816 -0,02075
-0,02075 -0,04816

mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de union

Nivel
Enzima

Media

A 041288889

Controle A 0,38548148
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Tukey-Kramer
0,05

2b
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Consumo de dioxido de cloro em processo industrial de producdo de bioetanol (quilograma dioxido de
cloro por metro cubico de etanol, Rdcre). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de
Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
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Controle . Enzima
Tratamento

 Todos los pares .
Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza
q"  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs, (Dif.) - HSD

Controle  Enzima
Controle -0,01336 0,00089
Enzima 0,00989 -0,01336

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 0,14108108
Enzima B 0,11783784
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares

Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs. (Dif.) - HSD
Controle  Enzima
Controle  -0,02080 -0,02043
Enzima  -0,02043 -0,02080

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 0,12666667
Enzima A 0,12629630
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Impureza do mosto em processo industrial de producédo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio 2.
(A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra ndo apresentam

diferenca estatistica.
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Teor de levedo no vinho (%)

Controle

4 Comparaciones de medias

4 ~|Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

Tratamento

q* Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Controle  Enzima
Controle  -0,29867  0,66404
Enzima 0,66404 -0,29867

+— | O
0

Todes los pares
Tukey-Kramer
0,05

Enzima

Los valores positivos muestran pares de medias que son

significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel Media
Controle A 11,876216
Enzima B 10913514

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
2,00669 0,05

4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD

Controle  Enzima
Controle  -0,35656 -0,03878
Enzima  -003878 -0,35656

Los valores positivos muestran pares de medias que son

significativamente distintas.

4 Informe de letras de union
Nivel Media
Controle A 12,129630
Enzima A 11811832

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Teor de levedo no vinho em processo industrial de producdo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b)
Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra néo
apresentam diferenca estatistica.
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Tratamento

4 Comparaciones de medias

4 =/ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza
Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima -0,25430  0,16056
Controle  0,16056 -0,25430

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel
Enzima A
Controle

Media
9,0954054
B 86805405

Todos los pares

Tukey-Kramer
0,05

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

1a

10,5

10

Teor alcodlico no vinho (%)

101

2b

Controle

Tratamento

4 Comparaciones de medias

4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q°  Alpha

2,00669 0,05

4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif) - HSD

Enzima Controle

Enzima -0,21352 -0,05722
Controle -0,05722 -0,21352

Los valores positivos muestran pares de medias que son

significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media

Enzima A 9,1659259
Controle A 9,0096296

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Todos los pares
Tukey-Kramer

Teor alcodlico no vinho em processo industrial de producédo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio
2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra néo

apresentam diferenca estatistica.
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335

Controle Enzima Todos los pares .
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 ~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

q*  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs, (Dif.) - HSD
Controle  Enzima
Controle -0,24050 0,13680
Enzima 0,13680 -0,24050

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 34893784
Enzima B 34516486
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

355

35

245

| : ®

35 ¥ - |

Temperatura do vinho (°C)
\

33
o Controle ' Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 ~Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza
9" Apha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima -0,31671  0,19181
Controle  0,19181 -0,31671

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Enzima A 34,260370
Controle B 33,751852
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Temperatura no vinho em processo industrial de producado de bioetanol (°C). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio
2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra néo

apresentam diferenca estatistica.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05
4 Comparaciones de medias

4 =~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima  -0,05184 -0,04968
Controle -0,04968 -0,05184

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Enzima A 24821622
Controle A  2,4800000
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

pH levedo tratado

4
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

Comparaciones de medias
4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza
q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD

Enzima Controle
Enzma  -0,08469 -0,06802
Controle -0,06802 -0,08460

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Enzima A 24037037
Controle A 2 3870370
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Potencial hidrogendico do levedo tratado em processo industrial de producdo de bioetanol (pH). (1a)
Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de

mesma letra ndao apresentam diferenca estatistica.
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Controle Enzima
Tratamento
0,05
4 Comparaciones de medias

ART mosto (%)
°
|
OO

Todos los pares
Tukey-Kramer

1a

4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
1,09354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima  -0,52411 0,26318
Controle  0,26318 -0,52411

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel Media
Enzima A 19,304595
Controle B 18,607297

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

ART mosto (%)
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Controle Enzima Todos los pares

Tukey-Kramer
0,05

Tratamento

4 Comparaciones de medias
4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

g  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima -0,53041  0,23625
Controle  0,23625 -0,53041

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de union

Nivel Media
Enzima A 19,158889
Controle B 18302222

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

ART do mosto em processo industrial de producdo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A)
e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra ndo apresentam

diferenca estatistica.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05
4 Comparaciones de medias
4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza
q°  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Controle  Enzima
Controle  -17473 68,674
Enzima 68,674 -17473

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de union
Nivel Media
Controle A 33323514
Enzima B 24708811
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05
4 Comparaciones de medias

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima -19005 -17.389
Controle  -17,380 -19,005

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Enzima A 31927630
Controle A 317,66074
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Vazao de mosto em processo industrial de producdo de bioetanol (m3.h-1). (1a) Ensaio 1. (2b) Ensaio
2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra néo

apresentam diferenca estatistica.
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g 45
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iy Controle Enzima Todos los pares

Tratamento

4 Comparaciones de medias

Tukey-Kramer
0,05

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs, (Dif)) - HSD
Controle  Enzima
Controle -3,253 13,582
Enzima 13,582 -3,253

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 74,202162
Enzima B 57367568

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares

Tratamento

0,05
4 Comparaciones de medias

Tukey-Kramer

106

2b

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

A Cuantil de confianza
q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif)) - HSD
Controle Enzima

Controle  -2,4285 -1344
Enzima -13444 24285

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas,
4 Informe de letras de union
Nivel Media
Controle A 59,961481
Enzima A 58877407
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Taxa de ocupacdo de dornas em processo industrial de producdo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b)
Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra néo

apresentam diferenca estatistica.
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» Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza
q°  Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs. (Dif.) - HSD
Controle  Enzima
Controle  -56,683 90,182
Enzima 90,182 -56,683

Los valores positivos muestran pares de medias que son

significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 838,35189
Enzima B 69148649

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05
4 Comparaciones de medias

4 = Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza
q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs. (Dif) - HSD
Enzima Controle
Enzima -64,292  -56,435
Controle  -56435 -64 292

Los valores positivos muestran pares de medias que son

significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media

Enzima A 86832889
Controle A  860,47259

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Producdo de alcool convertido a 100% em processo industrial de producdo de bioetanol (m3). (la)
Ensaio 1. (2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de

mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
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Mix de produgédo (% etanol)

30

20
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Controle
Tratamento

4 Comparaciones de medias

4~ Comparaciones para todos los pares

Enzima

mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q" Alpha
1,99354 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Controle Enzima
Controle -4,5683 2,8217
Enzima 28217 -45683

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

4 Informe de letras de unién

Nivel
Controle A
Enzima

B

Media
43 087838
35,697838

O

" Todos los pares .

Tukey-Kramer
0,05

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

Mix de produgdo (% etanol)

4 Comparaciones de medias

4 */Comparaciones para todos los pares
mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

4 Cuantil de confianza
q"  Alpha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD

Abs. (Dif.) - HSD

Controle Enzima
Controle  -5,2697 0,3781
Enzima 03781 -5,2697

Los valores pesitivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de unién
Nivel Media
Controle A 43951481
Enzima A 38,303704
Los niveles no conectados por la misma letra son sianificativamente distintos.

Mix de producdo de etanol em processo industrial de producao de bioetanol (% etanol). (1a) Ensaio 1.
(2b) Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que os valores seguidos de mesma letra

nao apresentam diferenca estatistica.
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85

Rendimento fermentativo (%)

50 Controle Enzima

Tratamento

Tedos los pares
Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 '~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

q"  Alpha
1,993 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif.) - HSD
Enzima Controle
Enzima -22320  -2,1982
Controle  -2,1982 -2,2320

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de union

Nivel Media
Enzima A 90,133665
Controle A  90,099838
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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Controle Enzima Todos los pares
Tratamento Tukey-Kramer
0,05

4 Comparaciones de medias

4 ~ Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
4 Cuantil de confianza

Q" Apha
2,00669 0,05
4 Matriz del umbral de HSD
Abs. (Dif)) - HSD
Controle  Enzima
Controle  -2,7652 -0,0235
Enzima -00235 -2,7652

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
4 Informe de letras de union
Nivel Media
Controle A 93347478
Enzima A 90,605811
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Rendimento do processo fermentativo industrial de producdo de bioetanol (%). (1a) Ensaio 1. (2b)
Ensaio 2. (A) e (B) representam o Teste de Tukey, sendo que valores seguidos de mesma letra néo

apresentam diferenca estatistica.
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APENDICE D. GRAFICOS REFERENTES A TABELA 5. VARIAVE IS DO PROCESSO INDUSTRIAL DE PRODUCAO DE

BIOETANOL
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m Periodo Enzima
m Periodo Controle

Tempo (dias)
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|
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Nivel de contaminacdo bacteriana no vinho em processo industrial de producdo de bioetanol (x 10°

bastonetes por mL?). (a) Ensaio 1. (b) Ensaio 2.

Tempo (dias)
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m Periodo Controle
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Viabilidade celular no vinho em processo industrial de producdo de bioetanol (%). (a) Ensaio 1. (b)

Ensaio 2.
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a
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m Periodo Controle
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