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RESUMO

O setor sucroenergético destaca-se pela utilizacdo de tecnologias sustentaveis em seus processos
produtivos. Entretanto, ainda hé o uso, no processo industrial, de insumos originados da industria
petroquimica, como as poliacrilamidas utilizadas no setor de tratamento de caldo, que diminui a
sustentabilidade da agroinddstria, além dessa molécula apresentar efeitos neurotdxicos a humanos.
Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de produtos naturais que substituam esses
insumos. O objetivo do estudo foi desenvolver um biofloculante a partir da alga vermelha, com
base na extracdo de estruturas mucilaginosas complexas de polissacarideos (carragenana),
avaliando os efeitos da utilizagdo sobre o processo de clarificacdo, qualidade do caldo clarificado
e sobre a producéo de etanol. Para preparo do biofloculante, foram conduzidos dois delineamentos
experimentais de extragdo de carragenana, considerando um delineamento univariado e
multivariado. Para ambos, avaliou-se o efeito do tempo de secagem, granulometria, concentracéo,
pH, temperatura e tempo de agitacdo sobre o potencial de extracdo de carragenana, sendo
verificado, em seguida, sua atividade floculante no caldo de cana. Para isso, os caldos de cana
obtidos foram padronizados para o pH de 7,0 com Ca(OH). (56 g.L™), aquecido até ebulicdo e
disposto em sistema de decantacdo de 1L. Nessa etapa, realizou-se a adi¢cdo dos extratos no
decantador, em 12 doses, as quais variaram de 5 a 1200 mg. L. Apds tempo de retengdo de 20
min, os caldos clarificados foram recuperados por sifonacdo. O processo de clarificacdo foi
avaliado quanto a Velocidade de Sedimentacéo, VVolume de Lodo e Turbidez. Os caldos extraidos
e clarificados foram caracterizados quanto ao Brix, Aclcares Redutores Totais, pH, Acidez Total,
Amido e Compostos Fendlicos Totais. Determinada a melhor dosagem do extrato de alga vermelha
(EAV), esta foi utilizada em teste comparativo com tratamento Controle, o polimero sintético
anidnico (PSA) e polimero orgénico comercial (POC). Apos isso, os caldos clarificados foram
padronizados para Brix 16%, pH 4,5 e temperatura de 33°C, sendo submetidos a inoculagdo com
levedura industrial CAT-1, iniciando-se a fermentacdo (erlenmeyer de 500mL / manutengdo em
B.O.D. a 33°C). Avaliou-se a viabilidade celular, brotamento e viabilidade de brotos da levedura
no inicio e final da fermentagdo. O vinho foi recuperado por centrifugacdo e analisado quanto aos
parametros de acucares redutores residuais totais, pH, acidez total, teor alcodlico, glicerol e
eficiéncia fermentativa. Os dados foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F, e as médias
comparadas segundo teste de Tukey (5%). O delineamento multivariado demonstrou uma maior
adaptacdo para o processo de extracdo, resultando no uso de menores doses dos EAV. Além disso,
foi possivel avaliar que o uso dos EAV, promovem clarificacdes similares aos PSA e POC, sem
que ocorra efeitos negativos para o processo fermentativo e producédo de etanol.

Palavras-chave: Biofloculante, caleagem simples, setor sucroenergético, carragenana, bioenergia.
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USE OF RED SEAWEED (Kappaphycus alavarezii) IN THE CLARIFICATION OF
SUGAR CANE JUICE AND REFLECTIONS ON ETHANOL PRODUCTION.

ABSTRACT

The sugar-energy sector stands out for the use of sustainable technologies in its production
processes. However, there is still the use, in the industrial process, of inputs originating from the
petrochemical industry, such as the polyacrylamides used in the broth treatment sector, which
reduces the sustainability of the agroindustry, in addition to this molecule having neurotoxic effects
on humans. In this context, it is necessary to develop natural products that replace these inputs. The
objective of the study was to develop a bioflocculant from red seaweed, based on the extraction of
complex mucilaginous structures of polysaccharides (carrageenan), evaluating the effects of use on
the clarification process, quality of the clarified broth and on ethanol production. To prepare the
bioflocculant, two experimental designs for carrageenan extraction were carried out, considering a
univariate and multivariate design. For both, the effect of drying time, granulometry, concentration,
pH, temperature and agitation time on the potential of carrageenan extraction was evaluated, and
then its flocculant activity in sugarcane juice was verified. For this, the obtained sugarcane juices
were standardized to a pH of 7.0 with Ca(OH), (56 g.L™), heated to boiling point and disposed of
in a 1L decanting system. At this stage, the extracts were added to the decanter, in 12 doses, which
ranged from 5 to 1200 mg. L. After a retention time of 20 min, the clarified broths were recovered
by siphoning. The clarification process was evaluated for Sedimentation Rate, Sludge Volume and
Turbidity. The extracted and clarified juices were characterized for Brix, Total Reducing Sugars,
pH, Total Acidity, Starch and Total Phenolic Compounds. Once the best dosage of red seaweed
extract (RSE) was determined, it was used in a comparative test with the Control treatment, the
anionic synthetic polymer (ASP) and commercial organic polymer (COP). After that, the clarified
broths were standardized to Brix 16%, pH 4.5 and temperature of 33°C, being inoculated with
industrial yeast CAT-1, starting the fermentation (500mL Erlenmeyer / maintenance in B.O.D. at
33°C). Cell viability, budding and viability of yeast shoots were evaluated at the beginning and end
of fermentation. The wine was recovered by centrifugation and analyzed for parameters of total
residual reducing sugars, pH, total acidity, alcohol content, glycerol and fermentative efficiency.
Data were subjected to analysis of variance using the F test, and means compared using the Tukey
test (5%). The multivariate design demonstrated greater adaptation to the extraction process,
resulting in the use of lower RSE doses. In addition, it was possible to evaluate that the use of RSE
promote clarifications similar to ASP and COP, without negative effects on the fermentation
process and ethanol production.

Keywords: Bioflocculant, simple liming, sugar-energy sector, carrageenan, bioenergy.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o Brasil vem buscando uma diversificacdo de sua Matriz Energética, com
foco principal na geracdo de energia através de fontes renovaveis. Dentre essas, destaca-se a
obtencéo do bioetanol, o qual & majoritariamente produzido no Brasil a partir da cana-de-acucar.
Segundo dados da Conab (2022), para a Safra de 2022/23, estima-se uma producdo de 31,13 bilhdes
de litros do biocombustivel.

O processo de producéo do bioetanol inicia-se com o processamento dos colmos da cana,
obtendo-se uma mistura complexa denominada de caldo. Esse é composto por componentes
insoluveis (fibras de celulose, lignina e pentosanas) e sollveis (4gua, sacarose, frutose, glicose,
aminoéacidos, acidos organicos, ceras e outras biomoléculas) (MARQUES et al., 2008). Destaca-se
que a presenca de alguns compostos ndo-agucarados no caldo extraido, como acidos organicos,
dextrana e compostos fenodlicos, pode ser prejudicial ao rendimento industrial, podendo afetar a
fisiologia da levedura durante o processo fermentativo e, consequentemente, a quantidade de etanol
produzida (HONIG, 1969; MUTTON, 2008; MARQUES et al., 2008).

Para a remocédo de tais componentes que interferem no processo de obtengédo do etanol
combustivel, torna necessaria etapa de clarificacdo do caldo de cana, com procedimentos de
tratamento por via fisica (peneiragem) e quimica com controle de temperatura e uso de produtos
quimicos como leite de cal, 6xido de magnésio, dentre outros (DELGADO; CESAR, 1977).

Acerca disso, tem-se como auxiliares ao processo quimico os floculantes sintéticos de
poliacrilamida, desempenham o papel de auxiliares na clarificagdo do caldo de cana, para que haja
a sedimentacdo e remocao desses constituintes indesejados do caldo de cana de forma mais rapida
e eficiente (REIN, 2012; ZHUANG et al., 2012). Entretanto, deve-se destacar que essas moléculas
apresentam possiveis acdes neurotdxicas e cancerigenas em seres humanos (TORO et al., 2022),
havendo na limitagdo recomendada na dosagem utilizada no processo de valores até 5 mg.L™ (FDA,
2021).

Além disso, pode ser descrito seu incentivo a indudstria petroquimica, através da extracdo
(AL-KINDI et al., 2022) e manutengdo de reservas de petroleo (MENDES; OLIVEIRA,;
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MANSUR, 2023), seus impactos negativos ao meio ambiente sdo prolongados (XIONG et al.,
2018), reduzindo a sustentabilidade da industria sucroenergética de forma significativa.

Outro ponto a se destacar é sua relacdo de oferta e custo de producao ficarem sujeitos a
variacdes do mercado externo, por sua producdo ocorrer principalmente no continente asiatico
(BRC, 2023; M, 2023).

Com isso, a utilizagdo de biopolimeros torna-se uma possibilidade na substituicdo desses
auxiliares sintéticos de sedimentacdo das impurezas do caldo de cana, devido ao seu potencial
similar aos polimeros comerciais e seu baixo impacto ao meio ambiente (MAKUR; DURAISAMY;
BIRHAU, 2019). Entre esses, destacam-se a moringa (COSTA et al., 2018a; TEIXEIRA et al.,
2021), o hibisco (THANGAMUTHU; KHANDAGAVE, 2010), acécia negra (LEITE, 2018; DA
SILVA et al., 2019), dentre outros. O uso desses bioprodutos pode estimular, ainda, a economia
circular no pais, auxiliando na geracdo de empregos, garantia de oferta, sustentabilidade ambiental
e reducdo do impacto de variagcdes cambiais sobre o preco do produto.

Acerca deste assunto, cabe avaliar a utilizacdo das algas vermelhas para a produgédo de
biofloculantes, a qual possui potencial biotecnoldgico devido suas estruturas de polissacarideos de
carragenana, com a alta presenca de agentes gelatinizantes (MONTOLALU et al., 2008; PAUL,;
TSENG, 2012). Segundo Pereira (2010), as carragenanas sdo descritas como substancias
mucilaginosas presentes na estrutura vegetal das algas vermelhas, de elevada caracteristica
anidnica e concentracao de ions de sulfato (OSOs3) e grupos carboxilicos (COO).

Atualmente, a aplicacdo das algas vermelhas destina-se, principalmente, ao mercado
alimenticio (SCIESZKA; KLEWICKA, 2019; JAYAKODY et al., 2022; VENIL etal., 2022), com
seu foco principal em aditivos alimentares através de seus agentes gelatinizantes, estabilizantes e
acao clarificante em bebidas fermentadas como a cerveja (NISIZAWA, 1987; MCHUGH, 2003),
tendo como grandes produtores paises como a India e Maldsia (PAUL; TSENG, 2012;
PRIYADHARSINI; DAWN, 2021).

Cabe destacar que, novas linhas de pesquisas buscam avaliar o seu potencial para o0 seu uso
em diversos setores da economia, sendo estes para a producédo de etanol combustivel (SUNWOO
et al., 2016; HESSAMI et al., 2019), bioestimulantes (KARTHIKEYAN; SHANMUGAM, 2017)
e otimizar processos de extracao de seus polissacarideos (WEBBER et al., 2012; MARTINY et al.
2017).
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Isto possibilita avaliar outras aplicabilidades, como sua utilizagdo no processo de
clarificacdo do caldo de cana e obtenc¢do do bioetanol. Portanto, o presente estudo buscou avaliar
o efeito do processo de extracdo da carragenana presentes em amostras de alga vermelha
(Kappaphycus alvarezii), sendo comparados dois métodos de extracdo, com posterior aplicacdo de
seus extratos na clarificagdo de caldos de cana-de-agucar, avaliando seus efeitos na obtengdo do

etanol combustivel.
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2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um floculante natural a partir da alga vermelha (Kappaphycus
alvarezii) para ser utilizado como auxiliar de sedimentacdo no processo de tratamento do
caldo de cana-de-agucar, verificando-se os efeitos sobre o processo de clarificacao,

qualidade do caldo clarificado e sobre a producéo de etanol.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a extracdo dos polissacarideos da alga vermelha, através de dois delineamentos
experimentais (univariado e multivariado);

e Determinar a melhor dosagem dos extratos utilizados como auxiliar de sedimentagédo de
impurezas presentes no caldo de cana;

e Avaliar o processo de clarificagdo do caldo de cana utilizando alga vermelha em
comparacao ao polieletrélito sintético e organico comercial;

e Avaliar os reflexos do processamento do caldo de cana clarificado com alga vermelha sobre
a producao de etanol.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cana-de-agucar

Pertence a familia Poaceae (gramineas) e género Saccharum, a cana-de-acUcar €
caracterizada pela formacéo de compostos organicos com quatro carbonos (planta C4), possuindo
assim elevada e eficiente taxa fotossintética, com assimilagdo do CO> do ambiente e adaptacédo a
condicBes de luminosidade, altas temperaturas e relativa escassez hidrica (SEGATO et al., 2006).

A cana-de-acUcar ¢é dividida em constituintes insollveis, representados por fibras de
celulose, lignina e pentosanas, em concentrac6es de 8 a 18%. Os constituintes sollveis desta planta
estdo presentes na proporcao de 78 a 91% da cana, sendo este representado principalmente por
agua (75 a 82%) e solidos solubilizados (18 a 25%). Entre esses, pode-se mencionar o teor de
acucares como sacarose (10 a 20%), glicose e frutose (0,1 a 0,2%), assim como compostos de nao
acucares — aminoacidos, acidos organicos, ceras, gorduras, gomas, corantes, sais organicos, dentre
outras biomoléculas — expressas na ordem de 1 a 2,5% (LIMA et al., 2001; MARQUES et al.,
2008).

Através disso, 0os compostos de ndo agucares, como 0s acidos organicos e componentes
metalicos (aluminio, célcio, potassio, fosforo, etc.), sdo responsaveis por desacelerar o processo de
clarificacdo do caldo. Isto acarreta na formacédo acidos organicos e predominancia em proporgdes
equivalentes de outros acidos auxiliares ao processo de clarificacdo (fosférico e sulfuroso),
acumulando impurezas nos caldos clarificados e possibilidade de perdas de agucares por acelerar a
inversdo dos mesmos. Para 0s componentes metalicos, estipula-se que seus efeitos sejam
diretamente no processo metab6lico da levedura, os quais em valores superiores aos limites
tolerados (Tabela 1), pode acarretar em baixos indices de eficiéncia fermentativo (HONIG, 1969;
LIMA et al., 2001).

Além disso, pode-se verificar que sdo necessarios procedimentos de remocdo de tais
impurezas presentes, naturalmente ou néo, no caldo, podendo estas acarretar em impactos negativos
aos processos industriais, bem como influenciar diretamente no teor de agucares disponiveis para
0s processos fermentativos (MUTTON, 2008; MARQUES et al., 2008).
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Tabela 1: Limites de concentrag¢fes de compostos metalicos no caldo clarificado

fon metalico Concentracdo (ppm)
Ca?* 120 - 1200
Mg? 70 -200
Na* 200
Zn** 05-1
Fe?* 0,2
AR 5-25

Fonte: Adaptado de Honig (1969); Lima et al. (2001); Costa et al. (2018b)

3.2 Fluxograma de processos

Com relacdo ao processamento da cana-de-agUcar, diversos processos industriais séo

associados a obtencdo de um caldo de cana com alta qualidade, com altos teores de agucares e baixa
concentragdo de impurezas (MARQUES et al., 2008). Com isso, as mesmas etapas estdo

representadas pelo Figura 1, a qual representa o fluxograma de processos.

Colheita e
transporte

Recepcado e
Amostragem de
matéria-prima

Desaerador ou

"Balao de flash"

$

Aquecedores

Extracao
do caldo

Decantadores

Mosto

Fermentacao

!

Figura 1 — Fluxograma de processamento da cana-de-aglcar e processo fermentativo
Fonte: Adaptado de Belluco e Alcarde, 2008.
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3.2.1 Colheita, transporte e amostragem de matéria-prima

ApOs seu periodo de maturacdo, a cana é entdo colhida pelo sistema mecanizado de
colhedora, e transportada pelo veiculo de transbordo, denominado de caminh&o rodotrem, o qual
conduzira a cana colhida para a usina (ROSSETTO, 2000; MAGALHAES, 2022). Ap6s a etapa de
colheita, os veiculos recepcionados sdo pesados — havendo a selecéo aleatoria de um veiculo para
a amostragem —com auxilio de uma sonda mecéanica de tubo rotativo com diametro de 150 a 200
mm, como é demonstrado pela Figura 2 (REIN, 2012; COSTA, 2015).

Figura 2 — Sonda de amostragem de cana-de-acucar
Fonte: REIN, 2012.

Posterior a recepcdo, o teor de sacarose e fibras da matéria-prima € determinado,
analisando-se a quantidade de Acucar Total Recuperavel (ATR), indicada pela quantidade de
acucar a ser recuperado por tonelada de cana processada. Este pard@metro serve como forma de
pagamento do fornecedor da matéria-prima e indicador para calcular estimativas do rendimento
industrial (ALBUQUERQUE, 2011).

Em seguida, a cana amostrada € descarregada em mesas laterais de 45°, sendo conduzidas
por esteiras rotativas para a etapas seguintes. A cana passa por 3 principais equipamentos de

preparo, sendo estes: o nivelador, no qual a camada de alimentacdo torna-se mais uniforme e
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aumenta sua superficie de contato em um tambor metalico; o picador, ocorrendo a reducdo do
tamanho da cana em forma de toletes com auxilio de facas de ferro fundido; o desfibrador,
constituido de martelos bascular que pressionam a cana sobre a parede do equipamento, resultando
na cana desfibrada (ALBUQUERQUE, 2011; REIN, 2012). A cana entéo é conduzida para a etapa
de moagem, a qual consiste no processo de extracdo do caldo. Esta pode ocorrer de duas principais
formas: por utilizacdo de moenda ou difusor (ALBUQUERQUE, 2011).

3.2.2 Extracéo do caldo

A moenda é constituida por 4 ternos com 3 cilindros cada, sustentados por estruturas
metalicas (pedestais ou “castelos”) e dispostos em forma de tridngulo isdsceles, 0s quais possuem
em seus cilindros ranhuras e pelo efeito de pressao, sendo assim extraido o caldo da cana desfibrada
(DELGADO; CESAR, 1977). Neste sistema, ainda se utiliza de um quarto cilindro, para direcionar
a alimentacdo para as demais unidades de moagem (REIN, 2012). No difusor, a cana desfibrada é
lavada com agua quente (75°C) em diversos estagios, com o objetivo de extrair maiores quantidades
de acucares da cana por efeito de lixiviacdo (ALBUQUERQUE, 2011; OLIVERIO et al., 2014).
Estes procedimentos de extracdo do caldo podem ser verificados na Figura 3.

Armazepamento
6 Caldo extraido (A) Cana-de-agucar (B)
Caifp-e-agticar = Agua de embebigio : Caldo de processo
. N : X Caldo extraido Agua de cmbebicio
= - —
[e—
S N
|
i ; 7]
- u\ = ~ =5 + N B ‘
Aquecedor ===** ».[100) Bagaco
4
Caldo primario Caldo secundario Terno Vapores de aquecimento

Figura 3 — Processos de extracdo do caldo de cana desfibrada por (A) moenda de 4 ternos com 3
rolos e por (B) difusor
Fonte: OLIVERIO et al., 2014.
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Junto a extracdo do caldo, € realizado o procedimento de embebicdo, no qual consiste na
adicdo de agua ou caldo diluido ao o bagaco, em forma de asperséo, resultante da Gltima unidade
de moagem. A embebicdo pode funcionar de forma simples na qual o processo de aspersdo da agua
ou caldo diluido ocorre em dois (aspersdo simples dupla), trés (aspersdo simples tripla) ou mais
pontos entre as unidades de moagem. Este por sua vez, pode prosseguir também de forma
composta, na qual ocorre a aspersdo do liquido de lixiviacdo (4gua ou caldo diluido) na parte
superior, havendo a recirculacdo do mesmo entre mais de um ou mais pontos das unidades de
moagem (DELGADO; CESAR, 1977).

Posterior ao processo de moagem, realiza-se 0 processo de peneiragem, para que haja a
separagdo de particulados maiores em suspensdo (componentes insoltveis) do caldo extraido —
areia, terra e bagacilhos fibrosos — provenientes das etapas de colheita, transporte e moagem da
cana-de-acgucar processada (MARQUES et al., 2008).

Através disso, recomenda-se a disposi¢cdo de peneiras do tipo fixas, vibratorias ou rotativas.
Com a separacdo inicial dos bagacilhos, o caldo é submetido a separadores do tipo ciclone, para
diminuir a presenca de terra no meio (REIN, 2012). Este procedimento torna-se necessario,
considerando o efeito que tais componentes nas etapas de remocédo de impurezas e formacdo do
lodo durante a decantacdo. Cabe ressaltar ainda que, uma maior presenca dessas impurezas
promove entupimentos de bombas e incrustacbes em equipamentos e tubulacbes
(ALBUQUERQUE, 2011).

3.2.3 Qualidade da matéria-prima

A qualidade da cana-de-agUcar refere-se ao contetdo presente em seu material vegetal e
caldo extraido, o qual em matérias-primas de baixa qualidade — com alto teor de particulados
indesejados (bagacilhos, terra, areia, etc.) — pode acarretar em perdas de agucares durante o seu
processamento, em fung¢do do acimulo de impurezas (MARQUES et al., 2008).

Além disso, materias-primas consideradas de boa qualidade, apresentam condicdes ideias
para 0 seu processamento, com baixa incidéncia de doencas fungicas e virais (PUTRA; KRISTINI;
JATI, 2023; RAO, 2023), baixa infestacdo de brocas (ALMEIDA et al., 2019) e demais patdgenos

(XU et al., 2019), bem como caldos de cana com teores de agtlicares redutores totais > 15% e pureza
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> 85% (AMORIM, 2006), com acidez entre 0,2 ¢ 0,7% (DELGADO; CESAR, 1977) e compostos
fendlicos inferiores a 500 ppm (MUTTON et al., 2021).

Tais compostos sdo resultantes do processo de metabolizacdo dos acUcares (Sacarose,
glicose e frutose), tendo como principais agentes a bactéria Leuconostoc sp. e Lactobacillus sp., as
quais promovem a formacdo de moléculas indesejadas como dextranas (Leuconostoc sp.) e &cido
lactico (Lactobacillus sp.) (MARQUES et al., 2008).

Na formacdo das dextranas, com a liberacdo de frutose e devido a mesma (frutose) possuir
alta instabilidade no meio, hd um aumento de formacéo de acidos organicos. Com isso, ocorre a
diminuigédo do pH do meio, promovendo uma necessidade maior no uso de cal na alcalinizagéo do
meio e periodos de decantacdo maiores. Através de sua formacéo, o acido lactico promove o efeito
de “flocula¢ao” da levedura nas dornas de fermentagao (MARQUES et al., 2008). Através disso,
esta reacdo torna-se responsavel pelo comprometimento da conversdo dos aglcares em etanol e
COo, devido a reducdo da superficie de contato da levedura com o mosto (CECCATO-ANTONINI,
2012).

Além dos acidos organicos, outros coloides indesejados devem ser removidos do caldo.
Essas biomoléculas, geralmente resultantes de processos de inversdo da sacarose, resultam em
reacOes intermediarias como a formacdo de compostos de furfural, compostos fendlicos e alcoois
(HONIG, 1969). Através dessas, além do aumento de contaminantes prejudiciais para a
fermentagdo, pode desencadear em trocas de calor ineficientes entre o caldo e equipamentos,
modificando-se sua constituicdo e aumentando-se 0 consumo de insumos, onerando 0 processo
industrial (VILELA; D’AVILA; MENATO, 2008).

Referente ao processo fermentativo, com diminuigédo da atividade da levedura em caldos
com maior presenca desses contaminantes, principalmente compostos fenélicos (MUTTON et al.,
2020), ha a necessidade de tratamentos térmicos e quimicos denominados de clarificacdo, para haja
a separacdo dos compostos acucarados (sacarose, glicose e frutose) desses coloides indesejados
(VILELA; D’AVILA; MENATO, 2008).
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3.2.4 Clarificacao

A clarificacdo consiste no procedimento da remo¢do compostos moleculares, idnicos e
coloides menores indesejados, os quais ndo foram retidos no processo de peneiragem (DELGADO;
CESAR, 1977).

Com isso, os principais processos de clarificacdo podem ser classificados em caleagem
simples, destacando-se tratamentos alternativos como a utilizacdo de oz6nio (RODRIGUES;
SPERANDIO; ANDRADE, 2017) e do processo de carbonatacdo, com estudos avaliando a
utilizacdo da eletrocoagulacao no tratamento do caldo de cana (OGANDO et al., 2019). Entretanto,
para a producdo de etanol, somente o processo de caleagem simples é utilizado, sendo os demais
procedimentos destinados principalmente a fabricacdo do aclUcar (HUGOT, 1969; VILELA;
D’AVILA; MENATO, 2008).

3.2.4.1 Caleagem simples

Através da adicdo de leite de cal de forma continua e preparado em um sistema de tanques
metalicos, o pH do caldo extraido (4,8 — 5,6) € ajustado para valores na ordem de 6,0 — 6,2, para
processos de producdo de etanol; e ajustado para valores de 7,0 — 8,0 para processo de producéo de
acucar (VILELA; D’AVILA; MENATO, 2008). Para isso, a alcalinizacdo do meio ocorre através
da adicdo de hidrdoxido de calcio [Ca(OH)2], preparado a partir da hidratagdo da cal virgem (CaO)
até proporcdes de 4 a 6° Baumé. Esta reacdo esta representada pela Equacdo 2 (DELGADO;
CESAR, 1977).

Ca0 + H,0 = Ca(OH), (2)

Com isso, durante a etapa de ajuste do pH do meio, a cal hidratada apresenta um
comportamento de diminuicdo de solubilidade em temperatura ambiente. Dessa forma, torna-se
necessario o aumento da temperatura durante as etapas seguintes, para auxiliar o processo de
remoc&o dos particulados ndo eliminados durante a etapa peneiragem do caldo extraido (HUGOT,
1969).

Além disso, por meio do efeito de coagulacdo, sdo formados compostos insoluveis de
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fosfato de tricalcio [Cas(POa4).], 0s quais precipitam em meios com pH no intervalo de 7,0 a 7,3
(REIN, 2012). A reacdo de precipitacdo dos compostos de fosfato de tricalcio esta representada
pela Equacdo 1 (DELGADO; CESAR, 1977).

Ca®*t 4+ P0,>” — Caz(P0,), ! (1)

Através do efeito de arraste de impurezas, ocorre a diminuicdo da turbidez e pureza do
caldo, havendo uma menor concentracdo de compostos de ndo-acucares. Alem disso, verifica-se
que através do aumento do pH, processos de inversdao dos agucares tornam-se minimos, evitando-
se perdas significativas nos valores de compostos agucarados (VILELA; D’AVILA; MENATO,
2008).

O leite de cal é preparado sob baixa agitacdo (8 a 10 rpm) com agua a temperatura ambiente,
sendo utilizados tanques metalicos de material que nao sofra processos de corrosdo por efeito do
calcio utilizado. Recomenda-se um preparo de ao menos 2h, para que a solucdo esteja homogénea
e respeitando as propor¢oes de CaO — de 4 a 6° Baumé (REIN, 2012).

Neste processo, necessita-se de um elevado controle de seus parametros operacionais, uma
vez que a maior presenca de coloides como os acidos organicos tende a diminuir o pH do meio.
Isto pode aumentar o consumo de leite de cal no controle do pH, resultando em maiores
concentragbes de ions de Ca?" e problemas relacionados a deposicdo e incrustacbes em
equipamentos, bem como resultar na degradacdo dos aclcares redutores (glicose e frutose), em
meios com valores elevados de pH superiores a 7,3 e temperaturas que excedam 100°C, com
consequentes perdas de substrato para a fermentacdo alcoolica (REIN, 2012).

Podem ser destacados também os trés principais tipos de caleagem. A primeira a ser
destacada é a caleagem a frio, operando a temperatura ambiente, o caldo é acondicionado em um
tanque incubador para a dosagem direta do leite de cal. O pH do meio é controlado até atingir
valores desejados - 6,0 a 8,0, a depender do produto a ser fabricado — mantendo-se a temperatura
do meio em valores proximos a 40°C por um periodo de 8 min. O caldo entéo € direcionado para
aquecedores tubulares, atingindo temperaturas até ebulicdo (100 — 105 °C), direcionado para
tanques do tipo flash (1 min) e posteriormente para um decantador, permanecendo no mesmo por
um periodo de 1 — 2 h, para que haja a deposi¢cdo das impurezas (EGGLESTON; MONGE;
PEPPERMAN, 2002).

A caleagem intermedidria caracteriza-se pelo processo de pré-aquecimento de proporcdes
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do caldo a ser clarificado. Este processo opera em duas linhas, uma na qual 70% do caldo extraido
é direcionado diretamente para o tanque de incubacdo e dosagem de leite de cal; a segunda tem
30% do caldo extraido direcionado para um aquecedor, para acondicionamento do caldo para
temperaturas nos valores de 87 a 93°C. O caldo homogeneizado no tanque de incubagdo tem seu
pH ajustado — conforme especificacdo do processo — e temperatura do meio préxima a 54°C.
Atraveés disso, essas etapas tem por objetivo auxiliar no processo de degradacdo de moléculas
indesejaveis no caldo, tais como amido e dextranas presentes no meio. Apos o controle do pH, o
caldo segue para o seu aquecimento (100 — 105°C), passagem pelo baldo de flash e decantador,
com um periodo de 1 — 2h (EGGLESTON; MONGE; PEPPERMAN, 2002).

A terceira metodologia de caleagem é denominada de caleagem a quente. Essa é composta
por um processo de aquecimento prévio do caldo extraido, até atingir temperaturas entre 70 e 76
°C. Apobs o pré-aquecimento, este é submetido ao controle do pH (6,0 — 8,0), direcionado para
aquecedores tubulares até temperatura de ebulicdo (100 — 105°C), sendo direcionado para o baldo
de flash e em seguida para os decantadores (DELGADO; CESAR, 1977).

Para os procedimentos de caleagem o contetido de ions de 6xido de célcio (Ca?*) presente
no caldo clarificado deve ser considerado, o qual dependente da quantidade de cal utilizada, assim
como o aumento e diminuicdo da temperatura, outros fatores interferem diretamente no processo
de solubilidade dos ions Ca?*, o qual em concentragdes excedentes (>120 ppm), podem acarretar
em problemas de rendimento no processo fermentativo (LIMA et al., 2001).

Segundo Costa et al. (2018b), a presenca de ions de céalcio no caldo clarificado afeta
negativamente o processo metabdlico da levedura. Este fato foi verificado em um intervalo de 300
a 900 mg/L, através da diminuicdo de indices de viabilidade celular, os quais apresentaram valores
insatisfatorios em concentragdes proximas a 1200 mg/L, com menor eficiéncia fermentativa (32%).

Outro problema a ser destacado é quanto ao acimulo do célcio nos equipamentos, o qual
devido a utilizacdo do leite de cal em excesso, sais complexos sdo formados e precipitados durante
0s tratamentos térmicos (processos de aquecimento e resfriamento). Como resultado, com a
deposicédo destes precipitados nos equipamentos, manutencgdes constantes tornam-se necessarias e
o rendimento ¢ afetado (REIN, 2012).
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3.2.5 Aquecedores

Os aquecedores sdo classificados, de maneira geral, como equipamentos de secdo circular
e fechados em suas extremidades. Sao responsaveis pela etapa de elevacao da temperatura do caldo
entre os valores de 100 a 105°C, ndo sendo superiores a estes valores (>105°C), para que sejam
evitados problemas de emulsificacdo e dificuldade na remocao de ceras presentes no meio. Estes
equipamentos sdo constituidos de chapas tubulares fechadas e um espaco interno fechado e vazio,
sendo todos de mesmo material do aquecedor. O caldo é conduzido internamente por essas
tubulages, sendo que os vapores de aquecimento tém seu fluxo de contato e aquecimento do caldo
de forma indireta nesse espaco vazio entre as tubulacées (DELGADO; CESAR, 1977).

Com isso, durante as etapas de aquecimento do caldo, o fator de velocidade do caldo deve
ser levado em consideracdo, uma vez que esse deva estar entre intervalos de 1,5 a 2,0 m/s.
Recomendam-se estes parametros, a medida que se considera que em valores inferiores ha uma
maior possibilidade de incrustac6es e queda abrupta na temperatura do caldo, bem como em valores
superiores ha possiveis perdas de carga e eficiéncia na troca de calor, com um maior acimulo de
gases internos indesejaveis, como Oz, CO., nitrogénio, etc (DELGADO; CESAR, 1977).

3.2.6 Desaerador ou “Balio de flash”

Dessa forma, torna-se necessaria a utiliza¢do de outro equipamento para que prossiga com
a eliminacdo de gases indesejaveis presentes no meio. Para isso, o baldo de flash ou tanque
desaerador flash, tem por objetivo realizar a dispersdo do constituinte gasoso do meio. Com o
aquecimento prévio do caldo até temperaturas acima da ebulicdo (100 — 105°C), através do
resfriamento por descompressao rapida até valores minimos de 101 °C (EGGLESTON; MONGE;
PEPPERMAN, 2002), o bal&o de flash além de assegurar a remoc¢é&o de gases ndo eliminados nos
aquecedores, permite que o caldo seja transferido para o decantador com temperaturas constantes
(REIN, 2012).

Podem ser utilizados dois principais tipos. O primeiro é o convencional, o qual o caldo

aquecido é direcionado para 0 mesmo, sem necessidade de manter um nivel interno minimo de
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liquido, com sua saida de ar localiza-se na parte superior do equipamento. O segundo é o tipo SR,
no qual o caldo é despejado em uma estrutura interna chamada de placa de dispersao, devendo ser
mantido um nivel minimo de caldo, com a saida de ar no topo do equipamento. Suas configuragdes
podem ser verificadas na Figura 4 (REIN, 2012). Cabe ainda ressaltar que 0 mesmo equipamento
tem por funcédo desacelerar o caldo, evitando-se que perdas de carga e turbilhonamento ocorram na
conducdo e permanéncia do liquido no decantador (ALBUQUERQUE, 2011).
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Figura 4 — Baldes flash do tipo convencional (A) e SRI (B)
Fonte: Rein, 2012.

3.2.7 Decantadores

Apos o “flasheamento”, é realizado o processo de decantacdo, no qual consiste na formacao
de coloides insoltveis e limpeza do caldo por decantacdo de impurezas, ocorrendo no interior de
um tanque de armazenamento (decantador), podendo variar a velocidade de sedimentacdo das
impurezas na ordem de 4 a 7 m.min*, com periodos de retengdo entre 2 a 4h (HUGOT, 1969;
DELGADO; CESAR, 1977).

Com relacdo ao tempo de retencédo, deve ser considerada sua relagdo com a concentragédo
de acucares do caldo de cana tratado. Esta relagdo é relacionada a temperatura elevada, tempo de

decantacéo e pH do meio, a qual em procedimentos com exposicdo do caldo a altas temperaturas e
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periodos prolongados de tratamento, ha uma maior possibilidade de perda de conteido dos agucares
redutores, acelerando os processos de inversdo da sacarose. Isso pode acarretar em uma menor
disponibilidade de acgucares fermentesciveis, com perdas entre 1 e 3% por hora de decantacdo,
sendo potencializado esse efeito em meios de alta variabilidade no pH (DELGADO; CESAR,
1977). Dessa forma, tais pardmetros devem ser considerados para que planejamentos sejam
realizados, desde o processo de dimensionamento e escolha de equipamentos, bem como
organizacdo das etapas de processamento da cana, obtencdo e tratamento do caldo, destino dos
residuos gerados (bagaco, melaco, etc.) e periodos de manutencdo (ALBUQUERQUE, 2011;
REIN, 2012).

Classificados como decantadores ou “clarificadores”, sdo descritos como ambiente de
decantacdo de impurezas do caldo de cana, com alimentacdo regular e continua, subdivididos em
diversos compartimentos (HUGOT, 1969). Suas classificacdes variam de acordo com sua estrutura,
destacando-se dois tipos principais de decantadores: decantadores de maltiplas bandejas e de rapido
efeito.

Os decantadores de multiplas bandejas ou estagios (Figura 5), possuem compartimentos
sobrepostos de forma que aumente a superficie de acdo de sedimentacdo no caldo a ser clarificado,
com uma vazdo média de alimentagdo proxima a 4,3 m3.h"t | com periodos de retencéo no intervalo
entre 2h 30min a 3h (REIN, 2012). Estes equipamentos séo diferenciados quanto a disposi¢éo de
seus sistemas de raspadores mecéanicos e alimentagédo, sendo utilizados dois principais: o Dorr

“ATV” e “RapiDorr”, indicados pela Figura 5.
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Figura 5 — Clarificadores do tipo (A) Dorr “ATV” ¢ (B) “RapiDorr”.
Fonte: Adaptado de Rein, 2012.
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Para os decantadores de répido efeito (Figura 6), estes séo classificados como equipamentos
de clarificacdo de mdaltipla alimentacdo, podendo operar de forma continua a uma vazdo média de
700 m3.h, sendo possivel através do desenvolvimento e aplicacdo de floculantes, utilizados para
acelerar o procedimento de sedimentacdo de impurezas e formacéo do lodo (REIN, 2012).

Conhecidos também como clarificadores de baixo tempo de retencdo, estes sdo compostos
principalmente de ago inoxidavel, operando de forma que o fluxo de alimentagdo seja sempre
positivo, com o caldo clarificado sendo direcionado para cima e havendo a precipitacdo das
impurezas e formacéo do lodo (ABDI; STOBIE, 2021).

Dentre esses clarificadores, podem ser destacados dois principais tipos, o SRI (Sugar
Research Institute) e o LLT (Lousiana Low Turbulence), demonstrados na Figura 6.
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Figura 6 — Clarificadores do tipo (A) SRl e (B) LLT.
Fonte: Rein, 2012; Grimaldo, 2019

Destacam-se ainda como principais vantagens desses equipamentos, seus menores tempos
de retencdo — para o SRI (Sugar Research Institute) de 30 a 60 min e LLT (Lousiana Low
Turbulence) de 25 a 30min — menores custos de implementacao e utilizagcdo de produtos quimicos,
resultando em maior qualidade de matéria-prima e maior retencdo de compostos agucarados,
guando comparados aos clarificadores de multiplos estagios (SRI, 2017; GRIMALDO, 2019;
ABDI; STOBIE, 2021).
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3.2.8 Floculantes

Durante os processos de tratamentos (fisicos e quimicos) de limpeza do caldo de cana
extraido, sdo necessarias metodologias complementares, para potencializar os processos de
remocdo de impurezas indesejadas, como por exemplo, a utilizacdo de polieletrélitos ou
floculantes, os quais desempenham a funcdo de auxiliar/acelerar a sedimentacdo de impurezas
solaveis e insoluveis (DELGADO; CESAR, 1977; REIN, 2012).

Caracterizados como polimeros sintéticos de alto peso molecular, os polieletrolitos de
natureza anioénica (ions negativos), representados principalmente por polimeros de poliacrilamida
parcialmente hidrolisados (Figura 7), tem por efeito a adsorcdo de impurezas presentes no caldo
extraido. Com a atracdo de substdncias de natureza oposta (catidnica), ocorre 0 processo de
aglutinagdo, aumentando o tamanho e densidade de particulados, acelerando a sedimentagdo dos
mesmos (DELGADO; CESAR, 1977; REIN, 2012). Segundo FDA (2021), recomenda-se que a

utilizacdo do floculante sintético ndo exceda 5 mg.L™, na clarificacio do caldo de cana.
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Figura 7 — Floculante de poliacrilamida
Fonte: adaptado de Rein, 2012.

Existem também floculantes de natureza catiénica (ions positivos), 0s quais possuem baixa
aplicabilidade para tratamento do caldo de cana (REIN, 2012). Estes por sua vez, representados
principalmente pelo policloreto de aluminio (PAC), cloreto férrico e sulfato de aluminio, sdo
amplamente utilizados em etapas de tratamento de efluentes industriais (OLDONI et al., 2021).

Cabe salientar que, algumas de suas desvantagens séo desde 0 aumento de custo no uso de

insumos de processo, bem como impactos negativos nas operagdes industriais, como acelerar
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processos de corrosdo de equipamentos e seus particulados formados ndo serem biodegradaveis
(MUNIZ, 2018).

Segundo Rein (2012), os floculantes anidnicos sdo caracterizados quanto a presenca de
grupos funcionais de &cidos carboxilicos (-COOH), amidas (-CONHz) e componentes de metais
como o sodio (-COONa). Este floculante através da interacdo eletronegativa, possibilita que ions
positivos passem pelo processo de aglutinacdo de particulados indesejados presentes no caldo de
cana extraido. Porém, algumas condicdes devem ser respeitadas durante o seu preparo:

e O processo de dissolucdo em agua deve ser homogéneo;

e Ocorrer em temperaturas abaixo de 50 °C, evitando-se a sua degradacao;

e Os meios de diluicdo do composto devem ter baixo teor de ions multivalentes, para
que seja preservada a estabilidade do floculante;

e Adiluicdo do material deve ocorrer em tanques inoxidaveis e sob baixa agitacéo.

Dessa forma, a utilizagdo dos polimeros durante o processo de clarificacdo, auxiliam em
melhores parametros operacionais, com maior economia no consumo de insumos do processo como
o leite de cal. Este pode ser verificado por Oliveira, Pontes e Gandolfi (2018), os quais em estudos
recentes apresentam resultados promissores em clarificacdes em meios com pH préximos a 6,5,

nédo necessitando da adi¢do de mais leite de cal ao meio.

3.2.9 Biofloculantes

Com o avango da temética do desenvolvimento sustentavel, novos materiais e produtos sdo
avaliados como potenciais auxiliares no processo produtivo, tais como os biofloculantes. Estes
tornam-se uma alternativa vidvel devido a sua ampla aplicabilidade no tratamento de efluentes
industriais, sendo estes biopolimeros produzidos de matérias-primas diversas, a base de taninos
(OLDONI et al., 2022), 6leo de palma (HASSIMI et al., 2020), cactos (SRARFI et al., 2018),
manga (SEGHOSIME et al., 2017), extrato de Aloe Vera (JAOUADI et al., 2020), extrato de
levedura da industria cervejeira (), dentre outros derivados de extratos vegetais (DAS, N. et al.,
2021).

Outra vertente € o processo de sintese dos biofloculantes através da utilizacdo de

microorganismos como bactérias, fungos e microalgas, 0s quais apresentam caracteristicas
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biodegradaveis, com baixo impacto a0 meio ambiente, com uma atividade de floculacéo
semelhante aos polimeros comerciais e menores custos de producdo (SHAHADAT et al., 2017,
REBAH et al., 2018; DUU-JONG; YIN-RU, 2018; AGUNBIADE et al., 2022).

Zhuang et al. (2012), avaliaram o efeito de biofloculante do microorganismo Bacillus
licheniformis, sobre a clarificacdo do caldo de cana. Os autores observaram tempo de sedimentagéo
de 11 min e 42 s (702 s) para os tratamentos com o biofloculante e 8 min e 27 s (507 s) para 0s
tratamentos utilizando o polimero sintético.

Com isso, é possivel verificar aplicabilidade dos biofloculantes para diversos setores da
economia, explorando novas matérias-primas que tenham potencial biotecnoldgico similar. Uma
possibilidade € a utilizacdo das algas, as quais na elaboracdo de seus extratos, apresentam reservas
de polissacarideos de carragenana, promovendo meios de alta viscosidade e presenca de radicais
anionicos OSOz e COO™ (PEREIRA, 2010).

3.3 Alga vermelha (Kappaphycus alvarezii)

As algas marinhas podem ser caracterizadas quanto ao seu alto indice de crescimento, alta
produtividade por area de cultivo, alta taxa de absor¢éo de CO2 do meio e possivel via de combate
a crises alimenticias. Destacando-se sua classificacdo em trés principais grupos quanto a suas cores
(algas vermelhas, marrons e verdes), o grupo das algas vermelhas representadas por 4 principais
espécies (Gelidium amansii, Gracilaria verrucosa, Kappaphycus alvarezii e Eucheuma
denticulatum), sdo constituidas principalmente por unidades de polissacarideos complexos e
diversas outras estruturas poliméricas (FU; KIM, 2010; SINGH; NIGAM; MURPHY, 2011).

Dentre estas, a Kappaphycus alvarezii (Gigartinales:Rhodophyta) tem se destacado como
importante fonte de biomassa para diversos estudos, tais como auxiliar o processo de
bioestimulacdo durante crescimento e seu impacto na qualidade final da cana-de-acucar e seu caldo
extraido, podendo explorar seu potencial em processos tecnoldgicos que envolvam a utilizacao se
suas biomoléculas (PAUL; TSENG, 2012; KARTHIKEYAN; SHANMUGAM, 2017).

Referente aos seus constituintes, a K. alvarezii tem predominéncia de polissarideos
importantes como a carragenina, substancia mucilaginosa presente na parede das algas vermelhas

que possui estruturas quimicas pertencentes ao grupo das galactanas. Com elevado teor de radicais
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anidnicos OSO3™ e COO", estes sdo associados a sais de outras unidades de carragenina, formando
as unidades poliméricas de carragenana, com formatos mais estaveis e predomindncia de
conformacdes do tipo lambda, kappa, iota e beta (PEREZ et al., 1992; PEREIRA, 2010).

Para que haja a maior disposi¢cdo dessas biomoléculas para o meio, devem ser levados em
consideracOes alguns parametros como solvente de extracdo, pH, tempo de aquecimento, teor de
umidade do material, dentro outros fatores que auxiliem no processo de extracdo de seus
compostos. Estas unidades de carragenana, podem ser quantificadas por métodos diversos, desde
metodologias por precipitacdo de seus compostos e posterior emprego de espectroscopia UV/Vis,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do hidrogénio *H (RMN-!H), assim como por
espectroscopia de infravermelho (PEREIRA, 2010; WEBBER et al., 2012; BONO;
ANISUZZAMAN; DING, 2014).

Através disso, o potencial de aplicacdo tecnoldgica da Kappaphycus alvarezii no processo
industrial é promissor, podendo-se projetar possiveis resultados para estudos de insercdo de seu
extrato no processo de industrializacdo da cana-de-aglcar e seus produtos derivados,

estabelecendo-se parametros de desenvolvimentos de novos bioprodutos para o mercado atual.

3.4 Processo fermentativo

3.4.1 Mosto

Apos a clarificacdo do caldo extraido, o proximo passo é proceder com o preparo do mosto.
Destaca-se que, mosto é toda substancia acucarada apta a ser fermentada. Neste contexto, 0 mosto
industrial é constituido em sua maioria por solidos soltveis (15 e 26% de Brix), sendo esses
compostos por aglcares fermentesciveis — sacarose (10-20%), glicose e frutose (0,1-0,2%) — e
nutrientes essenciais para as atividades metabdlicas da levedura, tais como nitrogénio, fésforo,
potassio, zinco, magnésio, dentre outros. Ressalta-se ainda a temperatura entre 28-34°C e pH entre
4,0-4,5 (LIMA etal., 2001).

Cabe mencionar ainda que a presenca de compostos fendlicos, acidos organicos e micro-
organismos competidores tendem a reduzir a qualidade do mosto, interferindo negativamente no
desempenho da levedura em fermentagéo, resultando em baixos rendimentos industriais (DE LA
ROSA etal., 2017; CAMPANHOL et al., 2019). Essas caracteristicas sdo inerentes a matéria-prima
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processada, sendo evidenciado o necessario controle rigoroso das etapas prévias de tratamento do
caldo extraido (MUTTON et al., 2020).

3.4.2 Fermentacgao

O mosto entdo é submetido ao processo de fermentacéo, o qual pode ocorrer a partir de duas
formas. A primeira é denominada fermentacdo por batelada, no qual o substrato é metabolizado
inteiramente em um Unico reator. Neste, ha a suplementacdo do inoculo com os nutrientes
necessarios (O’HARA; MUNDREE, 2016). Este procedimento pode utilizar de 1 ou 4 reatores,
porém destaca-se que a utilizacdo de uma Unica unidade de fermentacdo € pouco utilizada, visto
alta demanda de etanol (GOMES-PASTOR et al., 2011).

Com isso, os 4 reatores de fermentacdo operam de forma que estejam dispostos de forma
independentes e paralelos entre si (Figura 8). Para isso, 0 primeiro reator € alimentado com mosto
até que 30% de seu volume seja ocupado. O segundo e terceiro sdo completamente preenchidos
com o mosto, adicionando-se a proporcao ideal de levedura para os trés reatores e prosseguindo

com a fermentacao.
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O quarto reator é destinado principalmente para o processo de higienizacdo dos
equipamentos. Apés o fim do processo fermentativo, 0 mosto fermentado é destinado para a
centrifugagdo, sendo recuperado o vinho ¢ o “creme” de levedura (TROLLER, 2012).

A segunda é caracterizada pela fermentacdo continua (Figura 9), a qual dornas de
fermentagdo sdo dispostas de forma que a metabolizacdo dos agUcares seja feita de forma continua
e em multiplos estagios. Neste procedimento, a alimentacdo do mosto a ser fermentado pode
ocorrer no primeiro ou simultaneamente no segundo reator, seguindo-se para 0s demais mediante
0 decréscimo das concentragdes de aclcares no meio, ndo necessitando-se de um nimero especifico
de reatores — a depender da area de operacdo da planta industrial. Apés o fim da fermentacdo, o
mosto fermentado é direcionado para a centrifugacéo, recuperando-se o vinho e a massa Umida de
levedura (LIMA et al., 2001; O’HARA; MUNDREE, 2016).
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Figura 9 — Fermentacdo continua
Fonte: O’hara; Mundree, 2016.

Ap0s o processo fermentativo, a levedura é separada do vinho através de centrifugacao. O
vinho ¢ destinado para o processo de destilacdo para recuperacdo do etanol, enquanto o “creme”
de leveduras, constituido principalmente de 60 a 70% de massa seca desse micro-organismo, é

diluido em agua (1:1) e tratado com &cido sulfdrico (pH 1,8-2,5) por um periodo de 2 a 3h,
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reinoculando-o em novo processo fermentativo (BASSO, L.; BASSO, T.; ROCHA, 2011).

Com relagdo ao fim do processo fermentativo, é recomendado que a concentracdo de etanol
no meio esteja entre valores de 8 a 12%. Isso ocorre, pois, concentracdes superiores a 12%, a
membrana celular da levedura é modificada e suas fun¢Ges metabdlicas sdo afetadas, levando a
morte celular e, consequentemente, diminuindo a possibilidade da reinoculagdo do creme em nova
fermentacdo (BASSO, L.; BASSO, T.; ROCHA, 2011; VENTURINI FILHO et al., 2013).

3.4.3 Destilacéo

O vinho centrifugado é direcionado ao processo de destilacdo, o qual sera responsavel pela
recuperacdo do etanol presente no vinho. Inicialmente, o vinho é direcionado para sistemas de
aquecimento chamados de colunas de destilacdo, descritas como equipamentos de gomos
cilindricos superpostos em separagdes transversais (“pratos ou bandejas”). Estes tém seu
aquecimento direto pela base, realizado por vapores d’agua. A propagacdo do seu calor se da no
sentido dos estagios inferiores para 0s superiores, com o0 aquecimento das demais colunas por meio
dos mesmos vapores de aquecimento da coluna de alimentacao do vinho (LIMA et al., 2001).

Sistema de destilacdo composto por 3 colunas. A primeira coluna é responsavel pela
concentracdo parcial do vinho, obtendo-se o Flegma (45% v/v de etanol), sendo um residuo
denominado de vinhacga. A segunda coluna é responsavel pela concentracdo do teor alcodlico da
Flegma até valores da ordem de 92 a 96% (v/v) de etanol — Etanol Hidratado, gerando, como
residuo, a flegmaca. Com isso, para a terceira coluna, em alguns casos as industrias podem
reprocessar o etanol hidratado para obtengéo do Etanol Anidro (99% v/v) (LIMA et al., 2001).

Para a primeira coluna, apds os processos de troca térmica entre o vinho e 0s vapores de
aquecimento (vapores d’agua) da primeira coluna, resulta no processo de obtencdo de uma mistura
complexa denominada de flegma, a qual é constituida de 45 a 50% (v/v) de etanol e o restante de
residuos como vinhaca (flegmassa), alcoois de maior densidade e o oOleo fusel (BELLUCO;
ALCARDE, 2008).

Com isso na segunda coluna, o flegma é submetido ao processo de retificagdo, no qual se
realiza a eliminagcdo parcial das impurezas presentes no mesmo, obtendo-se como principais

residuos a vinhaca (flegmaca), alcoois mais leves e 6leo fusel. Deste procedimento é obtida uma
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mistura mais purificada, denominada de etanol hidratado, com concentragdes entre 95 a 97% (v/v)
de etanol (BELLUCO; ALCARDE, 2008; DIAS et al., 2012).

Na terceira coluna, ocorre o processo de desidratacdo, a qual é caracterizada por ser uma
coluna de destilacdo do tipo azeotrdpica, ocorrendo a separacdo do etanol por arraste de vapor,
utilizando-se de um solvente de alta afinidade (O’ HARA; MUNDREE, 2016). Outra possibilidade
¢ a passagem da mistura por peneiras moleculares com poros de 3 angstrons de abertura, resultando
em concentracdes de etanol na ordem de até 99,89% (v/v), denominando-se o produto obtido como
etanol absoluto (AL-ASHEH et al., 2004; CARABALLO et al., 2021; RAHIMALIMAMAGHANI
etal., 2022).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratorios de Biologia e Pesquisas Ambientais da
Universidade do Estado de Minas Gerais, unidade Frutal-MG, na safra 2022/2023. Foram utilizadas
canas das variedades RB867515 e CTC072361, colhidas manualmente, sem queima prévia da
palha, e em seu periodo util de industrializacdo. As amostras de alga vermelha foram adquiridas de

produtores de Ilha Grande-RJ.

4.1 Padronizacdo da andlise de polissacarideos totais

Considerando que a carragenana € o polissacarideo responsavel pela atividade coagulante
presente nas algas vermelhas, o primeiro passo foi padronizar a metodologia de quantificagdo
dessas moléculas. Para isso foi adaptada a metodologia Fermentec (2004). Apds preparo do extrato,
misturou-se 10 mL da amostra com 40 mL de alcool etilico absoluto. Essa mistura ficou em repouso
por 15 minutos para precipitacdo dos polissacarideos, sendo posteriormente filtrada com auxilio de
papel filtro quantitativo faixa branca.

O material retido no papel de filtro foi transferido para béquer de vidro, sendo o papel
lavado com etanol 80%. A seguir, adicionou-se 150 mL de solu¢do H2SOs 1%, aqueceu-se até
fervura por 2 min. A amostra foi resfriada até temperatura ambiente, transferida para um baldo de
200 mL, completando-se o volume com éagua destilada.

Pipetou-se 0,5mL da amostra preparada em tubo de ensaio, sendo posteriormente
adicionada 1,5mL de &gua destilada, 1 mL de solucdo de Fenol 5% e 10 mL de &cido sulfirico
concentrado. A seguir, procedeu-se com a leitura em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda
de 485 nm.

4.2 Delineamentos experimentais de extracao

Para a condugdo dos experimentos de extracdo de carragenana, foram realizados dois

delineamentos experimentais, sendo esses: univariado e multivariado. Para o delineamento
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univariado, ndo houve interacdo direta entre os parametros analisados; para o multivariado o
planejamento e conducgdo dos ensaios considerou-se a interacdo direta entre as variaveis analisadas.

Os parametros analisados em ambos delineamentos foram: tempo de secagem,
granulometria, concentracdo de alga em meio extrativo, pH, temperatura de extracdo e tempo de

agitacéo, diferindo-se quanto a quantidade de ensaios realizados e repeticdes.

4.2.1 Delineamento Univariado

Para o preparo dos extratos, foram realizados 6 ensaios, objetivando a maior extragéo de

carragenana. Para cada ensaio, foram testadas as seguintes condi¢es:

e Ensaio 1 - Tempo de secagem (h): 12 e 24;

e Ensaio 2 - Granulometria (mesh): 5, 8, 18, 20, 35 e 50;

e Ensaio 3 - Concentragéo (g.L™?): 1.0, 2.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 10.0;

e Ensaio4-pH:50,6.0,7.0,75,8.0,85,9.0e9.5;

e Ensaio 5 - Temperatura de extracdo (°C): 40, 50, 60, 65, 70, 75, 80 e 90;

e Ensaio 6 - Tempo de agitacdo (min): 10, 15, 20, 25, 30, 35, 45 e 50.

Para o primeiro ensaio, as amostras foram secas em estufa de circulacao forcada de ar, por
12 e 24 horas, a uma temperatura de 65°C. A seguir, essas foram trituradas em moinho de facas até
granulometria de Imm, misturada em agua a pH 7,0, na proporcéo de 1g.L™, aquecido até 70 °C e
mantido, sob agitacdo, a essa temperatura por 30 minutos. O extrato foi filtrado e avaliado quanto
ao teor de polissacarideos totais seguindo metodologia do item 4.1.

Apbs determinada a melhor condicdo do Ensaio 1, esse parametro foi padronizado e
aplicado para realizagdo do Ensaio 2. Neste sentido, a alga foi seca em temperatura padronizada e
submetida a moagem, mistura com agua e aquecimento, de acordo com parametros iniciais.

Para 0 Ensaio 3, novamente foram fixados os parametros obtidos nos ensaios anteriores
(tempo de secagem e granulometria), prosseguindo-se com extracdo de acordo com metodologia
inicial. Esse método foi repetido para os demais ensaios, até que as condicdes ideais de extracao
fossem estabelecidas.

Para cada ensaio realizado, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente
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casualizado com 3 repeti¢cdes. A quantidade de tratamentos variou de acordo com o nimero de

pardmetros avaliados.

4.2.1.1 Preparo e parametros de analise

4.2.1.1.1 Tempo de secagem
Para o parametro do tempo de secagem, as amostras foram secas em estufa com circulagéo
forcada por dois periodos: 12 e 24h (Figura 10). Em seguida, estas foram trituradas em moinho de

facas (Tecnal SL-31), até granulometria inferior a Imm.

- ®

Figura 10 — Secagem das amostras de alga (B) em Estufa de circulacéo forcada (A)
Fonte: arquivo pessoal

Misturou-se 1,00 g da alga com 100 mL de &gua destilada (pH 6,0+0,5), aqueceu-se até
temperatura de 70°C, permanecendo em repouso por 30 minutos, dando origem ao extrato de alga
vermelha para posterior analise do teor polissacarideos totais.
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4.2.1.1.2 Granulometria

Para o efeito da granulometria na extracdo da carragenana, o procedimento de preparo das
amostras foi semelhante ao item 4.2.1.1.1, porém as amostras trituradas de alga foram separadas

em 6 principais granulometrias: 4,00, 2,35, 1,00, 0,850, 0,500 e po, utilizando-se um sistema de

peneiras de metal (Figura 11).

(B)

Figura 11 — Separacdo das amostras de alga com sistema de peneiras (A) em granulometrias

diferentes (B).
Fonte: arquivo pessoal

4.2.1.1.3 Proporcéao Alga e Solugéo Extrativa

Para verificar o efeito da proporcdo de alga para a solucdo extratora de carragenana, 0
procedimento de preparo das amostras foi semelhante ao item 4.2.1.1.1, com um total de 7 ensaios:
1,0, 2,0, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0 e 10g.L%, utilizando-se de uma balanca analitica com precisio de 4 casas
(Figura 12).

Figura 12 — Afericdo da massa de alga (A) para preparo do extrato (B)
Fonte: arquivo pessoal
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4.2.1.1.4 pH

Para verificar o efeito do pH na extracdo da carragenana, utilizando-se de um medidor de
pH, o procedimento de preparo das amostras foi semelhante ao item 4.2.1.1.1, tendo sido utilizadas
solucbes de H2SO4 1% e NaOH 0,05N para o ajuste do pH do meio, com um total de 9 ensaios:
50,6,0,6,5,7,0,75,8,0,8,5,9,0e9,5.

4.2.1.1.5 Temperatura de extracéo

Para determinar o efeito da temperatura na extracdo da carragenana, as amostras foram
aquecidas em chapas aquecedoras, sendo aplicado o preparo das amostras de maneira semelhante
ao item 4.2.1.1.1, com um total de 8 ensaios: 40, 50, 60, 65, 70, 75, 80 e 90°C.

4.2.1.1.6 Tempo de agitacéo

Para avaliar o tempo de agitacdo na extracdo da carragenana, foi utilizada uma chapa
aquecedora com agitacdo magnética, com o procedimento de preparo das amostras semelhante ao
item 4.2.1.1.1, tendo sido realizados 8 ensaios: 10, 15, 20, 25, 30, 35, 45 e 50 min.

4.2.2 Delineamento Multivariado

Atraves dos ensaios realizados no item 4.2.1 e considerando-se uma Anélise de Variancia
Fatorial (ANOVA), cada varidvel independente analisada foi denominada de fator, sendo
conduzido um planejamento fatorial central composto 3%, com um total de 30 ensaios. Os ensaios
realizados estdo apresentados na Tabela 2 (Apéndice 1), bem como os niveis dos fatores avaliados
com suas respectivas cargas fatoriais e pontos axiais.

Ap0s a realizacdo dos ensaios, determinacdo da concentracao de polissacarideos totais (g.L"
1Y ou variavel resposta e analise das interagdes pelo método por superficie de resposta (MSR),

buscou-se otimizar o procedimento de extracao das estruturas de carragenana das amostras de alga
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vermelha (Kappaphycus alvarezii).

Para esta andlise, foi verificada também a relacdo dos fatores entre si e sua influéncia na
variavel resposta, sendo observado se houve interacdo de forma linear ou quadratica entre 0s
parametros avaliados e determinando-se o melhor ajuste do modelo para a analise.

Para o planejamento, analise das principais interacfes e resultados obtidos, foi utilizado o
programa StatSoft Statistica Versdo 12.5 (2021). Para o preparo dos extratos e determinacdo da

variavel resposta, foi utilizada a metodologia de analise do item 4.1.
4.3 Extracéo dos caldos e testes de dosagem
4.3.1 Extracao e qualidade dos caldos
As amostras de canas das variedades RB867515 e CTCO072361 foram colhidas
manualmente, sem queima prévia da palha, estando seu periodo Util de industrializacdo. Para a

extracdo do caldo foi utilizado um moinho elétrico trifasico de 3 rolos, sendo 0 mesmo (caldo)

peneirado em seguida (Figural3).

AL N N T h e - .
Figura 13 — Etapas de extracdo do caldo de cana, sendo essas: cana cortada e despalhada (A);

moagem; (B); peneiragem (C)
Fonte: Arquivo pessoal
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Os caldos extraidos foram avaliados quanto aos seus parametros tecnoldgicos de Brix,
Acucares redutores Totais, AcUcares redutores, Pol, pH, Pureza, Acidez, Cinzas, compostos
fenolicos totais, Turbidez e amido (CTC, 2005).

4.3.2 Teste de dosagem

Para determinacdo da dose ideal de aplicacdo dos extratos no caldo de cana como
biofloculante, procedeu-se com ensaios padronizados por CTC (2005). Para isso, os caldos
extraidos foram ajustados a 16% Brix, caleado até pH 7,0+0,4 (hidroxido de célcio 56g.L7) e
aquecido até ebulicdo. A seguir, foi transferido para decantador constituido por sistema de provetas
de vidro graduadas de 1L, aquecimento com controle de temperatura a 80°C e iluminacgdo para
visualizacao da precipitacdo dos flocos.

Previamente a adicao do caldo, foram dosados nas provetas 12 diferentes concentracfes dos
extratos de alga, sendo esses:

e Ensaio 1 (Delineamento Uni-Variado de Extracdo): 0, 5, 10, 35, 50, 75, 100, 150,
250, 400, 500 e 1000 mg.L ! — Variedade RB867515;
e Ensaio 2 (Delineamento Multivariado de Extracdo): 0, 10, 100, 125, 275, 350, 425,
500, 800, 900, 1000 e 1200 mg.L* — Variedade CTC072316.
O tempo de retencdo foi de 20 minutos, recuperando-se, ao final, o caldo clarificado

(sobrenadante) por sifonacdo. Os ensaios de clarificacdo estdo representados na Figura 14.

Figur 14 — Processo de clarificagdo das amostras de caldo de cana, sendo: Caleaem (A); Tempo
de retencéo — 0 min (B); Tempo de retencdo — 20 min (C); Lodo formado (D).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Os caldos clarificados foram submetidos as analises de Brix, pH, Acidez Total, Turbidez
(CTC, 2005) e Compostos Fenolicos Totais (FOLIN; CIOCALTEU, 1927). Ademais, foi avaliada
a velocidade de sedimentacdo das impurezas e a porcentagem de lodo formado no fundo do
decantador (CTC, 2005).

Para cada extrato, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4

repeti¢des. Os tratamentos foram constituidos pelas 12 diferentes doses.

4.4 Teste de comparacao

Apds a verificacdo do melhor delineamento experimental de extracdo e melhor dosagem,
foram realizados novos ensaios de clarificacdo, utilizando 4 tratamentos: Controle, Polimero
Sintético Anidnico (PSA), Extrato de Alga Vermelha (EAV), Polimero Organico Comercial
(POC). As dosagens a serem utilizadas serdo: PSA - 1,5mg.L%, EAV — dose determinada no teste
de dosagem, FOC — dose recomendada pelo fabricante. Os floculantes foram dosados diretamente
no decantador, bem como as avaliacGes do processo de decantacdo e de qualidade do caldo
clarificado seguirdo metodologia descrita no item 4.3.2.

Nesta etapa, esse teste foi realizado em caldos provenientes da variedade de cana

CTCO072361, afim de avaliar o potencial dos auxiliares de sedimentacéo.

4.5 Preparo e caracterizacdo dos mostos

A sequir, os caldos clarificados foram padronizados a Brix 16% a partir da adi¢do de agua
destilada, pH 4,5 (&cido sulfurico 10N), e temperatura 32°C, originando o mosto. Esses serdo
submetidos a analises de acUcares redutores totais, acidez total (CTC, 2005) e compostos fendlicos
totais (FOLIN; CIOCALTEU, 1927).

4.6 Processos fermentativos e caracterizacio dos vinhos

Os mostos foram submetidos a inoculagdo pela levedura industrial CAT-1 na concentracdo
de 30 g.L! do volume a ser fermentado (500mL de mosto para 25-30g de levedura). As

fermentacdes foram realizadas em Erlenmeyer, sendo estas mantidas em B.O.D. a 32°C. Ao longo
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do processo fermentativo serd avaliado o desenvolvimento fisioldgico da levedura, através de
analises microscopicas propostas por Lee et al. (1981), sendo estas: viabilidade celular, brotamento
e viabilidade de brotos.

Concluido o processo fermentativo (Brix menor ou igual a 1, ou estabilizacéo na leitura de
Brix em intervalo de 1 hora), foi realizada a centrifugacdo do material fermentado, afim de se
separar as leveduras do vinho. No vinho foram quantificados os teores de agUcares redutores
residuais totais, pH, acidos totais, teor alcoolico (CTC, 2005) e glicerol (COPERSUCAR, 2001).
Seréa calculada a eficiéncia fermentativa (FERNANDES, 2003).

Para esta etapa, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4
repeticdes. O tratamento principal foi caracterizado com uma variedade de cana-de-agucar
(CTC072361), com uso de 4 diferentes floculantes (item 4.5).

4.7 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias comparadas
segundo teste de Tukey (5%), utilizando o programa AgroEstat (BARBOSA; MALDONADO,
2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Delineamentos experimentais de extracao

5.1.1 Delineamento de extragdo Uni-variado

Considerando-se o tempo de secagem (Figura 15A), observou-se que 24h resultou em
28,5% de extracdo de polissacarideos a mais do que o tempo de 12h. Esse parametro esta de acordo
com informac6es disponibilizadas na bibliografia, a qual estipula tempo de até 48h em estufa de
circulacdo forcada de ar a 60°C (WEBBER et al., 2012). Destaca-se que a alga também pode ser
seca em ambientes abertos por periodo de 3 a 4 dias (BHUYAR et al., 2020), demonstrando que a
utilizacdo de estufa otimiza o processo. Assim, o tempo de sacagem determinado foi de 24h, o qual
foi utilizado no ensaio posterior.

Para as granulometrias utilizadas na elaboracéo das amostras (Figura 15B), observou-se que
tamanhos de 20 mesh (0,85mm) promoveram extragdes de até 6g.L ™ de polissacarideos, enquanto
granulometrias entre 5 mesh (4,00 mm) e 18 mesh (1,00 mm), a extracdo é 66% menor. Esse
resultado esta de acordo com os valores obtidos Gereniu et al. (2017), que obtiveram procedimentos
satisfatorios de extracdo de polissarideos, provenientes de algas vermelhas em granulometrias de
25 mesh (0,700 mm).

Neste contexto, pode-se inferir que tamanhos de particula menores que 20 mesh, mesmo
gue possuam maior superficie de contato com o meio extrativo, ndo resultam em significativa
extracdo de carragenana. 1sso pode ser decorrente da formacdo de granulos resultantes do contato
das particulas com a agua, os quais impedem o efetivo contato da alga com a solugdo extrativa.
Neste contexto, a granulometria escolhida foi de 20 mesh.
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Figura 15 — Resultados obtidos para os testes preliminares para o potencial de extracdo de
polissacarideos presentes nas amostras de alga vermelha pelo efeito do Tempo de secagem

(A) e Granulometria (B).
Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Para a concentragdo (Figura 16A), considerou-se também o aspecto reoldgico visual das
amostras, optando-se por amostras que nao gelatinizassem em temperaturas ambientes. Através dos
dados apresentados, pode-se verificar que concentracdes de 10 g.L ™ apresentaram maiores teores
de polissacarideos totais extraidos do que os demais tratamentos, considerando-se uma temperatura
de extracéo de 70°C e desconsiderando o seu efeito sob 0 processo de gelatinizagéo.

Dessa forma, foram verificados potenciais de extracdo de até 90% superiores ao tratamento
com 2 g.L?, por exemplo. Porém, destaca-se que concentracdes superiores a 6 g.L houve
gelatinizacdo do meio e consequente solidificacdo do extrato. Esse efeito é indesejado, uma vez
que isto pode afetar diretamente sua utilizagdo em processos industriais, acarretando em problemas

como entupimento de bombas e tubulages.
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Figura 16 — Resultados obtidos para os testes preliminares para o potencial de extracdo de

polissacarideos presentes nas amostras de alga vermelha, os quais: A — Concentracdo; B — pH.
Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Desta maneira, a concentragdo de 5 g.L* resultou em indices de extracdo satisfatorios com
concentracdes de polissacarideos na ordem de 1,69 g.L%, sendo verificados indices de rendimento
de extracdo proximos a 33,8%. Este resultado € inferior ao apresentado por DAS et al. (2016), os
quais avaliando diferentes solventes para a extragdo de estruturas de carragenana, foram obtidos
rendimentos de extracdo de até 36,6% utilizando-se métodos convencionais. Para isso, a alga foi
imersa em solucdo de hidroxido de calcio 0,5% e mantida em autoclave por 1h 30 min a 105°C,
apos a adicdo de agua destilada.

Este fato é interessante, devido a proximidade dos rendimentos de extracdo, considerando-
se 0 uso de agua destilada (pH = 6,0+0,5) como solvente, temperatura de 70°C e em um periodo de
30 min, sendo verificado o efeito da temperatura na extracdo da carragenana.

Considerando-se o efeito do pH (Figura 16B), verificou-se que valores da ordem de 8
resultaram em extracdes de até 36% a mais que os demais tratamentos. Este comportamento é
similar ao apresentado por Pereira (2010), que demonstrou que as estruturas de carragenana

possuem maior estabilidade em pH neutro-alcalino; sendo que, em meio &cido, pode ocorrer
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processo de hidrolise, modificando a estrutura da molécula, resultando em menor disponibilidade
de polissacarideos para o0 meio.

Para a analise do efeito da temperatura (Figura 17A), constatou-se que guanto maior o
processo de aquecimento, maior o potencial de extracdo dos polissacarideos. Destaca-se que em
temperaturas superiores a 60°C, as estruturas de carragenina possuem alta afinidade em meio
aquoso, devido ao seu aumento de solubilidade e maior disposi¢do de estruturas de polissacarideos

mucilaginosos (PEREIRA, 2010). Desta forma, a temperatura de 90°C foi utilizada para os demais

ensaios.
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Figura 17 — Resultados obtidos para os testes preliminares para o potencial de extracdo de
polissacarideos presentes nas amostras de alga vermelha, os quais: A — Temperatura; B — Tempo
de agitacéo.

Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Observou-se que houve interagéo entre o tempo de preparo do extrato de alga vermelha e a
quantidade de polissacarideos extraidos (Figura 17B). Neste contexto, as extracdes foram
crescentes até o periodo de 20 minutos, sendo que tempos superiores a esse, 0s valores ndo
diferiram significativamente de acordo com analise estatistica. Além disso, tempos superiores a 30

minutos, o extrato iniciou reacdo de escurecimento e de evaporagao de agua. Esses dois fatores em
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conjunto, promoveram a concentracdo do extrato, implicando na solidificacdo do mesmo apds
retornar a temperatura ambiente.

Esse resultado € interessante, uma vez que Ganesan, Shanmugam e Bhat (2018) apontaram
tempos minimos de extracdo de 2h, enquanto Webber et al., (2012), demonstraram tempos de até
4h, considerando-se temperaturas de extragdo de 70 e 80°C, respectivamente. Dessa forma, as
melhores condi¢Oes para extragdo de carragenanas, estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros tecnologicos para preparo dos extratos de alga vermelha (Kappaphycus
alvarezii).

Pardmetro Valor
Tempo de secagem (h) 24
Granulometria (mesh) 20

Concentracédo (g.L™?) 5,0
pH 8,0
Temperatura (°C) 90
Tempo de agitacdo (min) 20

5.1.2 Delineamento de extracdo Multivariado

Apbs a realizacdo dos ensaios uni-variados e determinacdo dos principais intervalos entre
os parametros analisados de tempo de secagem (h), granulometria (mesh), concentragdo (g.L™Y),
pH, temperatura (°C) e tempo de agitacdo (min), foi possivel determinar suas variaveis resposta
correspondentes, estando essas apresentadas na Tabela 3 (Apéndice 2).

Verificou-se também que, os dados obtiveram um ajuste satisfatorio para o modelo
matematico linear com interacdo entre os fatores, demonstrando valores de R? e R? (ajustado)
elevados (R? = 0,94 e R? (ajustado) = 0,80), conforme pode ser verificado na Figura 18.

Estes resultados indicam alta confiabilidade do modelo escolhido, uma vez que foram
determinados altos coeficientes de determinacéo linear (R?), com valores proximos a 1 e baixa
variabilidade dos dados (PRIYADHARSINI; DAWN, 2021).

Com isso, pode ser verificada uma maior contribuicdo da concentragao para o processo de
extracédo de polissacarideos das amostras de alga vermelha. Destaca-se ainda as interagdes entre a
temperatura/tempo de agitacdo e concentragdo/temperatura no procedimento de preparo dos

extratos de alga. Isto ocorre devido os valores p resultantes, sendo estes inferiores ao nivel de
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significancia (p < 0,05).

Effect Estimates; Var_Extracio (g.L!); R-sqr=,9459; Adj;, 80388 (Planejamento fatorial - extratos de alga)

6 factors, 1 Blocks, 30 Runs; MS Residual=,000094

DV: Extragdo (gL7)

Effect Std.Err. t(8) ‘ p | -95% +95.% “ Coeff Std.Err -95.% +95.%

Factor CnfLimt Cnf Limt Coeff Cnf Limt Cnf Limt
Mean/Interc. 0,1307541 0,001770 73,85907 | 0,000000 0,126672 | 0,134836 0,130754 | 0,001770 0,126672 @ 0,134836
(1)Tempo de secagem (h)(L) -0,004892 0,006856 -0,71343 0,495859 -0,020703 0,010919 -0,002446 0,003428 -0,010351 0,005460
(2)Granulometria (Mesh)(L) 0,0055586 0,006856 0,81072 0440975 -0,010252 0,021370 0,002779 0,003428 -0,005126 0,010685
(3)Concentragdo (g.L*)L) 0,0420233  0,006856 6,12905 | 0,000280  0,026212 | 0,057834 @ 0,021012 | 0,003428 0,013106 | 0,028917
GpH @O 0,0015564 0,006856 022700 0,826116 -0,014255 0,017367 0,000778 0,003428 -0,007127 0,008684
(5)Temperatura (°C)(L) -0,000889 0,006856 -0,12972 0.,899994 -0.016700 0,014922 -0,000445 0,003428 -0,008350 0,007461
(6)Tempo de agitacdo (min)(L) | 0,0042246 0.006856 061615 0554919 -0,011586 0.020035 0,002112 0.,003428 -0,005793 0.010018
1L by 2L -0,010561 0,004848 -2,17841 0061013 -0,021741 0,000619 -0,005281 0,002424 -0,010871 0,000309
1L by 3L -0,016787 ' 0,004848 -3,46253 | 0,008536 -0,027967  -0,005607 ' -0,008394 | 0,002424 -0,013984 -0,002804
1L by 4L -0,010895 0,008397 -1,29742 0,230646 -0,030259 0,008469 -0,005447 0,004199 -0,015130 0,004235
1L by 5L 0,0177877 0,008397 2,11824 0,067008 -0,001577 0,037152 0,008894 0,004199 -0,000788 0,018576
1L by 6L -0,010339 0,004848 -2,13255 0,065532 -0,021519 0,000841 -0,005170 0,002424 -0,010760 0,000420
2L by 3L 0,0178988 0,008397 2,13148 0,065641 -0,001466 0,037263 0,008949 0,004199 -0,000733 0,018632
2L by 4L 0,0124514 0,004848 2,56823 | 0,033219 | 0,001271 | 0,023631 @ 0,006226 | 0,002424 0,000636 @ 0,011816
2L by 5L -0,006003 0,004848 -1,23826 0,250724 -0,017183 0,005177 -0,003002 0,002424 -0,008592 0,002588
2L by 6L 0,0236798  0,008397 2,81991 0,022497  0,004315 0,043044 | 0,011840 | 0,004199 0,002158 0,021522
3L by 4L -0,000667 0,004848 -0,13758 0,893969 -0,011847 0,010513 -0,000334 0,002424 -0,005924 0,005256
3L by 5L -0,013118 ' 0,004848 -2,70582 | 0,026831 -0,024298  -0,001938 ' -0,006559 | 0,002424 -0,012149 -0,000969
3L by 6L -0,005003 0,008397 -0.59576 0,567806 -0,024367 0,014362 -0,002501 0.004199 -0,012184 0.007181
4L by 5L -0,0199 | 0,008397 -2,36979 | 0,045262  -0,039264  -0,000536  -0,009950 | 0,004199 -0,019632 -0,000268
4L by 6L -0,00289 0,004848 -0,59620 0,567526 -0,014071 0,008290 -0,001445 0,002424 -0,007035 0,004145
5L by 6L -0,016454  0,004848 -3,39374 0,009448 -0,027634 -0,005274 | -0,008227 | 0,002424 -0,013817  -0,002637

Figura 18 — Analise da ANOVA Fatorial com o nivel de contribuicdo dos fatores e das interacdes
entre 0s mesmo sob o potencial de extracdo de polissacarideos das amostras de alga vermelha
(Kappaphycus alvarezii). L — Efeito linear; 1 - tempo de secagem (h); 2 — granulometria (mesh); 3
— concentracdo (g.L™%); 4 — pH; 5 — temperatura (°C); 6 — tempo de agitacdo (min).

Fonte: Elaborada pelos autores

Determinado o melhor modelo matematico, foram feitas as analises por método de
superficie de resposta (MSR), adotando-se para cada situagdo o ponto central como referéncia,
facilitando a interpretacdo dos dados gerados. Com isso, a escolha das interagdes entre 0s
parametros considerou o nivel de significancia p < 0,05, resultando nas andlises apresentadas na
Figura 19.

Analisando-se a interacdo entre a concentracdo e o tempo de secagem (Figura 19A), foi
possivel verificar que houve uma baixa contribuicdo do tempo de secagem para o potencial de
extracao da carragenana, destacando-se que em maiores concentragdes ocorre uma maior extracao
do polissacarideo (carragenana).



56

o~
SIS

SOTSS
et et et el
SRR
NCCSOTSIISED
X ‘:‘

(W) SOAPURATSSNOY
v

o
RS
PSS
b

S e teesses
LTI
‘:\"‘

LLyD) SOMPURIRSSNO QA

\

IS
e 2090
TSI
0% 0% 800 % %
‘:‘,‘:o?o’

[ SOAPURITESNOQ
N

o
S0

o
SO
S
OIS

W) SOAMPURIRSINOA

=
‘-‘“::$:.“0.0,0.‘0 %,
CSOSIOSIRIOSS

SOSS
QSSOSSESNS
‘:‘,‘A‘:O: %

) SOAPURARSSHO

v

‘:‘$::"0’o’o:o o4

9%
SIS
9%59%6%6% %%

LoD SOIPURITSSNOA
v

Figura 19 — Gréficos de superficie de resposta, considerando as interacbes entre a variavel
dependente extracdo de polissacarideos e varidveis independentes Concentracdo x Tempo de

secagem (A); Granulometria x pH (B); Granulometria x Tempo de Agitacdo (C); Temperatura X
Concentracdo (D); Temperatura x pH (E) e Tempo de agitagdo x Temperatura (F)

Para a analise da interacdo entre a granulometria e o pH do meio (Figura 19B), observou-
se que ambos os fatores interferem de modo significativo na variavel resposta (extracdo de
carragenana), ao passo que duas condicfes foram verificadas. A primeira para extratos os quais
utilizaram-se amostras de alga com menores granulometrias (>30 mesh) e pH de maior alcalinidade

(> 8), a extracdo ¢ maximizada. Para a segunda, em extratos com maiores granulometrias (< 30

mesh) e em meios com maior acidez (< 6,5), o potencial de extracdo € elevado.

Este comportamento foi semelhante para as interacdes de granulometria/tempo de agitacéo,

pH/temperatura e temperatura/tempo de agitacdo representadas na Figura 19, sendo possivel
verificar duas condicOes de extracdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados obtidos para as analises de interacGes entre os fatores e suas combinagdes

para maiores extracdes de polissacarideos totais das amostras de alga vermelha (Kappaphycus
alavarezii).

Analises Combinagdes

Granulometria

(mesh) e Combinagdo 1: Granulometria > 30 mesh e Tempo de agitagio > 20
e min;
e Combinacdo 2: Granulometria < 30 mesh e Tempo de agitagdo < 20

Tempo de agitacao min.

(min)

Temperatura (°C)

e e Combinagdo 1: Temperatura > 85°C e pH < 8,5;
e Combinagdo 2: Temperatura < 85°C ¢ pH > 8,5.

pH
Tempo de agitagdo
(min) e Combinacdo 1: Tempo de agitagdo > 20 min e temperatura < 85°C;
e e Combinagdo 2: Tempo de agitagcdo <20 min ¢ temperatura > 85°C.
Temperatura (°C)

Estes resultados séo interessantes, uma vez que corroboram com o efeito de aumento de
extracdo de estruturas de carragenana em condicdes de meio aquoso especificas, sendo essas: pH
alcalino (= 9) e temperaturas elevadas (> 60°C), considerando-se curtos periodos de extracdo para
que ndo haja efeito negativo na estabilidade das estruturas de carragenana (PEREIRA, 2010).

Vale ainda ressaltar que, ndo foram verificadas interacfes quadréaticas significativas entre
os fatores analisados e seu efeito sob a variavel resposta, havendo somente significativa interacdo
dos fatores com efeito na varavel resposta de forma isolada.

Segundo Ngoc et al. (2019), os quais tendo avaliado a extracdo do polissacarideo L-fucose
de amostras da alga Kappaphycus alvarezii, por meio de analise por superficie de resposta e
planejamento fatorial central composto de 5 niveis, 3 fatores e 20 ensaios, buscou-se a otimizagao
do potencial de extracéo L-fucose. Como resultados, os autores verificaram maior ajuste ao modelo
matematico quadratico com interacdo entre os fatores, com um R? = 0,819, verificando-se uma

condig@o de maxima extracdo L-fucose, com parametros de extracdo em solucdes de HCI 1,39M,
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temperaturas de 85,1°C e periodos de aquecimento de 3h 38 min e 24s.

Vale ressaltar que, o presente estudo além de ter avaliado um total de 6 fatores com 3 niveis
de interacdo em um total de 30 ensaios, foram verificados valores elevados de coeficiente linear
(R? > 0,90), sendo essas condi¢des necessarias uma maior precisdo dos resultados e melhor
interpretacdo do MSR (FAVERO; BELFIORE, 2017).

Porém, foram verificadas duas possibilidades para o preparo dos extratos de alga vermelha,

estando elas descritas na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros tecnoldgicos para maior extracao de carragenina no preparo dos extratos de
alga vermelha (Kappaphycus alvarezii).

Método 1 \ Método 2
Parametro Valores

Tempo de secagem (h) 12 12
Granulometria (mesh) 50 30
Concentracéo (g.L™?) 6,0 5,0
pH 10,0 6,0
Temperatura (°C) 60 100
Tempo de agitacdo (min) 30 10

Destaca-se ainda que, diferente do efeito de gelatinizacao verificado no método de extracao
uni-variado em concentragdes proximas a 6g.L™, por meio do método de extracdo multivariado,
considerando-se o efeito das interacOes entre os fatores, ndo ocorreu a gelatinizacdo do meio
(Figura 20).

Figura 20 — Extrato de alga vermelha (Kappaphycus alvarezii) em concentragio de 6g.L*
Fonte: Arquivo pessoal
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Dessa forma, para que houvesse uma maior concentrago de polissacarideos mucilaginosos
no extrato de alga, evitando-se efeitos indesejados de gelatinizagéo, escurecimento e concentracéo,
verificados no extrato no delineamento uni-variado, optou-se pelo método 1 de extracéo.

O método 1 destaca-se em relacdo ao método 2 de preparo do extrato, ao passo que o efeito
de extracdo da carragenana em temperatura de 60°C é similar em temperaturas de 100°C,
considerando-se uma economia de 40% no gasto de energia para a obtencéo do extrato.

Vale ressaltar que, mesmo que o método 2 possua um menor tempo de preparo do extrato
— 3 vezes menor que 0 método 1 — o risco de escurecimento do extrato e perda das propriedades
mucilaginosas € superior, reforcando ainda os beneficios de utilizar o primeiro método de preparo

do extrato de alga vermelha.

5.2 Testes de dosagem

5.2.1 Qualidade dos caldos extraidos

5.2.1.1 Variedade RB867515

Os parametros tecnolégicos de Brix, ART, AR, Pol, Pureza, compostos fendlicos, Turbidez,
pH, Acidez total, Teor de cinzas e amido da variedade de cana RB867515, estdo indicados na
Tabela 7.

Com base nos dados apresentados, os parametros de Brix, ART, AR, Pol, pH e pureza, estao
dentro de parametros estabelecidos para o processo industrial da matéria prima, com Brix entre 18
a25% (MARQUES et al., 2008), ART > 15%, AR < 0,8, Pol > 14% (AMORIM, 2006), pH em um
intervalo de 5,0 a 5,5 (RIPOLI; RIPOLI, 2009) e pureza > 85% (AMORIM, 2006).

Para os parametros de teor de cinzas sollveis e acidez total, foram obtidos resultados
superiores aos recomendados pela literatura como ideias, sendo esses: teor de cinzas entre 0,2 e
0,7% (DELGADO; CESAR, 1977) e acidez total < 0,80 gH2SO4.L™ (RIPOLI; RIPOLI, 2009).
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Tabela 7 — Pardmetros tecnoldgicos de Brix (%), teor de acUcares redutores totais - ART (%),
acucares redutores - AR (%), massa de sacarose aparente/Pol (%), pureza (%), compostos fendlicos
(mg.L™Y), turbidez (NTU), pH, Acidez (gH2S04.L ™), cinzas (%) e amido (mg.L™) para amostras de
caldo de cana extraidos das variedades RB867515.

Variedade
RB867515
Pardmetros
Brix 22,2%
ART 20,14%
AR 0,8%
Pol 19,4%
pH 53
Pureza 87%
Acidez Total 1,35 gH2S04.L*
Cinzas Condutimétricas 0,97%
Compostos Fenolicos Totais 613 mg.L*
Turbidez 453 NTU
Amido 174,4 mg.L?

Porém, vale destacar foram determinados valores de teor de amido inferiores ao intervalo
de 200 e 250 mg.L?, indicando uma baixa interferéncia do polissacarideo no processo de
clarificagdo do caldo (CUDDIHY; PORRO; RAUH, 2001). Além disso, para o teor de acidez e
demais indices de compostos fendlicos (613 ppm), turbidez (453 NTU) e teor de cinzas (0,97%),
ocorrera a diminuicdo dessas impurezas, resultante da formacdo de compostos insollveis e sua
precipitacdo por meio do processo de clarificacdo das amostras (REIN, 2012).

Segundo Mutton et al. (2020), avaliando-se o efeito da clarificagdo no processo de producgédo
de etanol de caldos de cana, componentes ndo agucarados, interferiram diretamente no processo
fermentativo, destacando-se os compostos fendlicos e acidificantes removidos durante a

clarificacdo das amostras de caldo.

5.2.1.2 Variedade CTC 072361

Os parametros tecnoldgicos de Brix, ART, AR, Pol, Pureza, compostos fendlicos, Turbidez,
pH, Acidez total, Teor de cinzas e amido da variedade de cana 072361, estdo indicados na Tabela
8. Com base nos dados apresentados, os parametros de Brix, ART, AR, Pol e pH, estdo dentro de

parametros estabelecidos para o processo industrial da matéria prima, com Brix em um intervalo
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de 18 a 25% (MARQUES et al., 2008), ART > 15%, AR < 0,8, Pol > 14% (AMORIM, 2006) ¢ pH
entre 5,0 e 5,5 (RIPOLI; RIPOLI, 2009).

Porém, vale destacar que os parametros de pureza, acidez total e teor de cinzas solUveis ndo
foram ideias quando comparados com a literatura, a qual descreve como teores ideais de pureza >
85% (AMORIM, 2006), Acidez total < 0,80 gH2S04.L™* (RIPOLI; RIPOLLI, 2009) e teor de cinzas
de 0,2 e 0,7% (DELGADO; CESAR, 1977).

Tabela 8 — Pardmetros tecnoldgicos de Brix (%), teor de agUcares redutores totais (%), agUcares
redutores (%), massa de sacarose aparente/Pol (%), pureza (%), compostos fendlicos (mg.L™),
turbidez (NTU), pH, Acidez (gH2S04.L™), cinzas (%) e amido (ppm) para amostras de caldo de
cana extraidos das variedades CTC 072361.

Variedade
CTC072361
Pardmetros
Brix 18,8%
ART 15,4%
AR 0,8%
Pol 14,7%
pH 51
Pureza 76%
Acidez Total 1,84 gH2S04.L*
Cinzas Condutimétricas 1,78%
Compostos Fenolicos Totais 680 mg.L*
Turbidez 825 NTU
Amido 168,6 mg.L™?

Para a pureza, houve uma consideravel diminuicdo, ocorrendo devido a relacdo existem
entre os indices de Pol e Brix (CTC, 2005), ao passo que devido a consideravel reducdo do ART
em relacdo ao Brix, indicou uma maior presenca de compostos ndo agucarados na amostra,
impactando diretamente em um menor indice de pureza do caldo extraido.

Além disso, os elevados indices de acidez, compostos fenolicos e turbidez verificados,
indicam uma maior probabilidade de gerar efeitos negativos para a levedura, como aumento da
concentracdo de componentes acidificantes do meio e compostos quimicos de furfural, acelerando
0 processo de inversao de pentoses e demais actcares fermentesciveis (MUTTON et al., 2020).

Com relacdo ao teor de amido, mesmo havendo uma concentracdo consideravel da

biomolécula (168,6 mg.L?), seu efeito no processo de clarificagdo ndo serd significativo,
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considerando-se que seus efeitos sao significativos em intervalos de 200 a 250 mg.L* (CUDDIHY;
PORRO; RAUH, 2006).

Porém, destaca-se que a maior presenca de determinados componentes nao acucarados,
como o teor de cinzas soluveis, ndo indica um problema para o processo fermentativo,
desempenhando a funcdo de fonte nutritiva de potéssio e célcio para a levedura durante o processo
fermentativo (YANG et al., 2016).

Além disso, verifica-se que através da clarificacdo e utilizacdo de polieletrolitos, acarretara
na diminuicdo de impurezas prejudiciais ao processo fermentativo, as quais proporcionam
diminuigéo do rendimento industrial (BASSO et al., 2011).

5.2.2 Ensaio 1 (Delineamento de extracao uni-variado)
Para estes ensaios, foram utilizados caldo de cana da variedade RB867515. Os valores

determinados para percentual de lodo formado, velocidade de sedimentagé&o dos flocos e turbidez

do caldo clarificado estdo apresentados na Figura 21.

(A) (B) Teste F: 445,54** Teste F: 23,96**
12 800.0 DMS (5%): 0,10 DMS (5%): 141,53+ 2. O
@ 700.0 L I\ (%) 21,30 CV (%): 10,68
=~ 10 : =T
; f 600.0 & ¢
» 8 Z 500.0
2 6 ~ 400.0
= 2
E i é 300.0
= 2000
2 100.0
0 0

0.0
50 75 100 150 250 400 500 1000
Doses (mg.L- D)

0 200 400 600 800 1000 120 ﬂ

Doses (mg.L+)

—e—Turbidez (NTU) —e—Velocidade de sedimentagdo (cm/min)

Figura 21 — Valores médios determinados para (A) percentual de lodo formado (%), (B) Turbidez
(NTU) e velocidade de sedimentacdo (cm.min™t) com uso de diferentes doses de extrato de alga
vermelha.

Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variacao.
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Observou-se que a dosagem de 1000 mg.L resultou em maior percentual de lodo formado
(Figura 21A), ao passo que promoveu a maior velocidade de sedimentagdo de impurezas e,
consequentemente, menor turbidez do caldo (Figura 21B).

Além disso, vale ressaltar que a dosagem de 1000 mg.L* apresentou resultados promissores
para os trés pardmetros, com resultados de percentual de formacdo de lodo na ordem de 10%,
turbidez de 200 NTU e velocidade de sedimentacdo de 1,5 cm.min™™.,

Essa dose € 10 vezes superior a utilizada por extrato de moringa (TEIXEIRA et al., 2021)
e 2 vezes superior a utilizada por extrato de acacia negra (LEITE; BARBOSA, 2021), podendo
implicar em maiores gastos no processo produtivo.

Com relacdo a velocidade de sedimentacdo de impurezas, estes resultados diferem dos
apresentados por Teixeira et al. (2021), ao passo que foram demonstrados percentuais de lodo
formado de 5,33%, indices de turbidez de 132 NTU e velocidade de sedimentacdo 3,74 cm.min?,
utilizando-se extratos de sementes de moringa e caldos de cana da variedade CTC4.

Portanto, mesmo com a utilizacdo de uma maior dosagem, resultando em uma menor
velocidade de sedimentacéo, deve-se considerar o efeito da variedade de cana utilizada nos ensaios,
visto que a utilizacdo do mesmo biofloculante resulta em diferentes resultados (COSTA et al.,
2018).

Com base nos resultados apresentados para os teores de brix e compostos fendlicos (Figura
22), verificou-se que o tratamento com 1000 mg.L™ desempenhou melhores resultados para os
parametros de Brix e compostos fendlicos, com valores na ordem de 15% e 320 ppm,
respectivamente. Estes parametros sdo satisfatorios uma vez que através da reducéao do Brix, indica
a reducdo de componentes de ndo agucares indesejados no meio, representados principalmente
pelos compostos fendlicos que em concentragBes superiores a 500 ppm podem ser prejudiciais ao

desenvolvimento da levedura em processos fermentativos (MUTTON et al., 2020).
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Teste F: 7,36** 750.0
DMS (5%): 1,43
CV (%): 3,54

Teste F: 219,16**
DMS (5%): 41,24
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Figura 22 — Valores médios determinados para (A) Brix (%) e (B) compostos fenolicos (ppm) com

uso de diferentes doses de extrato de alga vermelha.
Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Através dos resultados obtidos para os parametros de pH e acidez do meio (Figura 23),
foram verificadas baixas variabilidades estatisticas entre os tratamentos, podendo-se destacar a
predominancia do desempenho positivo do tratamento de 1000 mg.L™, com baixa variagio do pH
em relacéo ao utilizado no processo de clarificagdo (pH=7,0) e baixo teor de acidez.
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Figura 23 — Valores médios determinados para (A) pH e (B) Acidez (gH2S04.L™?) com uso de
diferentes doses de extrato de alga vermelha.

Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.
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Estes pardmetros sdo necessarios para o caldo clarificado, uma vez que em meios com uma
maior presenca de impurezas acidificantes pode acarretar em perdas de processo, decorrentes da
corrosdo gradual de equipamentos e perda de componentes acucarados (sacarose, glicose e frutose)

devido acelerar o processo de inversdo e consequentes impactos negativos no processo

fermentativo (REIN, 2012).
5.2.3 Ensaio 2 (Delineamento de extracdo multivariado)

Para estes ensaios, foram utilizados caldo de cana da variedade CTC072361. Considerando-
se 0s resultados obtidos para os parametros de volume de lodo, turbidez e tempo de sedimentacéo
(Figura 24), foi possivel verificar que o intervalo de 425 a 1200 mg.L* apresentaram resultados

positivos para os trés parametros analisados.
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Figura 24 — Valores médios determinados para (A) volume de lodo (%), (B) Turbidez (NTU) e
(C) Velocidade de sedimentagdo (cm.min™) com uso de diferentes doses de extrato de alga

vermelha.
Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de

probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variacao.
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Dentre esses, o tratamento com 500 mg.L-1 demonstrou valores de volume de lodo formado
na ordem de 10%, turbidez de 178 NTU e velocidade de sedimentacdo de 1,30 cm.min-1, sendo
semelhantes ou superiores a tratamentos com maiores dosagens.

Estes resultados divergem aos apresentados por Costa et al. (2018), o qual através uso de
extratos de moringa no processo de sedimentagdo das impurezas do caldo, mesmo sendo obtidos
valores similares para a formagéo de lodo na ordem de 5 a 10%. Para os demais parametros, foram
verificadas remocdes de até 57% da turbidez e velocidades de sedimentacdo maximas préximas a
1,0 cm/min das amostras de caldo.

Isto indica o potencial dos extratos de alga como importantes auxiliares de sedimentacéo,
com resultados satisfatorios para as trés variaveis analisadas, resultando em caldos clarificados com
alta formacéo de lodo, baixa turbidez e satisfatdria velocidade de sedimentacdo de impurezas.

Para a analise do Brix e compostos fenolicos, dentre os tratamentos, o tratamento com 500
mg.L* apresenta resultados satisfatorios, com valores na ordem de 15% de Brix e 250 mg.L™ de

compostos fendlicos, indicando uma baixa concentracdo de componentes ndo agucarados e maior
presenca de moléculas agucaradas.
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cp CD ” BCD -\BC ABC
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DMS (5%):2.33 2000 DMS (J°o) 109.22
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00 300 900 1000 1200 = 0
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Figura 25 — Valores médios determinados para (A) Brix (%) e (B) compostos fenélicos (ppm) com

uso de diferentes doses de extrato de alga vermelha.
Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Este fator torna-se positivo, ao passo que através da padronizacdo do Brix do caldo para
16%, indica-se uma maior remocao de impurezas presentes no caldo extraido (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001), podendo-se ainda destacar a baixa presenca de compostos fenolicos que em
concentragdes superiores a 500 mg.L™, possuem efeito negativo para o desenvolvimento da

levedura durante o processo fermentativo (MUTTON et al., 2020).
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Com relacdo aos valores de pH e acidez das amostras (Figura 26), ndo foram verificadas

diferenca significativas entre os tratamentos, podendo-se avaliar o tratamento com 500 ppm como

positivo, com baixa variabilidade em relacdo ao ajuste do pH para o processo de clarificacéo
(pH=7,0) e baixa acidez.
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Figura 26 — Valores médios determinados para (A) pH e (B) Acidez (gH2SO4.L™) com uso de
diferentes doses de extrato de alga vermelha.

Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variacao.

Este fato diverge ao apresentado por Teixeira et al. (2019), o qual utilizando-se de extratos

de moringa como auxiliares de sedimentacdo de impurezas do caldo, apresentou alta variabilidade

do pH e maiores pardmetros de acidez, com pH na ordem de 5,6 e acidez na ordem de 0,76
gH2S04.L
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Com isso, os resultados obtidos com o tratamento com dosagem de 500 mg.L™ do extrato
de alga vermelha séo de extrema importancia, pois sdo obtidos resultados necessarios para que
efeitos como a diminuicao da presenca de agucares fermentesciveis em decorréncia da aceleracéo
do processo de inversdo dos agucares (sacarose, glicose e frutose) sejam evitados (HUGOT, 1969).

Vale salientar que, tal efeito ocorre em meios mais acidos e que podem acarretar na maior
concentracdo de compostos prejudiciais para a fermentagéo, gerando grandes perdas de processo e
baixo rendimento industrial (ALBUQUERQUE, 2011).

5.2.4 Comparacao entre os métodos de extragao

Com base nos dados obtidos, as principais comparacfes entre os méetodos de extracédo

podem ser verificadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Principais comparag6es entre 0s métodos de extracdo univariado e multivariado

Comparacao Método univariado Método multivariado
Preparo de extratos 1 possibilidade 2 possibilidades
Concentragio > 6g.L* Gelatinizou Né&o gelatinizou
Ensaios 120 30
Melhor dosagem 1000 mg.L* 500 mg.L*

Quanto aos métodos de preparo dos extratos, vale destacar que para 0s ensaios do método
multivariado de extracdo, foram determinadas duas possibilidades de preparo dos extratos de alga
vermelha, diferindo-se do método univariado o qual apresentou uma possibilidade de preparo do
extrato.

Além disso no metodo de extragdo multivariado, ndo foi verificado o processo de
gelatinizacdo em extratos com concentragdes iguais ou superiores a 6g.L%, tornando o método mais
versatil quanto ao processo de extracdo, considerando-se que em maior presen¢a da carragenana
nos extratos.

Com numero de ensaios realizados, mesmo havendo certa interacéo entre os parametros de

analise no método univariado, ele ocorre de forma isolada, diferindo-se dos ensaios multivariados,
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ao passo que cada ensaio realizado com aplicacdo da Analise de Variancia Fatorial (ANOVA)
considerou-se a interacdo direta entres os parametros.

Vale ainda ressaltar o niUmero de ensaios realizados, sendo apresentada uma reducdo de
75% do método univariado para o multivariado, otimizando-se o tempo de analise e obtencdo dos
dados. Porém, cabe destacar que através do método univariado, foi possivel determinar os
principais fatores analisados no método multivariado.

Destaca-se ainda os resultados obtidos para os testes de dosagem, tendo uma reducéo de
50% referente a melhor dosagem utilizada, na qual em dosagens de 500 mg.L™* para o delineamento
multivariado apresentaram resultados similares ao delineamento experimental univariado, tendo
como a melhor dosagem a de 1000 mg.L™.

Porém, vale ressaltar o possivel efeito da variedade de cana utilizada neste presente estudo,
justificando-se que o uso do mesmo biofloculante pode diferir quando comparado a um ou mais
caldos de cana derivados de outras variedades de cana (COSTA et al., 2018).

Esta avaliacdo pode ser considerada inovadora, dada a sua complexidade e a quantidade de
varidveis avaliadas, com analises de métodos extracdo de polissacarideos de alga vermelha de
forma isolada, sendo essas variaveis a concentracdo (DAS et al., 2016) e granulometria (GERENIU
etal., 2017; FIRDAUS et al., 2021), assim como a interacdo entre dois fatores, sendo eles tempo e
temperatura de extracdo (NGOC et al., 2019).

Outro ponto a se destacar é o tempo de preparo dos biofloculantes de alga vermelha, sendo
apresentados tempos minimos de preparo entre 10 e 30 min, com uma reducdo entre 1h 30min
(GANESAN; SHANMUGAM; BHAT, 2018) e 3h 30min (WEBBER et al., 2012), representando uma
economia de recursos significativa para o processo industrial com relagéo ao preparo do biofloculante.

Além disso, o presente estudo avaliou uma importante aplicacdo biotecnoldgica,
considerando-se a possibilidade do uso de insumos organicos e sustentaveis na industria
sucroenergética, os quais podem desempenhar resultados aos similares insumos sintéticos

comerciais ndo sustentaveis, possibilitando sua substitui¢do gradativa.
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5.3 Teste de comparacao e analise dos mostos
Os parametros tecnoldégicos de volume de lodo formado, turbidez e velocidade de

sedimentacdo de impurezas, relacionados as amostras de caldo de cana clarificados, estdo
representados pela Figura 27.
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Figura 27 — Valores médios determinados para (A) percentual de lodo formado (%), (B) Turbidez
(NTU) e velocidade de sedimentacdo (cm.min) com uso de 4 diferentes auxiliares de
sedimentacdo. Controle — C, Polimero Sintético Aniénico — PSA, Polimero Organico Comercial —
POC e Extrato de Alga Vermelha — EAV.

Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variacao.

Observou-se que, dentre os tratamentos, somente o Controle ndo obteve resultados
satisfatorios para os trés parametros analisados, com baixa formacao de lodo (5%), elevada turbidez
(600 NTU) e baixa velocidade de sedimentagéo de impurezas (0,15 cm.min™).

Para os demais tratamentos, pode-se destacar o desempenho positivo do EAV como
auxiliares de sedimentacao de impurezas do caldo de cana, sendo verificados indicadores similares
aos tratamentos com o PSA e POC, como elevada formagéo de lodo (10%), baixa turbidez (237
NTU) e alta velocidade de sedimentagdo (1,32 cm.mint).

Estes resultados diferem dos apresentados por Teixeira et al. (2021), de modo que foram
verificados percentuais de lodo formado de 5,33%, bem como indices de turbidez de 132 NTU e
velocidade de sedimentacéo 3,74 cm.min, utilizando-se extratos de sementes de moringa e caldos
de cana da variedade CTC4. Dessa maneira, vale considerar o efeito da variedade de cana utilizada

nos ensaios, visto que o uso do mesmo biofloculante acarreta em diferentes resultados (Costa et al.,
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2018).

Com relagdo aos parametros de Brix e compostos fendlicos (Figura 28), pode ser analisado
uma baixa variabilidade do teor de Brix entre os tratamentos, com valores médios na ordem de
18%. Isto pode ter ocorrido devido o processo de aquecimento do caldo, o qual ocorrendo em
temperaturas proximas a 100°C (REIN, 2012), resultando na elevacéao do teor de solidos sollveis
das amostras (TEIXEIRA et al., 2021), mesmo com o ajuste do Brix do caldo extraido de 18,8%
para 16,0%.
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Figura 28 — VValores médios determinados para (A) Brix (%) e (B) compostos fenolicos (ppm) com
uso de 4 diferentes auxiliares de sedimentacdo. Controle — C, Polimero Sintético Anidnico — PSA,

Polimero Organico Comercial — POC e Extrato de Alga Vermelha — EAV.
Letras diferentes diferenciam significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Para os resultados de compostos fenodlicos, cabe destacar que foram verificados menores
indices para o tratamento com o uso do EAV, com valores na ordem de 286 ppm. Tais parametros
sdo satisfatdrios, ao passo que através da concentracdo de compostos fenolicos ser inferior a 500
mg.L?, indica uma menor presenca de componentes ndo agucarados indesejados, sendo estes
prejudiciais ao desenvolvimento da levedura em processos fermentativos (MUTTON et al., 2020).

Para os valores de pH e acidez do meio (Figura 29) apresentados, pode ser verificada uma
baixa variabilidade estatistica entre os tratamentos, destacando-se a similaridade do uso do EAV
com relacdo aos demais, com parametros tecnoldgicos semelhantes aos ensaios realizados com 0s

floculantes utilizados comercialmente (PSA e POC), com baixa variagdo do pH e baixa acidez.
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Figura 29 — Valores médios determinados para (A) pH e (B) Acidez (gH2SO04.L ™) com uso de 4
diferentes auxiliares de sedimentacdo. Controle — C, Polimero Sintético Aniénico — PSA, Polimero

Organico Comercial — POC e Extrato de Alga Vermelha — EAV.Letras diferentes diferenciam
significativamente pelo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de probabilidade. DMS — Desvio Minimo
Significativo. CV — Coeficiente de Variacéo.

Esses indicativos sdo necessarios para a clarificacdo do caldo, uma vez que durante o
processo de clarificacdo, meios que possuam uma alta variabilidade de pH e elevados indices de
acidez, podem acelerar o processo de perda de componentes agucarados e formagdo de compostos
indesejados, impactando negativamente o processo fermentativo (REIN, 2012).

Os resultados obtidos de teor de aclcares redutores totais (ART), compostos fenodlicos e
acidez total, das amostras de mosto, estdo representados pela Tabela 10.

Com base nos teores de ART, ndo foram verificadas diferencas significativas expressivas,
ao passo que devido a padronizacdo do Brix dos mostos para 16%, também houve uma baixa
variacdo do ART entre os tratamentos, sendo obtidos valores na ordem de 13%.

Esses resultados sdo inferiores aos apresentados por Freita et al. (2017), nos quais
comparando-se o efeito do uso de extrato de moringa e polimero sintético no processo de
clarificacdo de caldos de cana, foram verificados valores de ART na ordem de 13,43 a 14,54%.
Porém, vale salientar que mesmo sendo inferiores, os valores de ART estdo dentro dos parametros
estabelecidos de 10 a 20% indicados para amostras de caldo de cana, para sua posterior fermentacao
(LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).
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Tabela 10 — Valores médios determinados de teor de acUcares redutores totais (%), compostos
fenolicos (ppm) e Acidez (gH2SOa4.L ™) para as amostras de mosto dos caldos de cana clarificados
com 4 tratamentos diferentes. Controle — C, Polimero Sintético Aniénico — PSA, Polimero
Organico Comercial — POC e Extrato de Alga Vermelha — EAV.

Compostos fenolicos

Tratamento ART (%) (pm) Acidez (gH2S04 L 1)
Controle 13,61 £ 0,21A 409 + 127,37A 1,81+£0,11AB
PSA 13,21 + 0,16AB 409 + 87,57A 1,84 £ 0,10A
POC 13,15 + 0,30AB 402 £ 98,47A 1,72 £ 0,10AB
EAV 13,01 +0,37B 388 + 79,97A 1,62 +£0,06B
Teste F 3,51* 0,04ns 4,13*
DMS (5%) 0,58 209,89 0,20
CV (%) 2,08 24,84 5,54

Letras diferentes diferem entre si segundo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ns —
ndo significativo. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Para os resultados obtidos de compostos fendlicos totais, ndo foram indicadas diferencas
significativas. Entretanto, cabe destacar os valores obtidos para o tratamento com os EAV, com
resultados na ordem de 388 ppm.

Estes indicativos sdo interessantes, ao passo que comparados aos dados obtidos para as
amostras de caldos clarificados, houve um acréscimo proximo a 35% de compostos fendlicos,
indicando possiveis processos de conversao de componentes de agucares em compostos fendlicos.

Mesmo que indesejados, para todos os tratamentos variando no intervalo de 388 a 408 ppm,
a concentracdo de fendis é inferior ao valor de 500 ppm, ocorrendo a interferéncias de tais
compostos no processo fermentativo em concentracdes superiores (MUTTON et al., 2020).

Com relacdo ao parametro de acidez total, cabe destacar que os tratamentos com EAV
indicaram os menores valores, na ordem de 1,62 gH>SO4 L. Estes pardmetros estdo de acordo com
0 ajuste do pH do meio para 4,5, no qual a levedura desempenhard maior atividade metabdlica
(BASSO et al., 2011). Estes parametros sao superiores aos apresentados por Freita et al. (2017), 0s
quais foram determinados valores de acidez total na ordem de 1,05 gH,SO4 L™, avaliando-se 0 uso
de extratos de moringa na clarificacdo de caldos de cana.

Isto pode ser atribuido ao teor de acidez determinado para o caldo extraido, apresentando
uma acidez do meio na ordem de 1,84 gH2SO4.L™*, demonstrando-se que a utilizagdo do EAV
contribuiu positivamente para a remocao satisfatoria de componentes acidificantes do meio, efeito

esperado para o tratamento de clarificagdo com uso de polieletrélitos (REIN, 2012).
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5.4 Processo fermentativo e andlise dos vinhos

Através do desenvolvimento fisioldgico da levedura (Tabela 11), ndo foram verificadas
diferencgas significativas. Porém, vale ressaltar que o tratamento utilizando o EAV demonstrou um
aumento de 0,5% para a viabilidade celular, 10,92% para os indices de brotamento e a viabilidade

de brotos sendo mantida a 100%.

Tabela 11 — Valores médios obtidos para viabilidade celular, indice de brotamento e viabilidade
de brotos ao inicio e final do processo fermentativo de mostos de caldo de cana clarificados.
Controle — C, Polimero Sintético Aniénico — PSA, Polimero Organico Comercial — POC e Extrato
de Alga Vermelha — EAV.

Inicio

Viabilidade celular Viabilidade de broto

Tratamentos Brotamento (%)

(%) (%)
Controle 98,67+ 1,64A 9,88+ 3,86A 100,00A
PSA 99,43+ 0,65A 12,18+ 5,34A 100,00A
POC 99,08+ 1,06A 9,20 £ 4,73A 100,00A
EAV 99,09+ 1,13A 10,93+ 3,16A 100,00A
Teste F 0,28ns 0,36ns -
DMS (5%) 2,47 9,15 -
CV (%) 1,19 41,30 -
Final
Tratamentos Viabilidade celular Brotamento (%) Viabilidade de broto
(%) ’ (%)
Controle 98,50+ 0,53A 15,31+ 4,54A 100,00A
PSA 99,50+ 1,02A 18,06+ 5,65A 100,00A
POC 98,86+ 1,55A 17,06+ 9,97A 100,00A
EAV 99,61+ 0,77A 21,85+ 7,14A 100,00A
Teste F 1,03ns 0,60ns -
DMS (5%) 2,18 14,96 -
CV (%) 1,05 39,44 -

Letras diferentes diferem entre si segundo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ns —
ndo significativo. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Através do estudo do efeito da clarificacdo no processo de fermentacdo de caldos de cana
nédo clarificados e clarificados, Mutton et al. (2020) verificou valores de viabilidade celular na
ordem de 80,18 a 86,21%, respectivamente.

Isto demonstra que, o procedimento de clarificacdo do caldo de cana influencia
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positivamente o processo fermentativo, uma vez que ocorreu a diminui¢do de compostos inibidores
e proporcionou um meio ideal para o desenvolvimento da levedura (BASSO, L.; BASSO, T.;
ROCHA, 2011).

Segundo Freita et al. (2017), foi avaliado o efeito do uso de extratos de moringa na
clarificagdo de caldos de cana e seu efeito no processo fermentativo, foram verificados indices de
viabilidade celular de 96,06 a 97,94%, sendo demonstrado que a utilizagdo de biofloculantes pode
afetar positivamente o desenvolvimento da levedura.

Para a analise das amostras de vinho, os resultados obtidos para os parametros de teor
acucares redutores residuérios totais (ARRT), pH, acidez, teor alcodlico e glicerol estdo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores médios determinados de teor de acgUcares redutores residudrios totais (%), pH,
acidez (gH2SOa.L™?), Teor alcodlico (°GL) e Glicerol (%) para amostras de vinho de caldo
clarificados de cana fermentados. Controle — C, Polimero Sintético Aniénico — PSA, Polimero
Organico Comercial — POC e Extrato de Alga Vermelha — EAV.

ARRT Acidez Te,o.r Glicerol EflClenc!a
Tratamento (%) pH (gH2S04.LY) alcoolico %) fermentativa
T (GL) (%)
005+ 444+ 1,08 £
Controle 0.00A  0.09A 2,67 +0,15A 9,3+0,08A 0.04A 89,85+ 2,97A
0,05+ 452+ 0,97 +
PSA 0.00A  0.05A 2,66 +0,21A 9,3+0,20A 0,058 92,59 + 4,23A
0,05+ 449+ 0,89 +
POC 00lA  010A 2,63+0,21A 9,2+0,33A 0,03C 92,26 + 3,20A
005+ 447+ 0,87 +
EAV 0.00A  006A 2,66 +0,18A 9,2+0,33A 0,04C 93,27 £ 4,07A
Teste F 0,31ns  0,69ns 0,02ns 0,11ns 22,97** 0,66ns
DMS (5%) 0,01 0,17 0,40 0,54 0,09 7,68
CV (%) 16,07 1,79 7,23 2,78 4,34 3,98

Letras diferentes diferem entre si segundo teste de Tukey (5%). **significativo ao nivel de 1% de probabilidade. ns —
ndo significativo. DMS — Desvio Minimo Significativo. CV — Coeficiente de Variagao.

Para os teores de ARRT das amostras de vinho, ndo foram verificadas diferencgas
significativas entre os tratamentos, com valores médios na ordem de 0,05%. Dessa forma, esses
parametros indicam que houve uma baixa presenca de compostos agucarados residuais,
demonstrando que o processo fermentativo foi finalizado.

Estes resultados sdo similares aos determinados por Masson et al. (2015), os quais avaliando
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a produgéo de etanol de amostras de caldo de cana clarificados, foram determinados valores de
ARRT na ordem de 0,06%.

Com relacdo aos valores de pH e acidez, nao foram verificadas diferencas significativas,
com valores de pH na ordem de 4,44 a 4,52 e acidez total no intervalo entre 2,63 a 2,67 gH2SOa.L"
! Segundo Alcantara et al. (2021), quando avaliando-se o desenvolvimento de leveduras CAT-1
em amostras de melaco de cana de agucar, foram determinados valores de pH e acidez total na
ordem de 4,27 e 3,75 gH2S04.L ™.

Este fator pode ser resultante do processo de acidificacdo do meio, derivado da presenca de
acidos organicos e compostos de furfural (HUGOT, 1969) e conversdo de parte de compostos
acucarados em metabolitos acidificantes (CAMOLEZ; MUTTON, 2005), proporcionando
condicdes de estresse para levedura, diminuindo a eficiéncia fermentativa e teor alco6lico (BASSO
etal., 2011).

Para os teores alcoolicos das amostras, ndo foram verificadas diferengas significativas entre
0s tratamentos, podendo ser destacado os tratamentos com o0 EAV, sendo obtidos valores na ordem
de 9.2°GL. Estes sdo superiores aos apresentados por Freita et al. (2017), os quais foram obtidos
teores na ordem de 6,83°GL em processos fermentativos de caldos de cana clarificados com
extratos de moringa, demonstrando a elevada efetividade do EAV para a producéo de etanol.

Com relacdo ao parametro de glicerol, foram indicadas diferencas significativas,
destacando-se os tratamentos Controle com o maior valor (1,08%) e o EAV indicado pelo menor
valor (0,87%). Segundo Macri et al. (2014), os quais avaliando-se 0 uso de extratos de moringa no
tratamento de caldos de cana, indicaram valores de glicerol na ordem de 1,94 a 2,03% para as
amostras de vinho analisadas.

Em condic¢des normais, a levedura utiliza-se de agucares fermentesciveis para manter seus
processos metabodlicos na producdo de ATP (Adenosina Trifosfato) e demais compostos, com parte
do carboidrato sendo direcionado para a regeneragdo do NAD (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo) (BASSO et al., 2011). Porém, em condic¢des de maior producéo do glicerol, pode
indicar a utilizagdo dos acUcares para outras finalidades, sendo diminuida a producéo de etanol
(COSTA et al., 2018b).

Para os dados da eficiéncia fermentativa, ndo foram verificadas diferencas significativas,

ao passo que o tratamento com o EAV teve um acréscimo de 3,4% em relagdo ao tratamento
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Controle, diferindo-se dos tratamentos com PSA e POC, o qual teve um acréscimo proximo a 1%.

Estes resultados s&o promissores, indicando que em escalas industriais, 0 acréscimo para o
processo pode ser significativo, considerando-se que através de pequenos ajustes do processo
industrial, podem resultar em economias gerais de até 5% (THIELMANN; CAVALCANTE;
YOUNG, 2022), impulsionando o desenvolvimento sustentavel do setor sucroenergético nacional
(VANDENBERGHE et al., 2022).
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CONCLUSAO

Com base nos ensaios realizados, foi possivel concluir que:

1. H& diferenca entre os delineamentos experimentais de extracdo (uni-variado e
multivariado), resultando em trés diferentes métodos de preparo do extrato de alga vermelha
(Kappaphycus alvarezii), tendo sido escolhido o delineamento multivariado de extracéo
como satisfatorio;

2. E recomendada a dosagem de 1000 mg.L* para o delineamento experimental univariado,
assim como a concentragdo de 500 mg.L? o delineamento multivariado, levando-se em
consideracdo que ha a influéncia da variedade da cana utilizada no processo de clarificaco;

3. Os extratos de alga vermelha demonstram efeito clarificante similar ao polimero sintético
anionico e polimero organico comercial;

4. O uso dos extratos de alga vermelha ndo afeta a producéo de etanol.
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Tabela 2: Ensaios para avaliagdo das interacGes entre os fatores de Tempo de secagem (h),
Granulometria (mesh), Concentracéo (g.L™?), pH, Temperatura (°C) e Tempo de agita¢do (min) na

extracao de polissacarideos das amostras de alga vermelha (Kappaphycus alvarezii).

Ensaio Zz?a%%r?]e Granulometria Concentrlagé oH Temperatura -;ertgga?)e
h) (mesh) 0(g.L™) (°C) (min)
1 24,0 (+1) 35,0 (+1) 3,0(-1) 9,0(+1) 70,0(-1) 25,0 (+1)
2 18,0 (0) 20,0 (0) 6,0 (+a) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
3 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 30,0 (+o)
4 18,0 (0) 50,0 (+a) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
5 12,0 (-1) 50 (-1) 3,0(-1) 9,0(+1) 90,0 (+1) 15,0 (-1)
6 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 10,0 (+a) 80,0 (0) 20,0 (0)
7 24,0 (+1) 50 (-1) 3,0(-1) 9,0(+1) 70,0(-1) 15,0 (-1)
8 24,0 (+1) 50 (-1) 5,0 (+1) 70(-1) 90,0 (+1) 25,0 (+1)
9 24,0 (+1) 35,0 (+1) 5,0 (+1) 9,0(+1) 70,0(-1) 15,0 (-1)
10 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 6,0 (-a) 80,0 (0) 20,0 (0)
11 12,0 (-1) 35,0 (+1) 3,0(-1) 9,0(+1) 90,0 (+1) 25,0 (+1)
12 24,0 (+1) 5,0 (-1) 5,0 (+1) 9,0(+1) 70,0(-1) 25,0 (+1)
13 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
14 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0(0) 100,0 (+o) 20,0 (0)
15 18,0 (0) 20,0 (0) 2,0 (-o) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
16 24,0 (+1) 35,0 (+1) 3,0 (-1) 70(-1) 90,0 (+1) 25,0 (+1)
17 24,0 (+1) 50 (-1) 3,0 (-1) 7,0(-1) 90,0 (+1) 15,0 (-1)
18 12,0 (-1) 5,0 (-1) 5,0 (+1) 9,0 (+1) 90,0 (+1) 25,0 (+1)
19 12,0 (-1) 35,0 (+1) 5,0 (+1) 7,0 (-1) 70,0 (-1) 15,0 (-1)
20 12,0 (-1) 35,0 (+1) 3,0(-1) 7,0(-1) 70,0 (-1) 25,0 (+1)
21 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 60,0 (-0 20,0 (0)
22 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
23 24,0 (+1) 35,0 (+1) 5,0 (+1) 7,0(-1) 90,0 (+1) 15,0 (-1)
24 12,0 (-1) 5,0 (-1) 5,0 (+1) 7,0 (-1) 70,0 (-1) 25,0 (+1)
25 18,0 (0) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 10,0 (-a)
26 30,0 (+a) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
27 6,0 (-a) 20,0 (0) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
28 18,0 (0) 0,2 (-a) 4,0 (0) 8,0 (0) 80,0 (0) 20,0 (0)
29 12,0 (-1) 5,0 (-1) 3,0 (-1) 7,0 (-1) 70,0 (-1) 15,0 (-1)

30 12,0 (-1) 35,0 (+1) 50(+1)  9,0(+1) 90,0 (+1) 150 (-1)
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Tabela 3: Resultados obtidos para a variavel resposta (extracdo de polissacarideos) para cada

ensaio de preparos dos extratos de alga vermelha (Kappaphycus alvarezii).

Ensaio Polissacarideos (g.L™)
1 0,14
2 0,15
3 0,12
4 0,13
5 0,11
6 0,12
7 0,15
8 0,13
9 0,11
10 0,15
11 0,11
12 0,18
13 0,10
14 0,10
15 0,15
16 0,08
17 0,14
18 0,13
19 0,12
20 0,13
21 0,09
22 0,18
23 0,13
24 0,13
25 0,14
26 0,14
27 0,14
28 0,15
29 0,13

w
o

0,12




