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RESUMO

Este estudo tem como objetivo avaliar a matéria-prima e sua influéncia isolada
no desempenho do rendimento fermentativo de uma linhagem padrao da
levedura CAT-1 testada em 31 meios de cultivos provenientes do processo de
fermentacao alcodlica da Usina Virgolino de Oliveira — Unidade Catanduva. Os
meios foram amostrados e compostos a cada quinzena durante toda as safras
2012 e 2013. O trabalho também tem como finalidade identificar a dindmica
populacional das leveduras do mesmo processo fermentativo, através da
diferenciacao das linhagens por cariotipagem. As cepas isoladas foram testadas
em um meio de cultivo padrao para obtencao das caracteristicas tecnologicas
industriais através da metodologia da Capacidade Fermentativa. Os
experimentos de fermentagdo foram realizados nos laboratorios da Usina
Virgolino de Oliveira - Unidade Catanduva em escala reduzida sempre
acompanhados de um ensaio padrao utilizando meio de cultivo sintético. O
primeiro ponto de estudo consistiu na caracterizagdo da matéria-prima, mosto, e
sua capacidade isolada de perturbar o Rendimento Fermentativo. Enquanto que
no segundo, onde onze diferentes cepas de levedura foram identificadas ao
longo das duas safras, testadas em um mesmo meio de cultivo padrdao para
obtengcédo de parametros industriais tecnoldgicos como rendimento em produto
(Yp/s), rendimento em célula (Yx/s), Velocidade de consumo do substrato (Vcs),
Produtividade (PROD) e Conversao (CONV) e estudada a influéncia no
Rendimento Fermentativo. O terceiro ponto de estudo foi a comparacao entre os
rendimentos fermentativos obtidos experimentalmente e os rendimentos
fermentativos industriais da Planta. O impacto da presenca das cepas com maior
rendimento em etanol foi estudado em relacdo aos valores de rendimento
fermentativo industrial. Os resultados mostraram diferencas de desempenho da
Cepa Padrao na maioria das quinzenas testadas, o que significa que ha variagao
da matéria-prima ao longo da safra e entre as safras capazes de afetar



rendimento fermentativo. Diferengas de rendimento também foram observadas
entre as onze cepas nativas testadas, porém com oscilagcbes menores € menos
consideraveis do que com a matéria-prima. Os resultados obtidos em escala
reduzida com base nos balancos de massa se apresentaram valores
semelhantes em relagdo aos numeros de referéncia o que sugere que a
metodologia usada para avaliar a capacidade fermentativa das cepas e a
qualidade da matéria-prima foi adequada. Apesar da forte influéncia dos fatores
estudados, nao foi possivel afirmar, através destes experimentos, qual deles teve
papel determinante no impacto do Rendimento Fermentativo. Isso sugere que
outros fatores nao estudados neste trabalho estdo diretamente relacionados que

sdo capazes de influenciar o Rendimento Fermentativo.

Palavras-chave: Rendimento  Fermentativo. Levedura. Matéria-prima.

Fermentacao alcodlica.



ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the sucrose mash and its influence
isolated on the performance of the Fermentative Yeld of a standard strain from
CAT-1 yeast tested in 31 different culture medium formulation from the Virgolino
de Oliveira Plant — Catanduva Unit alcoholic fermentation process. The culture
medium formulation were sampled and composed every fortnight during the
whole 2012 and 2013 harvest. The work also has as purpose to evaluate the
yeasts population dynamics of the same fermentative process, through the
differentiation of the strains by karyotyping. The isolated strains were tested in a
standard culture medium to obtain the industrial technological characteristics
through the Fermentative Capacity methodology. Fermentation experiments
were carried out in mill’s laboratories on a reduced scale always accompanied by
a standard assay using synthetic culture medium formulation. The first point of
study consisted in the characterization of the raw material, sucrose mash, and its
isolated capacity to disturb Fermentative Yield. In the second, eleven different
strains of yeast identified during the two harvests, they were tested in the same
culture medium to obtain industrial technological parameters as Yield in product
(Yp/s), Yield in cell (Yx/s), Substrate consumption velocity (Vcs), Productivity
(PROD) and Conversion (CONV) and studied their influence on the Fermentative
Yield. The third point of study was the comparison between the fermentative
yields obtained experimentally and the industrial fermentative yields of the Plant.
The impact of the presence of strains with higher Yp/s was studied in relation to
industrial fermentation vyield values. The results showed differences in
performance of the Standard Strain in most of the fortnight tested, which means
that there is variation of the raw material during the harvest and between the
crops capable of affecting fermentative yield. There were also Yeld difference
observed among the eleven native strains tested, but with smaller and less

considerable oscillations than with the raw material.



The results obtained on a reduced scale based on the mass balances were within
the range expected in relation to the reference values, which suggests that the
methodology used to evaluate the fermentative capacity of the strains and the
quality of the raw material was adequate. Despite the strong influence of the
studied factors, it was not possible to prove, through these experiments, which
one had a determinant role in the Fermentative Yield impact. This suggests that
other factors not studied in this work are directly related that are able to influence
Fermentative Yield.

Keywords: Fermentative Yeld. Yeast. Sucrose mash. Alcoholic Fermentation.



Figura 2.1

Foto 2.1

Foto 2.2

Foto 2.3

Foto 2.4
Grafico 4.1

Grafico 4.2

Grafico 4.3
Grafico 4.4
Grafico 4.5

Grifico 4.6

Grafico 4.7

Grifico 4.8

Griafico 4.9

Griafico 4.10
Griafico 4.11
Griafico 4.12
Grifico 4.13

LISTA DE ILUSTRACOES

Esquema de um Processo de Batelada Alimentada ..........ccccccceveveeniiennnnen.
Células floculantes de Saccharomyces cerevisiae observadas em

microscopia eletronica de varredura (barra corresponde a 10 um) ..............

Células floculantes de Saccharomyces cerevisiae da Unidade Catanduva,
SATA 2012 ..o
Teste de floculagdo espontdnea com leveduras nativas do processo da
Usina Catanduva em meio de cultivo SINtEtiCo ........coceeveeevieeniensieeneeenieene
Floculac@o causada por BacCtérias ..........cceeeveeeivieeiiieeniiieenieeenieeeveeevee s
Correlagado entre a % ART experimental e Industrial da safra 2012 .............
Correlagdo entre o rendimento fermentativo e a relacdo Acidez/Brix da
SATTA 2012 L.

Correlacao entre o rendimento fermentativo e a relacio ART/Brix da safra

Comparativo entre Rendimentos Experimentais e Industriais da safra 2012
Comparativo entre Rendimentos Experimentais e Industriais de sete
quinzenas da safra 2012 .......coooviiiiiiiiiiiie e
Perfil populacional das linhagens ao longo da safra 2012 ................c.........
Perfil de floculagdo, concentracdo de células no creme e participacdo
populacional das leveduras nativas no processo em fung¢do das quinzenas
da safra 2012 ..o

Comparacdo entre os valores de concentracdo de ART das safras 2012 e

Correlacao entre o rendimento fermentativo e arelacdo ART/Brix .............
Correlacao entre o rendimento fermentativo e a relacdo Acidez/Brix .........
Correlagado entre a % ART experimental e Industrial da safra 2013 .............
Comparativo entre Rendimentos Experimentais e Industriais da safra 2013

Perfil populacional das linhagens ao longo da safra 2013 ...........cc.cccueeenee.

33

34

34
35
67

69

70
73

74
76

80

87
88
89
89
95



Perfil de floculagdo, concentracdo de células no creme e participacdo
Grafico 4.14 populacional das leveduras nativas no processo em fun¢do das quinzenas

QA SAITA 2013 oo e et e e e e e e et aaeeeeeeaaaaas



Tabela 2.1
Tabela 2.2

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Tabela 3.3

Tabela 3.4

Tabela 3.5

Tabela 4.1

Tabela 4.2

Tabela 4.3

Tabela 4.4

Tabela 4.5

Tabela 4.6

Tabela 4.7

Tabela 4.8

Tabela 4.9

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas fermentativas das cepas selecionadas comerciais .......
Caracteristicas fermentativas das Linhagens isoladas ...........cc............
Determinacao do rendimento fermentativo para avaliacdo da
MALETTA-PIIIMNA ..vveeeevieeriiieeerteeeiieeeriteeeiteeesteeesseeessseeessseeesssesensneessseeens
Limite das faixas de variacdo dos niveis alto, médio e baixo dos
parametros utilizados na classificacao .......c..ccceevvueeervieeniieiniiieenieenns
Valores de referéncia da base de cdlculo dos parametros utilizados
na classificacio das CEPAS ....uvvevvvieeiiiieeiieeeiee et e e
Determinacao do rendimento fermentativo para avaliacdo das
linhagens INAUSIIIALS .....eeeviieiriieeiieeiee et
Parametros de referéncia para ajuste de dados ..........ccecveereuveerneenne.
Dados analiticos dos mostos industriais das quinzenas avaliadas da
SATTA 2012 ..o
Parametro de qualidade do melago ..........cceeevvieniiiiiniiiiniieiniieee,
Rendimento Fermentativo Experimental Corrigido da Safra 2012 ....
Valores de p para os Test T uni-caudal com nivel de significancia de

95% para amostras com variancia presumidamente diferentes da safra

Classificacao da qualidade da matéria-prima em funcdo dos valores

de rendimentos fermentativos experimentais da safra 2012 ...............
Rendimento Fermentativo Industrial (RFI) da safra 2012 ..................
Dinamica Populacional das Linhagens de leveduras do Processo na

SATTA 2012 ..o
Classificacao de floculagdo das leveduras nativas da safra 2012 .......
Valores médios dos parametros de caracterizagdo tecnoldgica da
safra 2012 e classificacdo numérica utilizando Método de Capacidade

FermentatiVa ...cooevueeeeeee e

50

57

58

59
60

65

67

68

71

72
73

75
80

82



Tabela 4.10

Tabela 4.11

Tabela 4.12

Tabela 4.13

Tabela 4.14

Tabela 4.15
Tabela 4.16
Tabela 4.17

Tabela 4.18

Tabela 4.19

Tabela A.1
Tabela A.2
Tabela A.3
Tabela A.4
Tabela A.5
Tabela A.6
Tabela A.7
Tabela A.8
Tabela A.9
Tabela A.10
Tabela A.11

Rendimento Fermentativo Industrial e participacdo populacional da

Nativa 2 em relacdo as quinzenas da safra 2012 .........ccccoceevieenenne 84
Dados analiticos dos mostos industriais das quinzenas avaliadas safra

2003 et 86
Rendimento Fermentativo Experimental corrigido da safra 2013 ...... 91
Valores de p para o Teste-T uni-caudal com nivel de significincia de

95% para amostras com variancia presumidamente diferentes da safra

20 L3 e ettt 92
Classificacdo da qualidade da matéria-prima em func¢do dos valores

de rendimentos fermentativos experimentais da safra 2013................ 93
Rendimento Fermentativo Industrial (RFI) da safra 2013 .................. 94
Dinamica Populacional das Leveduras do Processo na safra ............. 96
Classificacdo de floculag@o das leveduras nativas da safra 2012 ....... 99

Valores médios dos parametros de caracterizagdo tecnoldgica da

safra 2013 e classificacdo numérica utilizando Método de Capacidade

Fermentativa ..........coceeviieniiiiienieeeeeeeeeee e 102
Rendimento Fermentativo Industrial e participagdo populacional das

Nativa e 5 em relacd@o as quinzenas da safra 2013 ..........cccceeerieenne. 104
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 01 (01-2012) ......ccccvveenneenns 116
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 02 (02-2012) .....cccccvveenrennns 116
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 03 (03-2012) ......ccccveeennennne 117
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 04 (04-2012) ......ccccveeennenns 117
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 05 (05-2012) .....ccoevveenrennns 118
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 06 (01-2013) ......ccccveeennennns 118
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 07 (02-2013) .....ccooveeennennns 119
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 08 (03-2013) ......cccceeeennenns 119
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 09 (04-2013) .....cccovvveenrennns 120
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 10 (05-2013) ......ccocvveenrennnns 120
Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 11 (06-2013) ......cccceeenneenne 121



2.1
2.1.1
2.2
221
2.2.2
223
224
23
24
24.1
24.2
243
2.5
2.5.1
2.6

3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.2.1
3.1.2.2
3.1.3
3.1.3.1
3.1.3.2
3.1.3.3

SUMARIO

INTRODUGAQ ...ueeerencrcrnecsesesecssssessessssesssessessssessassssessssssssssssessssssses 18
REVISAO BIBLIOGRAFICA ...coevumneemneesssesssssscsssssessssssssssssasssses 20
Fermentacao alCOOIICA ....ccvevuierurssecsanssarssensanssansassanssssssssasssssssssssssasssasses 20
Processo Batelada Alimentada .........ocoeeeveecseesecseccsensncsnecsnesncsaccnsssncans 22
O agente da transformacao: Leveduras ......ccccceereeicssnrcsssnscsssnesssasesssanes 25
Leveduras Selecionadas ..........ceeceeeveeisnecsnnssnensnnsssncssnnsssncsssssssecsssennes 27
Leveduras Nativas .....eceeeiecniniinniiiiiniisiisisissismsscssssssseses 29
Leveduras SEIVAZENS .....cccveeervercnssencsssnncsssnnessssscssssssssasssssasssssasssssasssssasasse 30
Leveduras Floculantes .........iiiicsecsnncsnncssnnssnncssnncssncsssssssnssssscsseenns 32
CariotiPAeI .....ccccveicserericssancsssanessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssss 36
MaAtria-Prila ...cccceccceeerceissancssaessanessssssasessasssasessasssassssasssassssasssassssasssassssas 37
CanA-de-ACUICAT ...ccueeruirsarssecsncsarssesssnssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 37
Caldo de CANA .......ccueeeeuneiinritniininninnenstessecssesssnssssissessssessssssssssssasanss 39
1LY - T 40
Rendimento da Fermentacio AlCOONICA .....ccceevurerurcsaissensancsarssansanssasssasses 41
Rendimento Fermentativo por Balanco de Massa ........cceceeeueccnrcsnncsance 43
Capacidade FEermentativa ........cccecveeccssenccssancssssncssnscssassessssssssassssasssssases 44
MATERIAL E METODOS ..c..couneeummneeemsnesessssesssssessassssssssssssssssssssssnss 46
Ensaios de avaliacio da Matéria-prima ........c..ceeeeeseccsncssescssscssssssssessas 46
INOCUIO eveevrirrirnnisrisnisnississississicsssnsssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssons 46
MeEi0 de CUltiVO .uuceeeereeisniisnnsnnsnncsnnsecssnssansncssecsasssnessesssssssessessssssssssssssssns 46
Meio pAdrao ou SINEELICO ..eceveirsercssecssanessenssancsesssassssasssassssssssassssssssassssass 46
J\Y 2T 11 i L1 K] 5 o | OO 47
ConducAo do ENSALD ......ccevuieneissninsninsnncssnissnncsssnsssncsssssssssssssssssssssssssssssse 47
Ensaios com meio PAArao ......ccceveeecnsenccssancossancsssancssssscssssscssassessassssasssssans 47
Ensaios com meio industrial .........oeeeeecieiseiisecsnicsencsnnssnecsessssncsseesanes 48

DeSCriCA0 A0S ENSALOS ..ceeerrressraressaressaresssenessssrcssssssssssssssssssssssssssssssssassses 49



3.14

3.1.5
3.1.6
3.2

3.2.1
3.2.1.1
3.2.1.2
3.2.1.2.1
3.2.1.2.2
3.2.1.2.3
3.2.2
3.2.2.1
3.2.2.2
3.2.2.3
3.2.24
3.2.2.5
3.2.2.6
3.2.3
3.24

3.2.5
3.3
34
34.1
3.4.2
343

344

Calculos dos parametros de desempenho da linhagem de levedura
padrao nos meios industriais € PAATA0 .......ccceervericssnicssanecssanesssanessasesnns
Correcao dos valores dos parametros de desempenho ..........ccceeeverennees
Delineamento EStatiStiCo .....cccceceeversurcserssensnssuncsensncsenssensencssnsssssnssassanans
Ensaios para caracterizacao das Linhagens de Levedura (Capacidade
FErmentativa) ...cceeeeeeeeeeeeeccssssssneeeeeecccssssnssssessesesssssssssasssssessssssssssassssssses
LiNNAZENS ...cuvviiriniiisninssancssancsssnncsssnssssanssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnssss
Linhagem PAdrao .......cccoeiccsrercsssnncssnecssanscsssnesssssessssessssssssssssssssssssssssssnss
Linhagens INAUSLIIAIS ...ccvceeerserccssencsssanesssnnessanscssasscssssscssasssssasssssasssssasssnns
AMOSEIAZEIN cuveieeruriessnressssnesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassssnns
Isolamento das linhagens iNdUStriais ......ccoeeeeersncsssencssnncssaneessanscssasecsenne
Diferenciacao das linhagens industriais ........cccceeveescnicsncscnrcsncssnncsanesanne
ConducaAo oS ENSALOS ..cuveeeerrricssaressssresssaressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases
INOCUIACAOD ceuuerriirinnnrricissnnnicssssnnnecsssnsresssssssscsssssssssssssssessssssssssssssssssssssssess
Meio de cultivo padrao ou SINLELICO ....ccevrercrersercrsaessaresnessasesascsasosassssane
Ensaios com linhagem padrao ...........cceceicnnseicnsnicssnccssancsssasesssasessasessens
Ensaios com linhagens industriais ......cceeeeeessenccssnncssnnicssnnecsssnesssansssanesnns
DeSCriCA0 A0S ENSALOS ..cecevrressrercssaressnressseressssrssssssssssssssssssssssssssssssssaseses
FIOCUIACAOD «euvvrecunrrcrsnnicscnninsnnissnncsssnessssnessssncssssessssssssssesssssesssssessassessssses
Capacidade FEermentativa .........cccceveeccssenccssancsssnscssasscssanscssssssssasssssasssssases
Calculos dos parametros de desempenho da linhagem de levedura
PAdrao N0 MEIi0 PAATAOD c.ceeeeererersreresseressrnresssnssssssssssssssssssssssssssssssssssassssnns
Correcao dos valores dos parametros de desempenho ...........c.cccecvennee
DadoSs INAUSLTIALS ccueereeesrrisensecsaecsenssncssnssansnsssecssnsncssesssesssessesssssssssssssseses
Metodologia ANALITICA ....cccierrerssarcssecssancssenssancssesssassssasssassssssssassssssssassssass
Determinacio da Biomassa .....ccceeeeeeressercssnrcssnnssssnnsssssssssssssssssssssssssonss
Determinacio de ART no Meio de cultivo - Método Fehling .................
Determinacio de ARRT em Vinho Centrifugado - Método Somogy-
INEISOM cennririiiicnnreisneensniesinnecssnnnesssnecsssnncsssssssssssssssessssesssssesssssasssssssssses
3.4.4 Determinacio de Etanol em Vinho Centrifugado - Método

Densimetro DIgital ......cociciveienicssenssencssecsssnssnsssascssssssasssssssassssssssassssssssas

49
50
51

52
52
52
52
52
53
53
53
53
54
54
55
55
56
56

58
60
60
61
61
61

62



3.4.5
3.4.6

4.1
4.1.1
4.1.1.1
4.1.1.2
4.1.1.3
4.1.2

4.1.2.1
4.1.2.2
4.1.2.3
4.2
4.2.1
4.2.1.1
4.2.1.2
4.2.1.3
4.2.2

4.2.2.1
4.2.2.2
4.2.2.3

Determinacio °Brix em Meio de cultivo - Método refratométrico ........

Determinacio da Acidez Sulfirica no mosto de fermentacao e vinho

SAFTA 2012 c.uueieeireirnicsensnecsensecssissssssncssnesssssessssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssane
Etapa 01 — Avaliacao da qualidade dos meios de cultivo industriais ....
Caracterizacao da matéria-prima ........cc.ceeveeeseccssecsssnessesssssessassssssssassssses
Rendimento Fermentativo ..........ceeeecieecsennseecsnissnncsncsssecsnssssncssecsanes
Delineamento eStatiStiCo ........ecceeereesecsensunsansunsansnsncssssasssssssssnssessssssssens
Etapa 02 — Avaliacao de desempenho das linhagens industriais da
SATTA 2002 cueeneiiiiiiniiiniinninsniisnisssissanisssnesssssssessssssssnsssssssssssssssssssssasssssssss
Dominancia e persisténcia das Linhagens de leveduras isoladas
FIOCUIACAOD «euvvrerunrriisnnicscnninsnnissnncsssnessssnessssnessssscsssssssssesssssesssssessassessssass
Capacidade Fermentativa ...........ccoveecsseccssnccssancssssscssssscsssssesssssessssssssans
SAfTa 2013 ...uuooeeiiiiiininiiictisnecstissessssisseesssissssesssssssssssssssssssssssssssssss
Etapa 01 — Avaliacao da qualidade dos meios de cultivo industriais ....
Caracterizacio da Matéria-Prima ......cc.ceeceseesssessessesssnssssssssssssssssssssasssass
Rendimento Fermentativo .........eeeeeneecnnecnseensnecsenssnecsncsssccssnsssscessesanee
Delineamento eStatiStiCo ......cccceveecuresensensurssenssnssunssansessansssnsnsssesssssssssae
Etapa 02 — Avaliacao de desempenho das linhagens industriais da
SATTA 2013 ..cueeieriricniinnsnncsnnsnissncssnssncssecssesssssssssssssasssaesssssssssasssessssssssssece
Dominancia e persisténcia das Linhagens de leveduras isoladas ........
FIOCUIACAOD «couuvrrrirsinnniiiciscsnnnicsssnnnecsssnnssessssnssscsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssans
Capacidade Fermentativa .......c..ccceeveeccsseccsssnecssanesssssessnsesssssssssssssssssssonss
CONCLUSOES ....ouinrinrsinsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess
REFERENCIAS ...oouerumeinnnnecnnsnessssnsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss

63
64
64
64
64
68
70

74
74
79
81
86
86
86
90
91



18

1. INTRODUCAO

O etanol a base de cana-de-aguiicar tornou-se uma das mais importantes
conquistas da sociedade brasileira ao longo do tempo, tanto do ponto de vista econdmico,
quanto ambiental, como a primeira fonte de energia renovavel para transporte do pais e,
hoje, uma das maiores responsaveis pela reducio de emissdes de gases de gis carbonico
(CO»).

O processo de produgdo do etanol no Brasil utiliza a sacarose proveniente da
cana-de-actcar, na forma de caldo de cana e melago, como substrato para a fermentacao.

Por se tratar de um processo bioquimico, a levedura realiza a fermentacao do
acucar do substrato com o objetivo de conseguir a energia quimica necessdria a sua
sobrevivéncia, sendo o etanol apenas um subproduto deste processo.

Portanto, € fato que a qualidade do meio disponibilizado para a fermentacao
estd diretamente relacionada com o desempenho da levedura, que por sua vez, estd
associado com a eficiéncia de conversao.

Grande parte dos estudos acerca de rendimento fermentativo estdo
relacionados as diferentes cepas de leveduras e seu desempenho, porém pouco se conhece
em relacdo aos impactos da variacdo de matéria-prima, muito provavelmente pela
complexidade do trabalho tendo em vista ser um fator sobre o qual nao temos controle,
uma vez que dependemos da qualidade da cana, que, por sua vez, depende de fatores
climéticos, das caracteristicas do solo, dos tratos culturais e outros. Além das variacdes
vinculadas a qualidade da cana e das operagdes do setor agricola, ainda temos, dentro da
propria industria, fatores que impactam significativamente a qualidade da matéria-prima
utilizada na fermentagao.

Conhecendo a importancia de se avaliar os efeitos da mudanca de matéria-
prima no comportamento da levedura e a performance das diferentes leveduras nativas
que surgem durante a safra, pretende-se neste trabalho avaliar o desempenho de uma Cepa
padrao conhecida como CAT-1, por ter sido isolada do processo da Usina Catanduva na

safra de 1999, em diferentes matérias-primas proveniente de diferentes periodos de uma



19

Unidade Industrial ao longo das safras 2012 e 2013 e o impacto dessa variagdo no
Rendimento Fermentativo.

Além disso, € objetivo ainda deste trabalho identificar a dinamica
populacional das linhagens de leveduras e obter os parametros tecnoldgicos industriais
das diferentes linhagens encontradas, isoladas de amostras colhidas no mesmo processo
e periodo relacionado ao da matéria-prima, testando sua performance em meio de cultivo
padrao. A partir do isolamento das linhagens, é também proposta do estudo verificar as
caracteristicas naturalmente floculantes das cepas testadas, uma vez que € histérico dessa
Unidade apresentar floculacgdo irreversivel apds o inicio da safra.

Como fechamento do estudo, o Rendimento Fermentativo Industrial das duas
safras foi considerado na avaliagdo em relacdo aos dados obtidos nos experimentos

laboratoriais, de forma a identificar correlagao entre eles.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil € o segundo maior produtor de bioetanol do mundo e juntamente
com os EUA, o primeiro maior produtor, dividem 90% do mercado mundial (NOVA
CANA, 2016).

O sistema brasileiro utiliza a cana-de-ag¢ticar como matéria-prima. A sacarose
contida na planta é convertida em etanol diretamente pela levedura S. cerevisiae sem pré-
tratamento enzimatico.

E sabido que o rendimento teérico da fermentagdo alcodlica corresponde a
0,511 gramas de etanol/ gramas de ART consumido, sendo que o grande desafio para as
destilarias atualmente estd em aumentar o rendimento da fermentagao, que na média atual
estd em torno de 91% (FINGUERUT, 2007).

Nesta safra 2015/2016, o Brasil deve moer um total de 640 milhdes de
toneladas de cana, divididas entre 34,8 milhdes de toneladas de agtcar e 28,4 bilhdes de
litros de etanol. Isso quer dizer que, em seis anos, a produ¢do de cana no Brasil cresceu
pouco mais de 1% ao ano. E ainda mais surpreendente quando constatamos que o
crescimento no consumo médio anual de combustivel no Brasil, nos ultimos dez anos, foi
de 7,8% ao ano (CORREA, 2016). Apesar do baixo crescimento, o etanol conta com
projecdes positivas para os proximos anos, devidas principalmente, ao crescimento do
consumo interno. A producao projetada para 2019 € de 58,8 bilhdes de litros, mais que o
dobro da registrada em 2008. O consumo interno esté projetado em 50 bilhdes de litros e

as exportacdes em 8,8 bilhdes (MAPA, 2017).

2.1 Fermentacio alcoélica

A fermentagdo trata-se de um processo que consiste em um fendmeno
bioldgico, cujo principal agente € a levedura e ocorre através da acdo de leveduras sobre

acucares fermentesciveis contidos em uma solugo.
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Segundo Oliveira (apud ANDRIETTA, 1994), as primeiras ideias a respeito
das causas do fendmeno apareceram por volta do século XIV e XV. Em funcdo da
publicacdo dos trabalhos de Pasteur a partir de 1857 foi aceito definitivamente que o
etanol obtido durante a fermentacdo era produto do metabolismo da levedura.

A levedura absorve sacarose na forma de seus monossacarideos estruturais -

glicose e frutose, apos a hidrolise pela exoenzima chamada invertase (AMORIM, 2005).
A utilizac@o de agticar pelo agente ocorre por duas formas: respiragdo onde ha
presenga de oxigénio e fermentacdo, onde hd auséncia dele. As diferencas que
existem entre as duas formas ndo estdo vinculadas apenas ao oxigénio. Na
fermentacdo ocorre a producdo de dlcool e gis carbdnico e producdo de duas
moléculas de ATP a cada molécula de glicose. Na respiracdo sdo produzidas
trinta e oito moléculas de ATP, além de dgua e gis carbdnico (ANDRIETTA,
2010).

A principal rota metabdlica envolvida na fermentacdo alcodlica € a glicélise,
na qual uma molécula de glicose é metabolizada e duas moléculas de piruvato
sdo produzidas. Sob condi¢des anaerdbias, o piruvato é convertido a etanol
com desprendimento de CO». Teoricamente, 0,511 € o rendimento para etanol
e 0,489 para CO, em base mdssica, utilizando como substrato uma hexose. Os
dois ATP’s produzidos na glicélise sdo usados na condugdo da biossintese das
leveduras, que envolve diversas biorreagdes que requerem energia. Portanto, a
producdo de etanol estd fortemente relacionada com o crescimento das
leveduras, o que significa que leveduras devem ser produzidas como
subproduto. Sem o consumo continuo de ATP pelo crescimento celular, o
metabolismo glicolitico seria interrompido imediatamente, em razdo do
acimulo intracelular de ATP, que inibe a fosfofrutoquinase, uma das mais
importantes enzimas reguladoras da glicélise (Bai, Anderson e Moo-Young,

citado por PACHECO (2010).

Em termos energéticos, a respiracdo € um processo muito mais favordvel a
levedura do que a fermentacdo. Em condi¢des industriais, a levedura é forcada a utilizar
o substrato, glicose e frutose, anaerobicamente, por meio do processo bioquimico
glicdlise que se constitui de uma série de doze reagdes enzimaticas partindo da glicose e
frutose, cada qual catalisada por enzimas especificas e que ocorre no citoplasma celular.

De acordo com Amorim (2005), os carboidratos ou substratos para a

fermentagdo, podem ser endégenos como o glicogénio e trealose, partes constituintes da
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levedura, quanto exdgenos como sacarose, glicose e frutose fornecidos ao
microrganismo.

Ha que se observar que essas enzimas glicoliticas sofrem a¢des de diversos
fatores externos tais como: nutrientes, minerais, vitaminas, inibidores, pH, temperatura,
substancias produzidas no préprio metabolismo, entre outros e que afetam o desempenho
do processo.

As cepas mais utilizadas na fabricacdo de &lcool sdo Saccharomyces
cerevisiae, bem como suas espécies relacionadas. Entretanto, Andrietta (2010) ainda cita
outro microrganismo com grande potencial para producdo de etanol, a bactéria
Zymomonas mobilis, que apresenta algumas vantagens em relacdo a S. cerevisiae, como
exemplo a boa tolerancia ao etanol e rendimentos proximos ao teérico de 0,511 g etanol/g
ART consumido. Contudo, a sensibilidade desses microrganismos a exigéncia de
condi¢Oes estéreis de mosto e processo torna sua aplicacdo invidvel.

Apesar da existéncia de diversos tipos de processos de fermentagdo: Batelada,
Batelada simples com cultura pura, Batelada por cortes, Melle-Boinot, Continuos e
Processos com células imobilizadas, os mais utilizados atualmente sdo: Batelada

alimentada e continuo com reciclo de células.

2.1.1 Processo Batelada Alimentada

Esse processo é uma variante da Batelada e também conhecido como Melle-
Boinot, utilizado por 70% das destilarias.

A alimentacdo do substrato ao reator ocorre parceladamente, por pulsos ou
continuamente e a retirada do produto acontece ao final do processo.

O processo se inicia com uma carga de in6culo conhecida industrialmente
como fermento ou pé de cuba, com concentracdo de células de 25 a 35%.

A fonte de agucar ou substrato para a fermentagdo, comumente chamada na
Industria de mosto, é alimentado na dorna por um periodo que varia de 5 a 7 horas em
geral. A temperatura do mosto deve ser controlada de forma a atingir no maximo 32°C

para que a temperatura dentro da dorna seja mantida entre 32 a 35°C e as condi¢des de
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fermentagdo sejam favorecidas. Além do cuidado com a temperatura, a concentracio de
acucar no meio deve ser controlada de forma a ndo afetar o desempenho da levedura.

Um fator que pode causar queda da viabilidade celular é a concentragio de
substrato no mosto de fermentagdo, pois a levedura apresenta uma osmotolerancia
limitada, por esta razdo, fermentacdes alcodlicas sdo conduzidas em concentragdes de
acuicar usualmente menor que 20% (m/v), assim, quando a concentracdo de agucar
aumenta, o processo deve ser diminuido a fim de prevenir quedas da viabilidade devido
a letalidade induzida pelo aumento de etanol produzidas pelas células segundo Laluce,
citado por Silva (2012).

De acordo com Crabtree (apud SILVA, 2012):

“A alta concentragdo de agucares também pode levar a inibicdo de enzimas
respiratorias por altas taxas de fermentagado, levando a producgao de etanol na presenca de
oxigénio, processo denominado Efeito Crabtree”.

Apo6s adigdo do mosto, tem-se o tempo de espera, que varia de 2 a 4 horas,
para que haja toda a conversao do acticar em etanol. Ao mosto fermentado da-se o nome
de Vinho Bruto, o qual tem-se de 8 a 12 % de concentracao de células.

O vinho bruto segue para centrifugacdo onde o creme de levedura serd
separado do vinho, o qual é enviado para a destilagdo com objetivo de obter o etanol como
produto final. O creme de levedura é enviado para tanques industrialmente conhecidos
como Cuba. Nesse processo efetua-se o tratamento do fermento, recebendo esse nome
por ser a etapa onde o fermento serd recuperado com a adi¢do de dgua tanto para
hidratacdo quanto para obter a concentracdo desejada do pé-de-cuba.

Acido sulfdrico também é parte do tratamento do fermento e é adicionado
com objetivo de reduzir a contaminac¢ao bacteriana e a0 mesmo tempo levar o pH do meio
requerido para a fermentagdo. Outros insumos como antibidticos, bactericidas,

dispersantes e nutrientes sdo adicionados nessa etapa se for necessario.
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Figura 2.1 - Esquema de um Processo de Batelada Alimentada (Elaborado pelo autor)

Depois da chegada do processo de Melle-Boinot no Brasil, muitas usinas e
destilarias iniciaram o processo de substitui¢do do modelo de producdo. O processo
Melle-Boinot, em batelada alimentada com reciclo de células contribuiu para a evolugao
da fermentacdo alcodlica, devido as suas indmeras vantagens como menor reproducio
celular, elevado rendimento em etanol, eliminacdo dos contaminantes por centrifugacao
do meio fermentado e por utilizacdo do tratamento 4cido e eliminacdo de preparo de
cultura pura devido ao reciclo do fermento (ANDRIETTA, 1994).

De acordo com Amorim (2005), o processo trouxe vdrios beneficios a
fermentagdo, além de aumentar a eficiéncia do processo fermentativo, pois com menor
quantidade de actcar se produz maior volume de dlcool, uma vez que ndao mais €
necessario desviar uma quantidade de agucar para produgao de células. As desvantagens
surgiram com o tempo, quando se descobriu que a centrifugacio ndo eliminava todos os
microrganismos como se acreditava no inicio, separando apenas as bactérias de menor
tamanho como cocos € micrococos. Mesmo com o passar do tempo e as vantagens e

desvantagens, o processo Melle-Boinot ainda € o mais usado pelas destilarias brasileiras.
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2.2 O agente da transformacao: Leveduras

As leveduras formam uma das mais importantes subclasses de fungos. Elas
diferem dos bolores por se apresentar na forma unicelular com 2 a 8 micrOmetros de
didmetro e 3 a 15 micrometros de comprimento o qual garante caracteristicas de maior
velocidade de crescimento e de consumo devido a maior relagdo area/volume
(ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). Se reproduzem por gemagao ou
brotamento onde a célula mae, apds um periodo de unido entre os citoplasmas da origem

a uma nova célula (STECKELBERG, 2001).

As leveduras ndo possuem 6rgaos de locomogdo, sdo organismos eucaridticos,
de forma esférica, eliptica ou cilindrica. As principais microestruturas das
células de levedura sdo: a parede celular, a membrana citoplasmdtica, o nicleo,
os vacuolos e as mitocondrias. O protoplasma da célula onde estdo contidos, o
ntcleo, o vacuolo e outras organelas é envolvido por uma membrana celular e
esta por uma parede. A parede celular € uma espécie de linha que circunda a
célula, responsdvel pela forma que a levedura apresenta e confere rigidez a
célula e pode representar 30% da massa seca (AMORIM, 2005).

A parede celular € composta por uma densa camada externa de cerca de 0,05
um de espessura e camadas menos densas de 0,02 ym. A parte interna é
subdividida em trés camadas, compostas de polimeros de glicose e manose,
com pequenas quantidades de proteinas, lipidios e quitina. A distribuicdo
destes polimeros € varidvel com as condi¢des de cultivo e representam papel
importante no comportamento da levedura no que se refere, por exemplo, a
floculagdo. A Saccharomyces Cerevisae apresenta de 6,0 a 8,0% de proteina
na parede celular, sendo estas, na sua maioria, enzimas tais como: invertase,
fosfatase, amino-peptidase e glucoamilase e de 8,5 a 13,5% de lipidios

(ANDRIETTA, 2010).

A membrana citoplasmatica, € uma estrutura localizada abaixo da parece e
tem a importante funcio de controlar, de forma seletiva, a entrada de nutrientes e também
na regulagem da pressdo osmotica da célula, além de proteger a levedura da perda de
compostos de baixo peso molecular por vazamento do citoplasma (AMORIM, 2005). E

no interior da membrana celular que estd o citoplasma, onde estdo contidos os agucares,
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sais, aminodcidos, lipideos e outras substincias necessarias ao metabolismo, bem como a
organela celular (ANDRIETTA, 2010).

O nicleo da célula de levedura € uma organela bem definida circundada por
uma membrana nuclear semipermedvel com fun¢des metabdlicas e reprodutivas, além de
conter os cromossomos da levedura. E facilmente observado no campo claro do
microscopio.

O vactolo € cercado por uma simples membrana a qual estd relacionada ao
transporte de substancias nele armazenadas, como aminodcidos livres, lipideos e enzimas
hidroliticas.

Segundo Amorim (2005), as mitocOndrias sdo organelas de membrana
limitadas e que estdao geralmente bem préximas da periferia da célula e por conter enzimas
respiratorias, sua principal funcao € a de conversao aerébia de energia. Sob condicoes de
anaerobiose com grandes concentragdes de glucose (5 a 10%), as mitocOndrias parecem
degenerar, fazendo com que seja reprimida a atividade respiratdria e, portanto, a producao
de biomassa.

As leveduras S. cerevisiae apresentam alta eficiéncia fermentativa, um
crescimento rdpido, eficiente metabolizacio de actcares, habilidade na producio,
tolerancia as altas concentracdes de etanol e a baixos niveis de oxigénio, osmotolerancia,
tolerancia a grandes variacdes de temperatura, e atividade celular em ambientes 4dcidos
que sdo fundamentais na sua utilizac¢ao industrial (ANDRIETTA, 2010).

As linhagens de levedura presentes em um processo industrial devem
apresentar caracteristicas fermentativas satisfatérias que consistem em converter
rapidamente os aguiicares em etanol com rendimento satisfatério. O desejo de se encontrar
uma linhagem unica que apresente um desempenho acima da média que possa ser
utilizado em todos os processos, durante toda a safra e para todas as safras, esbarra em
algumas caracteristicas do processo de fermentagdo alcodlico das destilarias brasileiras.
O primeiro deles é que os processos sdo abertos, do ponto de vista microbiolégico, ou
seja, nao é possivel evitar a entrada de microrganismos contaminantes (bactérias e
leveduras) as dornas de fermentacdo. Essa caracteristica permite que ocorra uma disputa
entre as linhagens de levedura nativa e as utilizadas como indculo da safra

(ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006).
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2.2.1 Leveduras Selecionadas

As leveduras selecionadas e comercializadas atualmente foram isoladas de
processos industriais, onde as condi¢des operacionais exerciam algum tipo de pressdo
seletiva (ANDRIETTA, 2010). Sao adquiridas de forma pura para serem utilizadas como
in6culo nas partidas das plantas onde se espera maior rendimento e dominancia durante
a safra e costumavam receber os nomes referentes as iniciais das unidades industriais
onde foram isoladas. As mais conhecidas estdo listadas abaixo:

BG-1 (Usina Barra Grande),

CR-1 (Usina Cresciumal),

SA-1 (Usina Santa Adélia),

CAT-1 (Usina Catanduva),

PE-2 (Usina da Pedra),

FT - 858 ¢ a mais recente de todas

FERMEL

Como o objetivo da Industria € a busca pelo maior rendimento, a concentraciao
de etanol € um dos principais fatores de selecao de linhagens de alto desempenho.

Os métodos de identificagao de leveduras no processo, podem ser divididos
em trés grupos conforme Andrietta (2010) descreve:

1. Taxondmico: baseados em testes bioquimicos de assimilagcdo de diferentes
carboidratos e morfol6égicos.

2. Molecular: baseiam-se nas técnicas de biologia molecular, caracterizando
a linhagem através de seu material genético.

3. Tecnoldgico: buscam classificar as linhagens através de parametros
vinculados as caracteristicas de desempenho fermentativo.

Os trés possuem vantagens e desvantagens e a escolha depende das
necessidades especificas da aplicacgao.

Segundo Andrietta, Andrietta e Rodrigues (1997) ao estudar as linhagens
comerciais SAl, BGl, CAT-1 e PE-2 utilizando a metodologia da Capacidade

Fermentativa, obteve os dados da Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Caracteristicas fermentativas das cepas selecionadas comerciais

Parametro Referéncia SA1 BG1 CAT-1 PE-2

Yx/s 0,0400 0,0440 0,0463 0,0409 0,0479
Yp/s 0,4600 0,4665 0,4642 0,4694 0,4637
Prod. 2,5000 2,6579 2,1971 2,5674 2,5113
VCS 5,8000 6,0803 5,0518 5,8369 5,7802
NCO 90,00 93,96 79,07 90,48 89,82

Prod. Esp. 0,4500 0,4420 0,4183 0,4799 0,4042
VCs Esp. 1,0500 0,9535 0,9069 1,0288 0,8772

Fonte: Andrietta, 1997

Yx/s é o rendimento em células (g de células produzidas em massa seca/g ART consumido)

Yp/s € o rendimento em etanol (g de etanol produzido/g ART consumido)

Prod. ¢ a produtividade (g de etanol/Volume de meio x hora)

VCS ¢ a velocidade de consumo de ART (g de ART consumido/ volume de meio x hora)

NCO ¢ o nivel de conversdao do ART entrado (g ART consumido x 100/ 100 g de ART inicial)

Prod. esp ¢ a produtividade especifica (g etanol / Volume de meio x hora x g de célula em massa seca)
VCS esp € a velocidade de consumo do substrato especifica (g de ART consumido / volume do meio x hora

x g de célula em massa seca)

As quatro linhagens apresentaram rendimento em etanol superior a referéncia.
A linhagem PE-2, que apesar de apresentar um rendimento em célula muito superior ao
valor de referéncia, nao teve o valor de rendimento em etanol afetado. Este fato mostra
que uma linhagem pode produzir muita massa celular sem que seu rendimento em etanol
seja afetado. Essa linhagem foi selecionada a partir de processos industriais € por um
programa bem dirigido de sele¢do de leveduras (BASSO et al., 2008) e foi monitorada
usando uma técnica de cariotipagem molecular, selecionada a partir de fermentagoes
industriais, avaliada sob condi¢des de laboratério, e reintroduzida em sua respectiva
destilaria durante anos sucessivos, para testar sua fermentacao e suas habilidades.

Para Basso et al. (2008), em seus estudos com linhagens de S. cerevisiae,
utilizou leveduras empregadas na industria e os dados mostraram que as linhagens PE-2,
CAT-1 e a BG-1 apresentaram uma notavel capacidade de competir com leveduras

selvagens, sobrevivendo e dominando durante fermentagdes industriais.
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A levedura FT 858, selecionada pela Fermentec em 2007 e langada em 2010,
demonstra excelente desempenho. Dentre as suas principais caracteristicas estdo: maior
tolerdncia ao tratamento 4cido e as oscilacdes do processo, tolerancia ao aluminio,
tolerdncia a fermentacdes com alto teor alcodlico, boa recuperacdo apds parada de
processo (FERMENTEC, 2015).

A FERMEL®, uma das ultimas leveduras lancadas pela Fermentec, possui as
caracteristicas comuns de uma linhagem de alta performance, € especificamente
selecionada para fermentacdes de mostos a base de melaco e 4gua ou melaco e caldo,
além da tolerancia alto teor alcodlico.

Nenhuma das leveduras selecionadas citadas possuem caracteristicas

floculantes por si s6.

2.2.2 Leveduras Nativas

As linhagens nativas sdo aquelas encontradas no processo, que apresentam
caracteristicas fermentativas satisfatdrias, mas sdo diferentes as selecionadas. Elas surgem
espontaneamente durante a safra, se adaptam as condicdes do meio, competem inclusive
com as selecionadas e muitas vezes terminam predominando o meio.

Até meados de 1990, quando ainda nao se tinha leveduras selecionadas, era
muito comum iniciar a safra com toneladas de indculo de levedura oriunda da industria
de panificacdo. Era uma estratégia de partida ripida, porém em poucas semanas de
producdo havia a substituic@o por leveduras naturais daquele processo. A quase totalidade
das linhagens isoladas de processos fermentativos que trabalham com concentracdo de
etanol acima de 7,0 GL e em concentracdes acima de 10° UFC/ml apresentam
caracteristicas fermentativas satisfatorias para uso industrial (ANDRIETTA, 2010).

Ultimamente, grande nimero de linhagens de Saccharomyces sao isoladas do
processo fermentativo das destilarias brasileiras e vém sendo utilizadas como pré-inéculo
em diversas unidades industriais (ANDRIETTA, STECKELBERG, ANDRIETTA,
2006).
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2.2.3 Leveduras Selvagens

Conceitualmente levedura selvagem significa a levedura presente no processo
a qual ndo foi introduzida propositalmente no sistema. Esse termo tem origem na industria
cervejeira que utiliza mostos esterilizados, ndo devendo conter outra levedura se ndo
aquela inoculada. Num processo de fermentacdo etandlica, o panorama ¢ diferente e a
dorna € vista como um ecossistema no qual a populacdo € composta por leveduras e
bactérias (ANDRIETTA, 2010).

A diferenga entre nativas e selvagens estd nas caracteristicas fermentativas
das selvagens nao adequadas ao processo de fermentacdo alcodlica. Sao leveduras
normalmente ndo Saccharomyces e sdo consideradas “oportunistas”, pois, somente Sao
capazes de dominar o processo em condi¢des anormais, tais como: opera¢ao com baixa
concentracdo de etanol, paradas prolongadas ou seqiienciais, etc. Durante as paradas, a
introducdo de linhagens presentes no caldo ao processo € facilitada, pois, o tratamento de
caldo nao opera de forma adequada e o caldo pode ndo atingir a temperatura minima
necessdria para matar as leveduras contaminantes presentes no mesmo. Outro problema
€ que durante as paradas, as linhagens utilizadas no processo sofrem com o longo tempo
de estocagem, ainda mais se este nao for realizado de forma adequada. Na repartida do
processo € que as linhagens selvagens normalmente se instalam, pois, como a linhagem
de processo estd em péssimas condi¢des, as repartidas sdo realizadas com baixas
concentracdes de ART (Acucares Totais Recuperdveis) no mosto, gerando um vinho com
baixa concentracao de etanol. Essas leveduras comumente tém baixa tolerancia ao etanol,
exigem baixas concentracdes desta substancia para se multiplicar, por isso em
fermentagdes com alto teor etandlico sdo menos frequentes, o que torna esta condicao de
processo melhorada, pois a presenca destes microrganismos afeta severamente a
producdo e o rendimento dos processos (ANDRIETTA, 2010).

As espécies selvagens de Saccharomyces cerevisiae sao encontradas em caules
e colmos da cana-de-actcar. Esta possui a capacidade de se desenvolver em ambientes
diversos, pois pode obter seus nutrientes tanto através da respiracdo aerdbica, quanto por

fermentacdo. Apresentam como caracteristicas gerais células dispostas em cadeias,
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coldnias opacas e superficie crespa. Podem apresentar fen6tipos indesejaveis ao processo
de fermentacdo como floculagio, formacdo de espumas, pseudohifas e capacidade para
formar biofilme FIGUEIREDO (2008).

Na Tabela 2.2, obtido do estudo de Andrietta (1997), observa-se as
caracteristicas fermentativas de quatro cepas testadas, as leveduras selecionadas CAT-1 e
PE-2, nativa, identificada como C1 e selvagem, que chamaremos de C2, ambas encontradas

em caldo de cana de uma unidade da regido do Nordeste:

Tabela 2.2 - Caracteristicas fermentativas das Linhagens isoladas

Parametro Referéncia CAT-1 PE-2 C1 C2
Yx/s 0,0400 0,0409 0,0479 0,0387 0,1299
Yp/s 0,4600 0,4694 0,4637 0,4552 0,3583
Prod. 2,5000 2,5674 2,5113 2,5313 0,2768
VCS 5,8000 5,8369 5,7802 5,9339 0,8246
Conv. 90,00 90,48 89,82 91,87 13,45
Prod. Esp. 0,4500 0,4799 0,4042 0,4908 0,1154
VCs Esp. 1,0500 1,0288 0,8772 1,0850 0,3240

Fonte: Andrietta, 1997.

As duas linhagens que apresentam rendimento em etanol superior a referéncia
sao as selecionadas. Em relacdo as linhagens C1 e C2, observa-se que a linhagem C1 possui
caracteristicas de uma levedura fermentativa, apesar de apresentar rendimento em etanol
abaixo do valor de referéncia e a linhagem C2, apresentou uma velocidade de fermentagdao
extremamente baixa, com niveis de conversao préximos a 14% e rendimento em etanol de
0,35g de etanol/g de ART consumido. Essas leveduras além do baixo rendimento tém a
caracteristica de dominar o processo, e diversos devem ser os cuidados para impedir sua
entrada, como: utilizar altas temperaturas no processamento do caldo de cana, assepsia
adequada das linhas de produgdo e temperatura alta das d4guas de processo, pois, uma vez
que esse microrganismo adentra o processo, sua retirada é praticamente impossivel e a

tendéncia € a multiplicacdo (ANDRIETTA, 2010).
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Quando da entrada dessas linhagens no processo muitos problemas comecam
a surgir, como aumento de tempo de residéncia, diminui¢do da concentragdo de dlcool,
sobra de agucar residual, aumento do uso de insumos como antiespumante, dispersante,
além da deficiéncia na centrifugacdo e aumento do uso de 4cido sulfirico, nos casos de
leveduras com caracteristicas floculantes.

Como o rendimento fermentativo € altamente afetado por linhagens selvagens
a solugdo para este problema é a eliminagdo de todo material em processo, o que

evidentemente € um prejuizo a Unidade Industrial.

2.2.4 Leveduras Floculantes

Por ser um assunto relevante e intrigante, muitos autores t€ém se empenhado
nos estudos de floculagdo e cepas floculantes.

Kamada & Murata, citado por Andrietta (2010) verificaram a intensificacao
da taxa de floculacao de cepas Saccharomyces com aumento da temperatura testado de 0
a 30°C, uma dréstica inibicao do processo entre 50 e 62°C, porém apds retornar a uma
temperatura inferior a floculacdo era restabelecida.

A mudanga de pH acarreta um profundo efeito na floculag¢do, sendo que o pH
6timo € dependente da cepa do microrganismo (CALLEJA, 1987).

O efeito dos sais na floculacao é dependente do tipo de cdtion presente como
manganés, magnésio e célcio (SOUZA; TEIXEIRA; MOTA, 1992).

Alcarde (2001) verificou a ocorréncia da floculacao de leveduras causada por
algumas espécies de bactérias contaminantes do processo de produgado de etanol.

Segundo Andrietta (2006), componentes genéticos, proteinas, agitacdo e
tensdo (stress), produtos da fermentacdo como etanol, pH e ions metélicos sao fatores que
exercem influéncia na floculagao.

Stratdford, citado por PACHECO (2010) verificou que as células de
leveduras se agregam devido as for¢as de Van der Waals, que na auséncia de outro tipo
de forca atrativa, estas sd@o importantes para que as leveduras superem as forcas de

repulsdo eletrostatica entre as células.
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Segundo Stan e Despa apud ANDRIETTA (2010), a floculacdo requer a
presenca de proteinas e receptores de fons na superficie celular, sendo a floculagdo uma
propriedade intrinseca da parede celular. No entanto, ndo se sabe como fatores regulatdrios
agem nos genes envolvidos na produgdo de proteinas e como estas se tornam receptoras, o
que torna cada vez mais intrigante e desafiante para as industrias.

Conforme observado por Teixeira et al. (1995), algumas caracteristicas
importantes desse processo foram identificadas. Como a floculacio é uma intera¢io entre
as paredes celulares, fons Ca** podem induzir o processo, pois estes atuam como cofatores
de ativagdo, enquanto que fons Na* tem um efeito inibitério na floculagdo, assim como
alguns tipos de agucares. Ha interacdo entre células floculantes e ndo floculantes e as
condicdes do meio de cultivo estdo fortemente relacionadas com o aumento da

hidrofobicidade da parede celular.

Foto 2.1 - Células floculantes de Saccharomyces cerevisiae observadas em microscopia

eletronica de varredura (barra corresponde a 10 um) (DOMINGUES, 2001)
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Foto 2.2 - Células floculantes de Saccharomyces cerevisiae da Unidade Catanduva em

microscopia, safra 2012 (Fonte: Acervo pessoal)

Foto 2.3 - Teste de floculagdo espontidnea com leveduras nativas do processo da Usina

Catanduva em meio de cultivo sintético, safra 2012.

A foto 2.3 demonstra um teste realizado nos laboratérios da Usina com o
objetivo de verificar a floculagdo espontinea das cepas em processo.

A floculagdo de leveduras € um dos piores problemas apresentados para os
processos de reciclo de levedura por centrifugacdo. Linhagens de leveduras floculantes
podem causar vdrios prejuizos para fermentagdes industriais com células recicldveis por
centrifugacdo. No processo de fermentacio da maioria das destilarias brasileiras, grandes
quantidades de biomassa de levedura precisam ser centrifugadas no final de cada ciclo de

fermentacgdo. Esta biomassa celular (creme de levedura) € suspendida com dgua e enviado
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para o tratamento com dcido em pH 1,8 a 2,5 durante 1 a 2h antes de retornar para tanques
de fermentacdo e iniciar um novo ciclo. Além disso, as células floculantes podem também
decantar na parte inferior dos fermentadores deixando aguicares residuais do vinho sem
fermentar e aumentando assim o tempo de fermentacdo (AMORIM, 2005).

Nao ¢ dificil imaginar que a floculacio ao reduzir a eficiéncia de
centrifugacdo, e, consequentemente, aumentar o reciclo de vinho no creme de levedura
resulta de um creme de levedura menos concentrado e com mais vinho o que significa
reducdo na adicdo de dgua para manter a proporcao do indculo em relagdo ao volume de
mosto. Com menor quantidade de d4gua no tratamento, aumenta-se o efeito tampao, o que
requer aumento do consumo de 4cido sulfurico do tratamento acido para reduzir o pH.
Por conseguinte, um tratamento 4cido estressante por apresentar alta concentracdo de
dcido, além de aumentar a acidez do fermento tratado, o que pode reduzir as atividades
das células ou afetar a viabilidade impactando negativamente no rendimento
fermentativo.

Um outro problema decorrente da ineficiéncia da centrifugacdo causada pela
floculacdo € o retorno de metabdlitos inibidores e bactérias ao processo, pois podem
acarretar aumento da contaminacao para niveis elevados e muitas vezes impossiveis de
combater, pois o proprio floco de levedura acaba protegendo as bactérias presentes e

agregadas ao floco, impedindo a acdo de agentes antibidticos e bactericidas.

Foto 2.4 - Floculacdo causada por bactérias. (Fonte: Fermentec, 2005)
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Em contraponto, a utiliza¢do de leveduras floculantes como meio de separar
naturalmente o vinho do creme de levedura sem utilizar a centrifugacdo € vista com bons
olhos. Essa técnica é muito atraente devido a sua simplicidade e baixo custo, pois apds
transformar os agtcares em éalcool, a levedura se agrega em forma de flocos e concentra-
se no fundo do reator. Dessa forma, o vinho poderia ser extraido sem a utilizacdo dos
equipamentos de separacdo e a etapa de reciclo que representam 16% dos custos de
processamento e 10% dos custos de instalagao. Por isso, muitas pesquisas devem ser feitas
para transformar esse processo em um sistema industrial, pois o substrato a ser
fermentado (geralmente melago de cana), contém microrganismos ativos que podem
dominar o processo e consequentemente eliminar a cepa floculante utilizado como

inéculo (ANDRIETTA; STECKELBERG E ANDRIETTA, 2006).

2.3 Cariotipagem

Pesquisadores em 1990 estudando vérias técnicas moleculares para
diferenciar linhagens de Saccharomyces concluiram que a impressdo digital do
cromossomo (chromosome fingerprinter) € a técnica que, segundo esses especialistas, foi
aquela capaz de diferenciar um maior nimero de linhagens de uso industrial.
(ANDRIETTA, 2010).

A técnica consiste na remog¢do da parede celular da levedura com tratamento
a base de enzimas que praticamente derrete a célula, mas mantém intacto o DNA contido
no interior do seu nicleo (AMORIM, 2005).

Existe um preparo prévio das células com o objetivo de extrair e purificar o
DNA existente. O nimero de cromossomos encontrado em leveduras varia entre os
diferentes géneros. Para a S. cerevisiae foram encontrados 16 que variam no tamanho de
150 a 3000 Kb.

O material € transferido para um gel de agarose. A separacgdo € feita em um
equipamento que aplica sobre o gel dois campos elétricos que funcionam de forma

alternada. Quando ocorre a reorientagdo do campo elétrico ocorre a separacdo dos
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cromossomos € entdo eles sdo corados e fotografados sobre luz UV. O perfil das bandas

existentes determina se duas leveduras s@o iguais ou diferentes. (ANDRIETTA, 2010).

2.4 Matéria-prima

As matérias primas utilizadas nas destilarias brasileiras para a producdo de
etanol a partir da cana-de-agicar sdo: caldo de cana-de-agicar quando destilarias
autdnomas, melaco residual da fabricacao de aguicar e 4gua ou mistura de melaco, caldo

de cana e agua.

2.4.1 Cana-de-acicar

A cana-de-actcar tem em sua composi¢do aproximadamente 12-17% de
acucares (90% sacarose, 10% glicose e frutose em massa) e 68 a 73% de umidade
(VASCONCELOS, s/ data).

Segundo Amorim (2013), uma cana contaminada com niveis de bactérias
acima de 10° bact./mL e utilizada numa inddstria mal conduzida operacionalmente pode
chegar a perdas na ordem de 6,5% em contraponto a 1,9% de perda de aguicar se a mesma
for bem operada.

Cana-de-agucar sadia segundo Stupiello (apud RAVANELLI 2010), significa
colmos maduros, recém cortados, sadios e livres de impurezas. Portanto, todos os fatores
que danificam suas raizes, os colmos e as folhas da cana, como ataque de pragas, doencas
e fatores ligados ao seu manejo sao indesejaveis, pois diminuem sua qualidade, podendo
acarretar prejuizos no rendimento industrial.

FONTANIELLA et al. (2003), encontraram grandes quantidades dos dcidos
ferdlico, siringico e clorogénico em caldo de cana de acticar infestada pela "sindrome da
folha amarela" (YLF). Phelps & Young (1996) enfatizaram que o acido ferdlico e seus
derivados conferem protecdo as plantas contra o ataque de insetos, fungos e virus. Esses
compostos podem afetar negativamente a qualidade da matéria-prima uma vez que sao
responsaveis pelo escurecimento do caldo e producdo de agticar com mais cor

(GODSHALL, 1999), ou ainda atuar como inibidor da fermentagao alcodlica, através da
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inibicdo enzimdtica das invertases (POLAKOVIC et al., 1992) citado por RAVANELLI
(2010).

A cana crua tem uma vantagem, que € o tempo curto de corte € moagem,
normalmente entre 2 a 5 horas. E uma cana fresca e com baixissima contaminagao, ideal
para a fermentacdo. Entretanto, se o indice de broca ou cigarrinha € significativo, essa
contaminac¢do tem um impacto negativo na indudstria. Os aspectos negativos da cana crua
sao a quantidade de folhas e pontas que tém uma alta concentracdo de amido, fendis e
acido aconitico, 4cido este que vem logo depois dos redutores, em termos de concentragao
na cana (AMORIM, 2013). Ravanelli (2010) observou em seu estudo que a cana-de-
acuicar danificada pela praga cigarrinha-das-raizes possui maior acidez, compostos
fendlicos e contaminantes que afetaram negativamente a fermentacao.

A presenc¢a macica de microrganismos tem origem no campo, estes adentram
nos colmos através das ocorréncias de infestagdo de pragas, danos provocados nos colmos
pelas operagdes de corte/carregamento/transporte, facilitando assim a infeccdo. O corte
de cana contribui significativamente neste contexto, sendo que o corte manual deixa
menor drea exposta para penetracdo de microrganismos enquanto que o corte mecanizado
aumenta esta area (MUTTON, 2003).

Esta microbiota é levada juntamente com o caldo bruto no momento de sua
obtencdo através da moagem das plantas. O nimero de bactérias presentes no caldo pode
ser aumentado tanto por tempo prolongado entre o corte € moagem da planta como por
insipiente assepsia na moenda, filtros, bombas e tubula¢gdes que entram em contato direto
com o referido material (MUTTON, 2003).

Os microrganismos mais comumente encontrados no caule da cana sdo
bactérias dos géneros Flavobacterium, Xanthomonas, Pseudomas, Enterobacter, Erwinia,
Leuconostoc, Bacillus e Corynebacterium, além de bolores e leveduras como Candida,
Saccharomyces, Torula e Pichia (GALLO, 1989).

As canas cortadas manualmente na colheita ou danificadas durante a
queimada, sdo particularmente mais suscetiveis ao crescimento de bactérias e leveduras
(STECKELBERG, 2001).

A matéria-prima com maiores quantidades de impurezas, seja de origem

mineral ou vegetal, influencia nas diversas varidveis do caldo, como Brix (% Sélidos
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Soliveis contidos numa solu¢do acucarada), Pol - Polarizagdo (% sacarose contida numa
solucdo agucarada), actcares redutores, cinzas; na producdo global da usina ou destilaria
e no aumento dos custos por unidade produzida de acticar ou dlcool. A presenca de terra
na cana aumenta a ocorréncia de bactérias que causam problemas no processo como um
todo, mas em especial na fermenta¢do, diminuindo a producdo de etanol (AMORIM,

2005).

2.4.2 Caldo de cana

O caldo de cana possui uma pureza em ART que pode variar de 85 a 92%, ou
seja, de todo solido soluvel do caldo apenas de 8 a 15% sao sélidos nao agucares. Estes
sao sais de potdssio, célcio, magnésio, ferro, fésforo, cobre, manganés e zinco, acidos
organicos, aminodcidos, biotinas e vitaminas (ANDRIETTA, 2010).

Geralmente, o caldo obtido na extra¢do para producdo de etanol é aquecido
em torno de 110°C, com o objetivo de reduzir a carga microbiana do mesmo, e em seguida
segue para decantacdo. Em destilarias isoladas pode-se evaporar o caldo para o preparo
do mosto e inicio da fermentacdo. J4 em destilarias, que sd@o anexas a fabrica de actcar,
utiliza-se mel proveniente da centrifugacdo do acucar, que contém teor de agticar acima
de 65% m/m para preparo do mosto, sendo diluido com dgua ou com caldo de cana
(WHEALS et al., 1999).

Nos dias de hoje, a fermentacdo exclusivamente do caldo de cana quase nao
€ uma pratica observada nas unidades industriais, exceto em destilarias autonomas.
Quando da implantacdo do Prodlcool muitas unidades fermentavam apenas o caldo, mas
depois migraram para usinas produtoras de agucar.

Segundo Amorim (2005), as células de leveduras, durante o processo de
fermentacao alcodlica, apresentam necessidades nutricionais e os nutrientes influenciam
diretamente a multiplicac¢do e o crescimento celular e também a eficiéncia da conversao
de agicar em 4lcool.

O meio de cultura, além do carbono, hidrogénio e oxigénio, deve igualmente,

fornecer nitrogénio, fésforo, enxofre, potdssio, magnésio, cdlcio, zinco, manganés, cobre,
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ferro, cobalto, iodo e outros elementos em quantidades diminutas (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001).

O caldo € considerado uma matéria-prima complexa que possui todos os
nutrientes necessarios para o crescimento da levedura em anaerobiose. Isto se faz possivel
porque a produgdo de células nesta condicdo € baixa, atingindo rendimentos em células
de 0,03 g de massa seca / g de ART consumido. Este valor é pelo menos 15 vezes menor
que o rendimento celular atingido pela Saccharomyces cerevisiae em aerobiose sem
sofrer repressdo catabdlica. Como a massa de células gerada € baixa, os nutrientes
presentes no caldo normalmente sdo suficientes para suprir suas necessidades

(ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006).

2.4.3 Melaco

O melago € um produto secunddrio da fabricagdo de acucar. Suas
caracteristicas estdo intrinsicamente relacionadas as condi¢des operacionais do processo
de fabricacdo de agucar, equipamentos utilizados, tipo de actcar produzido entre outros.
Trata-se de uma excelente matéria-prima para fermentacdo, uma vez que, além de conter
em média 90° Brix sendo 60% de agucares redutores, possui outros elementos necessarios
para que a fermentacdo ocorra sem a adi¢ao de nutrientes.

A medida que ocorre a cristalizagio do acticar do mel final, a taxa de
cristalizacao torna-se mais baixa até atingir um ponto em que nao se pode mais cristalizar
a sacarose a uma dada temperatura, entdo diz-se que o melago estd esgotado (PAYNE,
1989).

Virios sao fatores que influenciam na composi¢ao do melago ou mel final,
destacando-se entre eles a natureza da matéria prima, a qualidade da cana processada, os
métodos da fabricagdo do acticar, o tempo de armazenamento e as regides de plantio
(COPERSUCAR, 1987).

O melaco € constituido principalmente por sacarose, glicose e frutose, sendo
que a concentracdo de ndo agucares ¢ maior que quando comparado com o caldo ou
xarope que lhe deu origem. Isto se deve ao fato que quando se cristaliza o agucar, retira-

se sacarose com mais de 99% de pureza, sendo rejeitado para o mel todas as impurezas
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ndo agucares (ANDRIETTA, 2010). As impurezas ndo caracterizam um problema a
fermentacdo, ao contrdrio, sdo materiais protéicos, sais, vitaminas € outros compostos que
as leveduras utilizam como nutrientes necessarios ao crescimento celular.

Ha relatos de reducdo na velocidade de fermentagao, perda de rendimento e
em algumas vezes floculacdo quando € utilizado somente melago. Esse fato é explicado,
pois com uso apenas de melaco na composi¢do do mosto, ha um aumento excessivo da
acidez do vinho fermentado associado a uma floculagdo intensa que estd diretamente
relacionada com componentes formados durante a fabricacdo de agticar por reagdes
secunddrias e pela adi¢cdo dos insumos usados na fébrica.

A utilizagdo de melago como unica fonte de ART no mosto pode acarretar um
aumento no poder tampao no fermento a ser tratado, elevando o consumo de 4cido, que
por sua vez aumenta a acidez do fermento que retorna ao processo (ANDRIETTA, 2010).

Abramov, citado por Tosetto (2002) enfatiza que a sintese de biomassa celular
pela levedura € significativamente dependente do contetido em nitrogénio no meio de
crescimento.

Reed, citado por Tosetto (2002), menciona a respeito da necessidade
nutricional de leveduras, a importancia de vitaminas como biotina, tiamina, ou outras,
que devem ser supridas pelo meio de crescimento. Em experimentos laboratoriais isto é

geralmente feito com o uso do extrato de levedura.

2.5 Rendimento da Fermentacio Alcodlica

Poucos trabalhos de literatura apresentam metodologia ou célculos de
eficiéncia da fermentacao alcodlica, muito provavelmente pela complexidade do assunto,
tendo em vista a dificuldade de medi¢do dos subprodutos e metabdlitos relacionados ao
metabolismo da levedura na fermentagdo.

A grande maioria das Usinas realiza o monitoramento da Fermentacdo pelo
Rendimento por subprodutos.

Finguerut (2007), ressalta que o rendimento em etanol é um dos parametros
mais importantes a ser avaliado nos processos de uma Usina e devido ao fato da maioria

das Usinas ndo apresentarem um nivel de automacdo razoavel, nem realizar medidas
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analiticas freqiientes a cada batelada, o rendimento em etanol é atualmente, quase na
totalidade das unidades, calculado a partir de subprodutos, segundo metodologia proposta
pela entdo Coopersucar, conforme citado por Fernandes (2003), considerando as
quantidades produzidas de levedura, acidez, glicerol, teor alcodlico e considerando os
acucares redutores residuais totais (ARRT).

Em contrapartida, Daré (2008), ao estudar os coeficientes de rendimento
fermentativo por subproduto, concluiu que os resultados sdo mais imprecisos, uma vez
que avalia indiretamente a producdo de etanol ao considerar outras varidveis, o que
aumenta a probabilidade de erros devido a maior necessidade de informagdes analiticas.

Fernandes (2003), ainda avalia que o modelo de eficiéncia de fermentacdo
por subprodutos apresenta uma estimativa de eficiéncia e depende muito da precisio das
medidas analiticas necessdrias para os calculos.

Apesar desse rendimento ser usado na Unidade industrial em estudo, nota-se
que o rendimento por subproduto ndo reflete fielmente a realidade do processo,
principalmente nos periodos de forte floculagio onde a medicdo do parametro KI,
relacionado a producdo de biomassa celular, é subestimado pela dificuldade de
amostragem e determinacdo analitica do vinho fermentado na dorna e do vinho
centrifugado. Essa falha acaba por superestimar o rendimento e, mesmo em casos de
problemas sérios no processo, o rendimento ndo apresenta diminuicdo esperada nos
valores.

Atualmente, com o aumento do nivel de modernizacdo e automacdo das
Usinas, o rendimento fermentativo por balanco de massa comega a ganhar espaco como
uma importante ferramenta de controle e acompanhamento do processo.

O desempenho de uma planta de fermentacdo para produgado de etanol a partir
de sacarose de cana-de-acucar baseia-se em um tripé: caracteristicas das instalacdes da
unidade industrial, da matéria-prima processada e do microrganismo agente empregado
(fermento). Para que se atinja um desempenho satisfatdrio, € necessario o controle das
varidveis que formam o tripé. A falha de qualquer uma das varidveis impacta o

desempenho do processo como um todo (ANDRIETTA, 2013).
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2.5.1 Rendimento Fermentativo por Balanco de Massa

O Rendimento Fermentativo realizado por balanco de massa é a forma mais
adequada de se calcular o rendimento fermentativo, pois leva em consideracdo a massa
ou volume de etanol produzido e a massa de ART (aguicares redutores totais) alimentada
ao processo, relacionados pelo fator estequiométrico seguindo a defini¢do de rendimento
para processos onde ocorrem conversdes quimicas ou bioquimicas.

Apesar do balanco de massa ser a forma mais adequada para se determinar o
rendimento fermentativo, este tipo de cdlculo € pouco utilizado nas unidades industriais
devido a oscilagdo observada nos seus valores didrios que tem como causas: erro na
determinac¢ao dos volumes de mosto, vinho e fermento, erros nas anélises de concentragao
de ART e etanol, problemas de amostragem, principalmente do mosto, que podem gerar
amostras nio representativas e erros na determinacdo da variacio de dlcool em processo.

Com o objetivo de diminuir as oscilagdes do rendimento fermentativo
calculado por balan¢o de massa foi proposto uma forma de célculo cujo nimero de
varidveis utilizadas na determinacao € a menor possivel. Neste cdlculo, utiliza-se o valor
de etanol produzido fornecido pelo controle de produgdo, cuja medida é muito confidvel,
pois, se trata da medicao de um produto final. Com isto, ndo € necessario a determinacao
do volume de vinho e fermento tratado e nem mesmo as anélises de etanol nestes produtos
para a determinacdo do volume de dlcool produzido na fermentacdo, que depende
somente do volume de dlcool produzido, etanol perdido na vinhaga e variagdo de etanol
em processo (BIOCONTAL, 2011).

Para a obtenc@o da massa de ART alimentada ao processo deve-se determinar
o volume de mosto utilizando-se um medidor de vazao volumétrico e a concentracio de
ART no mosto. Vazao constante de mosto, com um controle adequado do valor de brix
auxiliam em muito na diminuicao de erros na quantificacdo da massa de ART alimentado
ao processo. Para uma melhor representatividade das amostras, um amostrador ponderado
pela vazdo deve ser instalado na linha de mosto, permitindo assim, colher amostras por
lotes de volume constante de mosto alimentado. Uma outra vantagem desta forma de

calculo estd no fato de que a mesma pode ser utilizada para obter o rendimento
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fermentativo, tanto de processos operando de forma continua como batelada alimentada,
facilitando assim a comparagdo entre o desempenho dos dois tipos de processo.
Os cdlculos para obtencdao do rendimento por balanco de massa estdo

descritos a seguir:

EPF = (PR100 * 100 / RD) + VProc (1)
EPF — Etanol produzido na fermentacao

PR 100 — Producao didria de dlcool a 100% (m3)

RD - Rendimento da destilaria (%)

VPC - Variacio de dlcool em processo na fermentagio (Hoje — ontem) (m?)

MA_ART_FE = (VO_MO * (ART_MO / 100) * D_MO) 2)
MA_ART_FE = Massa de ART para fermentacao

VO_MO - Volume de mosto acumulado em 24 horas (m3)

D_MO - Densidade do mosto em (ton/m?)

ART_MO - Concentracao de ART no mosto (%p/p)

EF_FE = EPF *100/ (MA_ART_FE * 0,6475) 3)

2.6 Capacidade Fermentativa

Andrietta (2010) descreve que embora existam vdérias técnicas de
identificacdo e classificacdo das leveduras e tenham grande valor para entender a
dinamica populacional das leveduras no processo, a aplicagdo dessas pelo laboratério
como rotina de controle nao parece ser a mais indicada. Para isso, devem existir métodos
simples, préticos e aplicdveis que possam avaliar as condi¢des do fermento no processo.

A capacidade fermentativa descrita por Andrietta; Migliari, Andrietta (1999),
€ uma técnica que consiste em determinar as caracteristicas das leveduras em relagdo ao
seu comportamento cinético (consumo de agucar, producgdo de etanol e células). A grande
vantagem desse método reside no fato que as informacdes obtidas sdo relativas aos

atributos industriais da cepa. (ANDRIETTA, 2010).
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Os testes sdo conduzidos com linhagem previamente isolada e submetidas a
uma fermenta¢do com meio sintético, temperatura e agitacdo controladas pelo periodo de
24 horas. O vinho fermentado, mosto e indculo sao analisados para a determinagao dos
parametros que serdo utilizados para a classificagao da linhagem.

A classificacdo das cepas € feita utilizando os parametros: Producdo
especifica de células (Yx/s), Producdo especifica de etanol (Yp/s), Velocidade de
Consumo de Substrato ART (Vcs), Nivel de conversdo de ART (NCO), Velocidade
especifica maxima de crescimento (umsx) € Produtividade (PROD).

Silva-Filho (2003), Andrietta (1999) descrevem que a selecdo das cepas
baseada na capacidade fermentativa separa as leveduras de acordo com parametros de
producdo especifica e caracteristicas de crescimento e foi utilizada na discriminacdo de
leveduras nativas e no acompanhamento de populacdes de leveduras inoculadas em
unidades produtoras de etanol do Estado de Sao Paulo. Moreira et al. (2013) e Stroppa
(2002) também adotaram este procedimento para avaliar o desempenho fermentativo de
novas linhagens nativas da S. cerevisiae isoladas como contaminantes de destilarias

produtoras de etanol.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Ensaios de avaliacao da Matéria-prima

3.1.1 Inéculo

Utilizou-se nesta etapa uma cepa padrao, conhecida como CAT-1, disponivel
comercialmente na forma liofilizada. Esta linhagem € bastante utilizada nas partidas da
planta e foi isolada na safra 1998/1999 do processo da Usina Virgolino de Oliveira —
Unidade Catanduva, onde foram realizados os ensaios contidos nesta dissertacdo. Esta foi
mantida a 4°C em frasco hermético para evitar a absorcdo de 4gua pelo material
liofilizado.

Do fermento liofilizado pesou-se duas por¢des de 80g. Transferiu-se cada
porcao para um erlenmeyers de 500 mL e adicionou ao mesmo 400 mL de dgua destilada.

Os frascos foram colocados em uma mesa agitadora com temperatura
controlada operando nas seguintes condicdes: 127 rpm e 34°C e mantidos por 1,5 horas
até total hidratacdo da massa de levedura liofilizada.

Ao término deste tempo, coletou-se uma amostra de 10 mL de volume e
determinou-se a concentracdo de células que deveria estar préxima a 40%(v/v). Caso a
concentracdo estivesse muito diferente daquela esperada, a mesma foi corrigida por

dilui¢do com é4gua destilada.

3.1.2 Meio de Cultivo

3.1.2.1 Meio padrao ou sintético

Em um becker de 1000 mL, adicionou-se 500 mL de dgua destilada
esterilizada.

Em seguida, adicionou-se 5 g de fosfato didcido de potdssio (KH2POs4), 1g de
cloreto de amonia (NH4Cl), 1g de cloreto de potdssio (KCI), 6g de estrato de levedura, 1g
de sulfato de magnésio hepta hidratado (MgS04.7H>0) e 200g de sacarose.
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Agitou-se e ap0s total dissolucdo, este material foi transferido para um balao

de 1.000 mL, e completou-se o volume com dgua destilada.

3.1.2.2 Meio industrial

O meio industrial a ser testado foi coletado da linha de alimentagdo dos
fermentadores do processo da Usina Virgolino de Oliveira — Unidade Catanduva, durante
as safras 2012 e 2013, utilizando um amostrador continuo dotado de um temporizador e
um sistema de refrigeracao para preservacdo da amostra colhida.

A cada duas horas foram coletados aproximadamente 2 litros do meio dos
quais 30 mL foram transferidos para um frasco hermético mantido a -15°C. Ao final de
24 horas, 12 amostras de 30 mL foram adicionadas a este frasco, correspondendo a
amostra composta didria.

Ao término do periodo a ser avaliado (15 dias), 70 mL de cada amostra
composta diariamente foram transferidas para outro frasco hermético. Desta forma, ao
final do periodo a ser avaliado, tinha-se aproximadamente 1.000 mL de meio industrial
que foi utilizado nos ensaios.

Ao longo da safra 2012, periodo compreendido entre 23/05/12 a 31/12/12,
foram obtidos 15 meios industriais para avalia¢do e na safra 2013 também 15 meios foram

obtidos durante o periodo de 01/05/13 a 30/11/13.

3.1.3 Conducao do Ensaio

3.1.3.1 Ensaios com meio padrao

Para cada ensaio, pesou-se trés frascos erlenmeyers de 500 mL identificados
numericamente, limpos e secos, com tampa constituida de uma rolha de borracha
atravessada por um tubo de vidro em L. Anotou-se o valor do peso obtido (Mrv).

Em seguida, utilizando uma proveta graduada de 100 mL, adicionou-se 60
mL do inéculo, preparado como descrito no item 3.1.1, a cada um dos frascos, pesando-

os e anotando o valor obtido (Mr).
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Adicionou-se a estes frascos, usando-se proveta graduada de 250 mL, 140 mL
do meio sintético, preparado como descrito no item 3.1.2.1, pesando-os em seguida e
anotando o valor obtido (Mrm). Uma amostra do meio padrao foi recolhida para posterior
andlise de ART (actcares redutores totais) e s6lidos soltiveis totais (Brix).

Os frascos erlenmeyers foram incubados a 34°C £+ 0,5°C e 127 rpm em mesa
agitadora com temperatura controlada. Os frascos em fermentacdo foram pesados em
intervalo de uma hora. A fermentacao foi considerada terminada quando nao foi mais
detectado a liberacdo de CO», ou seja, os pesos dos frascos permaneceram constantes.
Pesou-se os frascos novamente anotando o valor obtido do vinho fermentado (MgvE).

Em seguida, amostras dos trés frascos foram recolhidas e delas determinado

a concentracdo de ART residual, etanol e massa seca.

3.1.3.2 Ensaios com meio industrial

Para cada ensaio, pesou-se trés frascos erlenmeyers de 500 mL identificados
numericamente, limpos e secos, com tampa constituida de uma rolha de borracha
atravessada por um tubo de vidro em L. Anotou-se o valor do peso obtido (Mfv).

Em seguida, utilizando uma proveta graduada de 100 mL, adicionou-se 60
mL do inéculo, preparado como descrito no item 3.1.1, a cada um dos frascos, pesando-
os e anotando o valor obtido (Mr). Uma amostra do indculo foi recolhida para andlise de
massa seca.

Adicionou-se a estes frascos, usando-se proveta graduada de 250 mL, 140 mL
do meio industrial a ser testado, obtido como descrito no item 3.1.2.2, pesando-os em
seguida e anotando o valor obtido (Mrm). Uma amostra do meio industrial foi recolhida
para posterior anélise de ART (acucares redutores totais) e solidos soldveis totais (Brix).

Os frascos erlenmeyers foram incubados a 34°C £+ 0,5°C e 127 rpm em mesa
agitadora com temperatura controlada. Os frascos em fermenta¢do foram pesados em
intervalo de uma hora. A fermentacao foi considerada terminada quando nao foi mais
detectado a liberacdo de CO», ou seja, os pesos dos frascos permaneceram constantes.

Pesou-se os frascos novamente anotando o valor obtido do vinho fermentado (MgvE).
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Em seguida, amostras dos trés frascos foram recolhidas e delas determinado

a concentracao de ART residual, etanol e massa seca.

3.1.3.3 Descricao dos ensaios

Em cada grupo de ensaio realizado foram corridos dois ensaios com meios
industriais como descrito no item 3.1.3.2 e um ensaio com meio padrao como descrito no
item 3.1.3.1.

Como ndo foi possivel testar todos os meios industriais em um Unico ensaio,
utilizou-se os resultados dos testes com meio padrdo corridos em cada grupo de ensaio
para corrigir possiveis desvios nos resultados de cada grupo causados por fatores nao
inerentes a variacdo da qualidade da matéria prima.

Partindo do principio que os resultados de desempenho obtidos pela linhagem
de levedura padrao, crescendo no meio padrao devem ser similares entre si a menos que
as condi¢des de cultivo sofram alguma variacdo, é possivel corrigi-las utilizando os
desvios obtidos para os ensaios padrdes para cada grupo de ensaios. Assim, é possivel
reduzir desvios ocorridos por outras causas que ndo estejam relacionadas a qualidade da

matéria prima.

3.1.4 Calculos dos parametros de desempenho da linhagem de levedura padrao nos

meios industriais e padrao

A qualidade do meio industrial foi determinada através da avaliagdo do
desempenho da linhagem de levedura padrdo nos ensaios de fermentacdo. Para tanto,
utilizou-se o parametro rendimento fermentativo, considerado o mais importante para
determinar se a linhagem € ou ndo adequada para uso industrial.

Para determinagdo do rendimento fermentativo, foram analisados a
concentracdo de ART dos mostos industriais e sintético utilizando o método % ART Lane
& Eynon (Fermentec, 2014). Do vinho fermentado, foi analisado a concentragdo de etanol
utilizando o método do Densimetro digital (Fermentec, 2014). A partir dos dados obtidos

pelas pesagens dos frascos, foi determinado a massa de ART entrada, residual e
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consumida, a massa de etanol produzida. O rendimento em etanol das fermentacdes

ensaiadas em escala reduzida considerou o ART total entrado e desprezou o seu ART

residual. Os célculos para a obten¢do destes parametros se encontram na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Determina¢do do rendimento fermentativo para avaliagdo da matéria-prima

Parametros

Calculo

Variaveis

Massa de Fermento

(Mry)

Massa de mosto

(Mwm)

Massa de vinho

fermentado (MvF)

Massa ART Entrado
(MARTEN)

Massa Etanol Vinho

(METvr)

Rendimento

fermentativo (RErg)

Mgy = Mpp — Mgy

My = Mgy — Mg,

Myp = Mpyp — Mpy

MARTEN = (

MypxPyp
METVF - —100

METprx 100
REFE = PR

M, xARTy,
Dyx100

MARTgyx0,511

Mrr — Massa do frasco com
fermento

Mgy - Massa Frasco Vazio

Mrm — Massa fermento com

mosto

Mgemv - Massa Frasco com vinho
fermentado

Mgv — Massa frasco vazio

ARTwym — Conc. ART mosto

Dwm — Densidade mosto

Pve — Conc. Etanol no vinho

fermentado

3.1.5 Correcao dos valores dos parametros de desempenho

A padronizagdo dos resultados foi feita com base no valor de referéncia médio

do rendimento de fermenta¢do ja conhecido experimentalmente para a linhagem CAT-1

no meio padrdo, nas condicdes dos ensaios realizados nesse estudo, o qual é 90%.
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Os valores do Rendimento Fermentativo Experimentais, calculados a partir
dos meios industriais testados de cada quinzena, foram ajustados a uma mesma base
usando um fator de correcdo (FT) obtido da relacdo entre a média aritmética dos
resultados do rendimento fermentativo de cada ensaio padriao e o rendimento

fermentativo do valor de referéncia.

FT — RFpadrao (1)

RFreferéncia

RF,,~ = FT x RF_ensaio (2)

Dessa forma, os valores de rendimento fermentativo das triplicatas de cada
ensaio foram corrigidos a uma mesma base de calculo permitindo a comparacao entre os
dados de diferentes ensaios. O desvio padrdo foi calculado para os valores corrigidos de

cada quinzena testada.

3.1.6 Delineamento estatistico

O delineamento usado para o tratamento dos dados foi o Teste T escolhido
por se tratar de avaliagdo de amostra pequena, nimero menor que 30, e foram calculados
com auxilio do Excel.

A hipétese nula Ho = pl= p2, ou seja, é vdlida por assumir que niao ha
diferenga significativa entre as médias dos experimentos. Se a hipdotese nula for
verdadeira, todos os experimentos terdo uma média comum, portanto sugere que nao ha
variacdo considerdvel de matéria-prima durante os periodos analisados que seja capaz de
impactar o rendimento fermentativo.

Utilizou-se o Teste t uni-caudal com varidncia desigual das duas amostras. O
a assumido de 5% € o nivel de significancia considerado para aceita¢do ou rejeicao da

condicdo.
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Para os valores de p encontrados e que estejam abaixo de 0,025, rejeita-se a

hipdtese nula e assume-se, portanto, que hé diferenca considerdvel entre as médias.

3.2 - Ensaios para caracterizacio das Linhagens de Levedura (Capacidade

Fermentativa)

3.2.1. Linhagens

3.2.1.1 Linhagem padrao

Utilizou-se uma cepa padrao, conhecida como CAT-1, disponibilizada em
cultura pura pelo CPQBA (Centro pluridisciplinar de pesquisas quimicas, bioldgicas e
agricolas) em tubos inclinados e cultura estoque. Como ndo foi possivel testar todas as
linhagens de levedura isolada do processo industrial em um tnico ensaio, para cada bloco
de experimento foi realizado um ensaio com essa linhagem para corrigir possiveis desvios

ocorridos sem que estivesse relacionado com a caracteristica da linhagem.

3.2.1.2 Linhagens industriais

3.2.1.2.1. Amostragem

As linhagens de levedura do processo industrial da Usina Virgolino de
Oliveira — Unidade Catanduva, foram isoladas de amostras quinzenais das safras 2012 e
2013, periodo compreendido entre 26/04/12 a 31/12/12 e 01/05/13 a 30/11/13.

Uma por¢do de 100 mL de vinho levedurado foi coletada de cada dorna e
cuba em processo e homogeneizada. Desse volume, 20 mL foram centrifugados, o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com dgua destilada por duas vezes.
Posteriormente, foi diluido em 5 mL de dgua estéril e entdo plaqueados para proceder o
“isolamento” e identificagcdo das cepas através de técnicas moleculares nos laboratérios

do CPQBA/UNICAMP.
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3.2.1.2.2. Isolamento das cepas industriais

As amostras foram submetidas a diluicao serial e plaqueadas em duplicata no
meio diferencial para leveduras WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient medium - DIFCO
0424-17-9), adicionado de antibidtico (100 ppm) para inibi¢ao das bactérias. A técnica
“semeadura por esgotamento” foi utilizada no plaqueamento. As placas foram incubadas
a 32°C por sete dias para selecdo das cepas que apresentaram morfologia das colonias
diferentes em concentragdes acima de 10° UFC/mL. As cepas foram diferenciadas
seguindo os atributos de tamanho, padrdo de cores, aspecto da superficie e contorno
(STROPPA, 2002). As cepas de leveduras isoladas foram purificadas em placas usando
o meio PDA (Potato-Dextrose Agar) e em seguida foram transferidas para tubos de Agar
inclinados, imersos em 6leo mineral e mantidos em geladeira a + 4C para posterior anélise

de cariotipagem.

3.2.1.2.3 Diferenciacao das linhagens industriais

As cepas de leveduras isoladas das amostras industriais foram diferenciadas
por andlise cromossdmica utilizando a técnica CHEF de eletroforese de pulso em gel de
agarose, adaptada por Dr. Luis Basso e descrita por Blondin & Vezinhét, citado por
Stroppa (2002). A eletroforese foi conduzida em aparelho CHEF III da Bio-Rad. Aquelas
que apresentaram diferentes perfis cromossomicos foram isoladas e disponibilizadas em

cultura pura pelo CPQBA/UNICAMP em tubos de slant.

3.2.2. Conducao do Ensaio
3.2.2.1 Inoculacao
Do slant contendo a cultura estoque, preparou-se 6 outros tubos (slants),

espalhando pela superficie do meio contido nestes tubos, uma pequena quantidade das

células proveniente da cultura estoque, utilizando uma alg¢a de platina.
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Estes tubos foram incubados por 48 horas a 32°C. Este procedimento foi
realizado tanto para a linhagem padrdao como para as linhagens industriais.

As culturas crescidas em tubos inclinados de PDA (Potato Dextrose Agar)
por 48 horas a 32°C foram ressuspendidas em dgua estéril e sua concentragao corrigida

por dilui¢do até fornecer uma concentracao de 0,5 g massa seca/L.

3.2.2.2 Meio de Cultivo padrao ou sintético

Em um Becker de 1000 mL, adicionou-se 500 mL de dgua destilada. Em
seguida, adicionou-se 5 g de fosfato didcido de potassio (KH2POs), 1 g de Cloreto de
amonio (NH4ClI), 1 g/LL Cloreto de potéssio (KCI), 6 g de extrato de levedura, 1 g de
Sulfato de magnésio hepta hidratado (MgS04.7H20) e 150 g de sacarose. Agitou-se e
apos total dissolucdo, este material foi transferido para um baldo de 1.000 mL, e
completou-se o volume com dgua destilada. O meio de cultivo foi esterilizado a 121°C,
por 5 minutos, em autoclave. Um frasco adicional com meio de cultivo esterilizado foi

preparado para anélise do ART e Brix.

3.2.2.3 Ensaios com linhagem padrao

Para cada ensaio, pesou-se trés frascos erlenmeyers de 500 mL identificados
numericamente, limpos e secos, com tampa constituida de uma rolha de borracha
atravessada por um tubo de vidro em L, anotando-se o valor do peso obtido (Mgv).

Foi adicionado 100 mL do meio de cultivo padrao a cada frasco, pesou-se e
registrou-se o peso como massa do frasco contendo o meio (Mgm).

Utilizando seringas descartdveis, 10 mL da suspensdo do indculo padrdo foi
transferida para o erlenmeyer contendo o meio, pesando-se e anotando-se o peso como
do frasco contendo mosto e inéculo (Mrmr). Os frascos inoculados foram incubados em

mesa agitadora a 127 rpm com temperatura controlada a 34°C durante 24 horas. Ao final
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desse periodo, os frascos foram pesados novamente, anotando-se o peso como do frasco
contendo o vinho fermentado (MgvE).

Uma amostra do inéculo padrio foi recolhida para andlise de massa seca
utilizando a balanga de secagem. Uma amostra de cada frasco fermentado foi recolhida e

delas determinado a concentragdo de ART residual, etanol e massa seca.

3.2.2.4 Ensaios com linhagens industriais

Para cada linhagem ensaiada, pesou-se trés frascos erlenmeyers de 500 mL
identificados numericamente, limpos e secos, com tampa constituida de uma rolha de
borracha atravessada por um tubo de vidro em L, anotando-se o valor do peso obtido
(Mgv).

Foi adicionado 100 mL do meio de cultivo padrao a cada frasco, pesou-se e
registrou-se o peso como massa do frasco contendo o meio (Mgm).

Utilizando seringas descartaveis, 10 mL da suspensdo do indéculo de cada
linhagem a ser testada foi transferida para o erlenmeyer contendo o meio, pesando-se e
anotando-se o peso como do frasco contendo mosto e indculo (Mgrvr). Os frascos
inoculados foram incubados em mesa agitadora a 127 rpm com temperatura controlada a
34°C durante 24 horas. Ao final desse periodo, os frascos foram pesados novamente,
anotando-se o peso como do frasco contendo o vinho fermentado (Mrvr).

Uma amostra do in6culo padrio foi recolhida para andlise de massa seca
utilizando a balanca de secagem. Uma amostra de cada frasco fermentado foi recolhida e

delas determinado a concentragdo de ART residual, etanol e massa seca.

3.2.2.5 Descricao dos ensaios

Em cada grupo de ensaio foram corridos trés ensaios com linhagens

industriais como descrito no item 3.2.2.4 e um ensaio com linhagem padrdao como descrito

no item 3.2.2.3.
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Como ndo foi possivel testar as linhagens industriais em um tinico ensaio, 0s
testes padrdo corridos em cada grupo de ensaio teve como objetivo detectar e corrigir
possiveis desvios nos resultados de cada grupo causados por fatores ndo inerentes a
variac¢do da populagdo de linhagens de leveduras.

Partindo do principio que os resultados de desempenho obtidos pela linhagem
de levedura padrao, crescendo no meio padrdo, devem ser similares entre si a menos que
as condi¢des de cultivo sofram alguma variacdo, é possivel corrigi-las utilizando os
desvios obtidos para os ensaios padrdes para cada grupo de ensaios. Assim, é possivel
corrigir desvios ocorridos por outras causas que ndo estejam relacionadas as diferengas

de desempenho das linhagens testadas.

3.2.2.6 Floculacao

Ao final dos ensaios de fermentacdo, foi realizado uma avaliagdo visual das
caracteristicas de floculagdo das linhagens testadas, as quais foram classificadas como:
ausente (quando ndo se detecta flocos no meio), leve (flocos finos, aparéncia de areia
dispersos no meio), média (flocos depositados no fundo quando a agitacdo € cessada) e
pesada (flocos grandes com decantagdo rdpida quando a agitacdo € cessada, formando

duas fases).

3.2.3 Capacidade Fermentativa

As cepas isoladas do processo foram classificadas utilizando os parametros
obtidos nos ensaios de fermentagcdo, utilizando-se a metodologia da Capacidade
Fermentativa proposta por (Andrietta; Migliari; Andrietta, 1999), baseado na utilizacao
de seis parametros industriais que sdo: Produgdo especifica de células (Ys), Velocidade
de Consumo de Substrato ART (Vcs), Nivel de conversdo de ART (NCO), Velocidade
especifica méxima de crescimento (umax), Produtividade (PROD) e Produgdo Especifica

de Etanol (Y ps).
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Cada parametro contempla trés niveis de valores, sendo alto (1), médio (2) e

baixo (3) conforme tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Limite das faixas de variacdo dos niveis alto, médio e baixo dos

parametros utilizados na classifica¢ao

Ne Parimetros Nivel Alto Nivel Médio Nivel Batxo
Parimetros (1) (2) (3)

Primeiro Y s = 0.044 0,044 = 0,041 < 0,041
Segundo WIS =57 57=52 <52
Terceiro NCO =083 08.5 =900 < 90

Quarto umax =055 055 =045 < 045
Quinto PEOD >24 24=22 <232

Sexto Y pis =045 045 =042 < (042

Fonte: Andrietia et al. (1999)

Y. = g massa celular seca produzida / g ART consumido

Vcs = g ART consumido / Volume do meio em L x tempo em horas

NCO = % nivel de conversido de substrato ART

Umax = velocidade especifica maxima de crescimento (h™)

PROD = g de Etanol produzido / Volume do meio em L x tempo em horas

Y,s = g de etanol produzido / g ART consumido

Sdo consideradas cepas pertencentes ao mesmo grupo aquelas que

apresentam a mesma sequéncia numérica. As cepas foram testadas para obtencdo dos

parametros e seus valores corrigidos para uma mesma base de célculo, utilizando valores

da cepa de referéncia CAT-1 obtidos em cada ensaio, corrigidos para os valores de

referéncia apresentados na tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Valores de referéncia da base de célculo dos parametros utilizados na

classificacdo das cepas.

Parametro Unidade Valor de Referéncia
Producéio especifica de células G MS/g substrato 0,04
Velocidade de consumo de g Subs/ L xh : 58
substrato

Nivel de conversao do substrato % 98,5

Velocidade especifica maxima Ith 0,5
de crescimento {jimax)

Produtividade (PROD) gET/Lxh . 25

Producdo especifica de etanol G ET/ g substrato 0,46

(Yps)

ANDRIETTA ef af. (1998).

Para este estudo, o parametro velocidade especifica mdxima de crescimento

(umax), ndo foi considerado.

3.2.4 Calculos dos parametros de desempenho da linhagem de levedura padrao no

meio padrao

A performance das linhagens de leveduras foi determinada através da
avaliagdo dos parametros de desempenho fermentativo das linhagens nos ensaios de
fermentacdo reduzida. Para tanto, utilizou-se os parametros da capacidade fermentativa,
como rendimento em células (Y x/s), rendimento em produto (Y p/s), Produtividade
(PROD), Velocidade de consumo (VCS) e Conversdo (NCO).

Estes parametros foram obtidos utilizando-se as andlises de ART do mosto e
vinho fermentado, massa celular do inoculo e do vinho fermentado, a concentracdo de
etanol do vinho fermentado e o peso dos frascos obtidos no ensaio de fermentagcdo
reduzida (3.2.2.3 € 3.2.2.4). Os cdlculos para a obtencdo destes parametros se encontram

na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Determinagdo do rendimento fermentativo para avaliacdo das linhagens

industriais
Parametros Calculo Variaveis
MgrMm - Massa Frasco com
Massa do Meio (Mwm) My, = Mgy — Mgy mosto
MEry — Massa frasco vazio
Massa de Fermento MEgmr — Massa frasco com
Mg = Mpyp — Mpy
(Mr) mosto e fermento
Massa de vinho Mgryr - Massa Frasco

fermentado (Mvr)
Massa ART Entrado (M
ARTEN)

Massa ART Residual
(M ARTREs)

Massa ART Consumido
(M ARTcons)

Massa Etanol
Produzido (MgT)
Rendimento em produto

(Y p/s)

Rendimento

fermentativo (RErg)

Rendimento em células
(Y x/s)
Conversao

(NCO)
Produtividade (PROD)

Velocidade consumo

(Vces)

Myp = Mpyp — Mpy

My xART),
MARTen = ( D, x100 )
MARTgps = ( 100 )

MARTCONS = MARTEN —_ MARTRES

MypxPyp

My =——x 0,79
ET 100 XV,

MET

Y, o= —
P/S ™ M ARTons

Y
/s

REpz = 100 x —=
Yt s

Mseca
M ARTcons

Yx/s -

M ARTgyr — M ARTggs

NCO
M ARTgyr

Mgr
Volxt

PROD =

Ves = M ARTcons
©= Volxt

com vinho fermentado
ARTwm — Conc. ART meio
Dwm — Densidade meio
ARTvr—Conc. ART final

vinho fermentado

Pve — Conc. Etanol no

vinho fermentado

Yt p/s — rendimento em
etanol tedrico que
equivale a 0,511 g/g

Mseca = massa seca

analisada do in6culo

Vol = volume do meio em
litros

t = tempo em horas
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3.2.5 Correcao dos valores dos parametros de desempenho

Os valores do NCO, Yp/s, Yx/s, PROD, Vcs, calculados a partir das linhagens
de levedura testadas de cada quinzena, foram ajustados a uma mesma base usando um
fator de correc¢do (FT) obtido da relagc@o entre a média aritmética dos resultados destes
parametros de cada ensaio com a linhagem padrdo e os valores de referéncia adotados

para cada parametro.

Tabela 3.5 — Pardmetros de referéncia para ajuste de dados

Parametros Fator Ele Referéncia
correciao
Yx/s PAD
Yo FT_vpi 0,46 Yol o f6AD
Prod FT_proa 2,5 MZDSP&
VCS FT ves 5.8 Ves PAD S%AD
Conv FT_~co 90 wggﬁ

Fonte: Acervo pessoal

Dessa forma, os valores dos parametros das triplicatas de cada ensaio foram
corrigidos a uma mesma base de célculo permitindo a comparagdo entre os dados de

diferentes ensaios.

3.3 Dados industriais

Os rendimentos fermentativos industriais (RFI) foram obtidos do Sistema de

Dados da Usina Catanduva das safras 2012 e 2013, cuja determinacao é realizada por

balanco de massa conforme descrito por BIOCONTAL (2011).
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3.4 Metodologia Analitica

3.4.1 Determinacao da Biomassa

As amostras foram transferidas para um disco de aluminio tarado. Apds a
secagem do material, o valor da massa seca € obtido pela diferenca de peso.

Para determinar a massa celular produzida na fermentacdo foi utilizado o
método direto, que consiste na secagem do material produzido, usando-se uma balanga
analisadora de umidade por infravermelho, modelo IV 2000, marca GEHAKA.

Foi transferido para um tubo de centrifuga graduado, 10 mL do in6culo
usando como medida a prépria graduagdo do tubo. A centrifugacdo se deu a 3000 rpm
por 10 minutos. O precipitado obtido foi lavado com &4gua destilada duas vezes e
transferido para o disco de inox previamente pesado. A secagem € iniciada ao pressionar
SIM no visor e o resultado obtido de cada amostra aparece no visor ao final do processo.
O valor obtido € dividido por 100.

O mesmo procedimento foi feito para o vinho fermentado das etapas 01 e 02.
Para transferir o indculo da etapa 02, utilizou-se uma seringa descartdvel graduada para

medir 10 mL a cada cepa testada.

3.4.2 Determinaciao de ART (Acicar Redutor Total) no Meio de cultivo — Método

Lane-Eynon

As andlises para determinacao dos aguicares redutores totais no mosto foram
realizadas utilizando-se a metodologia desenvolvida por Lane-Eynon e adaptada pela

Fermentec no Manual de Métodos Analiticos, 5° edi¢do, 2014.
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3.4.3 Determinacado de ARRT (Acicar Redutor Residual Total) em Vinho
Centrifugado — Método Somogy-Nelson

As andlises para determinacdo dos agucares redutores residuais totais no
vinho centrifugado foram realizadas utilizando-se a metodologia de Somogy-Nelson e
adaptada pela Fermentec no Manual de Métodos Analiticos, 5° edi¢ao, 2014.

O procedimento analitico se baseia na propriedade de alguns acucares
reduzirem o Cu*? em Cu*!. Desta forma, apds o preparo da amostra, é realizada a reagiio
de detec¢ao, que consiste em duas etapas. Na primeira é adicionado o reativo de Somogy
(contendo Cu*? em meio alcalino). Na segunda etapa é adicionado o reativo de Nelson,
que contém o heteroplidcido silico-molibdico que ao ser reduzido produz um complexo

colorido azul que é monitorado espectrofotometricamente.

3.44 - Determinacao de Etanol em Vinho Centrifugado — Método Densimetro

Digital

O método baseia-se na extracdo do etanol presente na amostra através de
arraste a vapor na destilacdo. Em seguida, com a utiliza¢do de um densimetro digital, é
determinada a densidade da solu¢do hidro alcodlica condensada e, a partir desta constante
fisica, é determinada o teor alcodlico da amostra, compensando o fator de concentracao.
No densimetro a densidade € determinada pela medida da frequéncia da oscila¢do do tubo
U preenchido com a amostra, comparada com as frequéncias de oscilacio quando

preenchido com 4gua pura.
3.4.5 Determinacao °Brix em Meio de cultivo — Método refratométrico
O método se baseia na correlagdo existente entre a medida do indice de

refracdo de uma solucdo acucarada e o seu teor de sdlidos dissolvidos, seguindo a

metodologia do Manual de Métodos Analiticos da Fermentec, 5° edi¢do, 2014.
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3.4.6 Determinacao da Acidez Sulfirica no mosto de fermentacio e vinho bruto

O método se baseia na determinag¢do do ponto de neutralizagdo dos acidos
contidos na amostra utilizando solu¢do de NAOH 0,05M, previamente padronizada, e
fenolftaleina a 1% como indicador, seguindo a metodologia do Manual de Métodos
Analiticos da Fermentec, 5° edicdo, 2014. A relacdo Acidez / °Brix se da pela divisao

entre esses dois parametros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram realizadas 18 fermentacdes em escala reduzida, sendo 9 da safra 2012
e 9 da safra 2013, referente a Etapa 1 da Caracterizacdo da Matéria-prima.

Em relacdo a Etapa 02, Avaliacdo de desempenho das linhagens Industriais,
quatro fermentacdes realizadas entre as duas safras.

Cada experimento da Etapa 01 foi composto de um ensaio padrdo e outros
dois ensaios das quinzenas testadas, enquanto que na Etapa 02 trés ensaios das cepas

testadas foram realizados juntamente com um ensaio padrao.

4.1 SAFRA 2012

4.1.1 Etapa 1 — Avaliacao da qualidade dos meios de cultivo industriais

4.1.1.1 Caracterizacao da Matéria-prima

A Tabela 4.1 mostra os valores de concentracao de ART, °Brix e Acidez dos

mostos industriais de cada quinzena avaliada, assim como as relagdes Acidez/Brix e ART/

Brix.
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Tabela 4.1 - Dados analiticos dos mostos industriais das quinzenas avaliadas da safra 2012

SAFRA20I2 @ Gihy (gly  ARTBRIX  Acides/BRIX
Q1  09-23/05/12 21,07 19,43 1,04 92,22 4,94
Q2  01-15/06/12 20,13 18,09 1,27 89,87 6,31
Q3 16-30/06/12 21,50 19,82 1,02 92,19 4,74
Q4 01-15/07/12 19,80 18,45 1,02 93,18 5,15
Q5 16-31/07/12 21,20 19,11 1,14 90,14 5,38
Q6 01-15/08/12 20,60 19,26 1,26 93,50 6,12
Q7 16-31/08/12 21,81 20,71 1,28 94,96 5.87
Q8 01-15/09/12 21,25 20,10 1,21 94,59 5,69
Q9  16-30/09/12 21,44 19,51 1,32 91,00 6,16
Q10 01-15/10/12 21,63 20,92 L15 96,72 5,32
Q11 16-31/10/12 21,93 20,94 0,79 95,49 3,60
Q12 01-15/11/12 21,28 19,84 1,09 93,23 5,12
Q13  16-30/11/12 21,21 20,46 1,04 96,46 4,90
Ql4 01-15/12/12 19,86 17,80 1,24 89,63 6,24
Q15 16-31/12/12 18,01 16,39 0,90 91,00 5,00

Fonte: Elaborado pelo autor

Observa-se pelos dados contidos na Tabela 4.1 que existe uma variagdo
significativa das concentra¢des dos componentes dos mostos coletados nas quinzenas
avaliadas. Em relacdo a concentracdo de ART, essa variacdo entre as quinzenas era
esperada, pois de acordo com Vasconcelos (s/data), a composi¢do de acticar na cana-de-
acucar depende do estdgio de maturagdo, condicdes climaticas, adubacdo, ferti-irrigacao,
altura do desponte, tempo entre o corte e processamento, sanidade da cultura,
propriedades quimicas, fisicas e microbiolégicas do solo, além da idade do canavial.
Valores maiores sdo esperados no auge da maturacao, correspondente ao meio da safra e
valores menores no inicio e fim de safra.

A variacdo da concentragdo de acticar no mosto ocorre ndo somente em
fun¢do da qualidade da matéria-prima, mas também devido a sua composicdo, que esta

diretamente relacionado ao mix de producao e layout da planta industrial.
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Na Unidade em estudo, na maior parte da safra, o mosto € misto, composto
por melaco, caldo de cana tratado e dgua. O mix de producgdo para agicar da Usina
Catanduva foi de aproximadamente 45% para as duas safras e 30% do ART do mosto
constituido por melaco. Portanto, as variagdes que ocorreram, sejam por conta do
processo de fabricacdo de aguicar ou do mix de producao da planta industrial, relacionam-
se diretamente com a composicao dos meios testados.

Os dados contidos na Tabela 4.1, geralmente sio os dados que se tem
disponiveis nas unidades industriais e sdo utilizados como indicativo de qualidade do
mosto. A relagdo acidez/Brix indica a quantidade de dcidos presentes no mosto em relacao
ao total de solidos soluveis. A relagdo ART/Brix mostra a quantidade de agucares
redutores presentes no mosto em relagdo a quantidade total de s6lidos soliveis.

A quantidade de melago presente num mosto nao implica diretamente em
perda ou ganho de rendimento fermentativo, pois em se tratando de matéria-prima, o
impacto no rendimento estd mais vinculado com a qualidade do melago e da cana-de-
acucar.

Conforme descrito por Andrietta (2013), o problema do melaco estd na
presenca de grande quantidade de substincias com capacidade de inibir o
desenvolvimento normal da célula de levedura, sendo que uma boa parte delas é gerada
na fabrica de acticar por destruicio térmica dos agicares redutores (glicose e frutose). E
previsivel que o desempenho de uma unidade operando com um meio industrial composto
de uma quantidade maior de melaco ndo tenha o mesmo desempenho quando opera
somente com caldo de cana.

A combinagdo de fatores como pH, temperatura e tempo de processamento,
nas etapas que envolvem aquecimento do caldo, podem desencadear reagdes secunddrias
e formar compostos prejudiciais a fermentagdo, como &4cidos organicos oriundos da
decomposicdo térmica dos acucares redutores. Baseado neste fato, assume-se como
parametro indicativo da qualidade do mel a relagdo Acidez/ Brix. A tabela 4.2 apresenta

as faixas para classificagdo dos méis de acordo com a relagao Acidez/Brix.
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Acidez / % Brix Classificacdo do mel
Menor que 5,5 Otimo
De5,5a6,5 Bom
De6,5a8 Regular
Superior a 8 Ruim

Fonte: Andrietta (2010)

O gréfico 4.1 apresenta a correlacdo obtida entre os valores de ART

experimental e os valores médios obtidos na Planta Industrial nas quinzenas estudadas.
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Grifico 4.1 - Correlacao entre a %ART experimental e Industrial da safra 2012

Essa boa correlagdo entre os dados do grifico 4.1 evidencia que a

metodologia utilizada para coleta e conservacdo das amostras foi satisfatdria

representando adequadamente a realidade industrial.
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Na Tabela 4.3 sdo apresentados os resultados do Rendimento Fermentativo

Experimental dos meios industriais de cada quinzena, corrigidos pelos valores de

referéncia.

Tabela 4.3 - Rendimento Fermentativo Experimental Corrigido da Safra 2012

SAFRA 2012 Ensaio Quinzena - Dados corrigidos
. , Fator RF_exp RF_exp RF_ex Desvio
Quinzena Periodo correcdo  Tri 1 ’ Tri 2 b Tri 3 ’ RF_EXP Padrio
Q1 09-23/05/12  0,9863 87,73 87,55 87,51 87,60 0,12
Q2 01-15/06/12 0,9863 90,85 90,45 90,65 90,65 0,20
Q3 16-30/06/12  1,0563 87,83 87,88 88,38 88,03 0,30
Q4 01-15/07/12  1,0563 87,97 88,37 87,63 87,99 0,37
Q5 16-31/07/12  0,9665 88,47 87,88 88,45 88,27 0,33
Q6 01-15/08/12  0,9665 85,86 85,90 86,29 86,02 0,24
Q7 16-31/08/12 1,0193 90,04 90,67 90,74 90,48 0,38
Q8 01-15/09/12 1,0132 91,63 91,92 91,88 91,81 0,16
Q9 16-30/09/12  1,0193 94,51 94,51 94,48 94,50 0,02
Q10 01-15/10/12 0,9794 88,12 88,06 87,87 88,01 0,13
Q11 16-31/10/12 1,0074 89,97 89,61 90,15 89,91 0,27
Q12 01-15/11/12  0,9794 90,58 90,63 90,07 90,42 0,31
Q13 16-30/11/12  0,9848 86,98 87,09 87,04 87,03 0,05
Q14 01-15/12/12  0,9848 89,75 89,90 90,77 90,14 0,55
Q15 16-31/12/12  0,9771 86,36 85,78 86,45 86,20 0,36
Média 89,14

Fonte: Elaborado pelo autor

Observa-se pelos dados contidos na Tabela 4.3 que o rendimento

fermentativo oscilou significativamente para cada quinzena de mosto testado,

demonstrando a variagdo da qualidade da matéria-prima ao longo da safra.

Valores altos de Acidez/Brix indicam a presen¢a de uma maior quantidade de

acidos organicos, entre eles estd o acético formado pela decomposicdo térmica dos

acucares durante a fabricacio do agucar. Estes dcidos em pH abaixo de 4,8 exercem uma

inibicdo forte as células de levedura. Assim, quanto maior for a relacdo acidez/brix,

espera-se pior desempenho fermentativo da levedura conforme demonstra a tabela 4.2.
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O grifico 4.2 mostra a correlacdo entre o rendimento fermentativo

experimental e a relacdo Acidez/Brix, para os dados contidos na tabela 4.1.
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Grafico 4.2 - Correlacdo entre o rendimento fermentativo e a relacdo Acidez/Brix da
safra 2012

Valores baixos da relacio ART/Brix indicam que uma maior quantidade de
melago foi utilizada no preparo do mosto. Considerando que o melago possui uma maior
quantidade de substancias inibidoras das células de levedura em sua composicao, € de se
esperar um desempenho fermentativo menor, quanto menor for o valor deste parametro.

O grafico 4.3 mostra a correlacdo entre o rendimento fermentativo

experimental e a relacdo ART/Brix, para os dados contidos na tabela 4.1.
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Graéfico 4.3 - Correlacdo entre o rendimento fermentativo e a relacdo ART/Brix da safra

2012

Como se pode observar, nao foi possivel estabelecer uma correlagio entre a
varia¢do do valor de rendimento fermentativo e a relacdes de ART/Brix e Acidez/Brix.

Apesar desses parametros serem um indicativo de qualidade fermentativa do
mosto, estes ndo podem ser utilizados sozinhos para classificagao da qualidade do mesmo,
mostrando que existem outras varidveis que ndo estdo sendo consideradas neste estudo e

que foram capazes de interferir significativamente no rendimento fermentativo.

4.1.1.3 Delineamento Estatistico

A andlise estatistica dos dados obtidos nos ensaios de cada quinzena foi
realizada utilizando-se o Teste-T, por se tratar de uma comparagao de dados relativamente
pequena, ou seja, menor que 30. O Teste-T utilizado foi uni-caudal com nivel de

significancia de 95%. Os resultados estdo mostrados na tabela 4.4.



Tabela 4.4 - Valores de p para os Test T uni-caudal com nivel de significancia de 95%

para amostras com variancia presumidamente diferentes da safra 2012.
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Q1 Q2 Q3 Q4 Qs Q6 Q7 Qs Q9 Q10 Q11 Q12 Q13 Q14 Qis

Q1 0,00004 0,05852 0,09947 0,03007 0,00098 0,00158 0,00000 0,00003 0,00805 0,00066 0,00073 0,00354 0,00608 0,00723
Q2 0,00004 0,00027 0,00077 0,00062 0,00001 0,27682 0,00081 0,00039 0,00006 0,01118 0,17865 0,00024 0,12297 0,00014
Q3 0,05852  0,00027 0,44966 0,20849 0,00053 0,00062 0,00015 0,00035 0,46836 0,00069 0,00034 0,01324 0,00457 0,00144
Q4 0,09947 0,00077 0,44966 0,19917 0,00142 0,00064 0,00044 0,00053 046701 0,00136 0,00055 0,02210 0,00364 0,00197
as 0,03007 0,00062 0,20849 0,19917 0,00055 0,00089 0,00031 0,00046 0,16117 0,00155 0,00062 0,01071 0,00595 0,00099
Q6 0,00098 0,00001 0,00053 0,00142 0,00055 0,00012 0,00001 0,00012 0,00040 0,00003 0,00003 0,00697 0,00101 0,25633
a7 0,00158 0,27682 0,00062 0,00064 0,00089 0,00012 0,00798 0,00149 0,00206 0,05539 0,42167 0,00180 0,21608 0,00008
Qs 0,00000 0,00081 0,00015 0,00044 0,00031 0,00001 0,00798 0,00049 0,00000 0,00068 0,00327 0,00005 0,01341 0,00014
Q9 0,00003 0,00033 0,00035 0,00053 0,00046 0,00012 0,00149 0,00049 0,00005 0,00055 0,00094 0,00000 0,00261 0,00031
Q10 0,00805 0,00006 0,46836 0,46701 0,16117 0,00040 0,00206 0,00000 0,00005 0,00096 0,00034 0,00120 0,00858 0,00358
Q11 0,00066 0,01118 0,00069 0,00136 0,00155 0,00003 0,05539 0,00068 0,00055 0,00096 0,04988 0,00110 0,28204 0,00012
Q12 0,00073 0,17865 0,00034 0,00055 0,00062 0,00003 0,42167 0,00327 0,00094 0,00094 0,04988 0,00112 0,24661 0,00006
Q13 0,00354 0,00024 0,01324 0,02210 0,01071 0,00697 0,00180 0,00005 0,00000 0,00120 0,00110 0,00112 0,00483 0,02748
Q14 0,00608 0,12297 0,00457 0,00364 0,00595 0,00101 0,21608 0,01341 0,00261 0,00858 0,28204 0,24661 0,00489 0,00050
Q1s 0,00723 0,00014 0,00144 0,00197 0,00099 0,25633 0,00008 0,00014 0,00031 0,00358 0,00012 0,00006 0,02748 0,00050

Fonte: Elaborado pelo autor

Os valores destacados em negrito itdlico na Tabela 4.4 sdo aqueles onde o
valor de p é maior que 0,025 permitindo que se aceita a hipétese nula Ho, confirmando
que as médias entre as duas quinzenas comparadas sdo estatisticamente iguais. Nota-se,
que cada quinzena apresentou no maximo 4 outras com valor de desempenho similares.
Isto comprova que a qualidade da matéria-prima varia ao longo da safra e interfere
significativamente no desempenho da linhagem de levedura padrio CAT-1, fazendo
variar o Rendimento Fermentativo.

A oitava e nona quinzenas, referentes aos periodos 01 a 30/09/12, sao as
Unicas que ndo se assemelham com as demais, indicando ter esta matéria-prima melhor
qualidade quando comparadas as outras quinzenas. As quinzenas com OS Mmenores
rendimentos sdo as 6 e 15, periodo de 01 a 15/08 e 16 a 31/12, mostrando que nesse
periodo a matéria-prima processada na Usina e destinada a fermenta¢ao nao foi adequada.
A tabela 4.5 apresenta a faixa de valores do Rendimento Fermentativo usada para

classificacdo da qualidade da matéria prima entre baixa, regular, excelente.
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Tabela 4.5 — Classificacdo da qualidade da matéria-prima em fun¢do dos valores de

rendimentos fermentativos experimentais da safra 2012

Faixa Rendimento Grupo de Percentual
Classificacao
(%) quinzenas (%)
Menor que 88 Baixo 1,4,6,13¢e 15 33,3
88 a90 Regular 3,5,10e 11 26,7
Maior que 90 Excelente 2,7,8,9,12e 14 40,0

As quinzenas 2,7, 8,9, 12 e 14 apresentam rendimento fermentativo superior

ao padrao de referéncia — 90%. As quinzenas 01, 04, 06, 13 e 15 estao classificadas como

periodos de baixo rendimento fermentativo, enquanto que os ensaios das quinzenas 03,

05, 10 e 11 apresentaram resultados regulares. Apesar da maior parte dos rendimentos

fermentativos experimentais estarem classificados abaixo de regular, 40% dos ensaios foi

considerado como excelente, obtendo resultado acima do padrao de referéncia.

A tabela 4.6 apresenta os dados industriais de Rendimento Fermentativo da

Usina Catanduva no periodo estudado.
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Tabela 4.6 - Rendimento Fermentativo Industrial (RFI) da safra 2012

Quinzenas

Periodo

% RFI

Ql
Q2
Q3
Q4
Q5
Q6
Q7
Q8
Q9
Q10
Ql1
Q12
QI3
Q14
QIS5

09-23/05/12
01-15/06/12
16-30/06/12
01-15/07/12
16-31/07/12
01-15/08/12
16-31/08/12
01-15/09/12
16-30/09/12
01-15/10/12
16-31/10/12
01-15/11/12
16-30/11/12
01-15/12/12
16-31/12/12
Média

88,88
93,12
88,15
88,03
90,34
87,64
93,57
87,73
86,85
89,21
94,59
86,85
85,20
84,84
118,73
88,93

O udltimo ponto do Rendimento Fermentativo Industrial de 2012 foi

desconsiderado da andlise, pois se trata de esgotamento do processo no fim da safra.

Apesar da boa representatividadade das amostras coletadas para o

experimento como mostrado no gréafico 4.1, ndo se observou correlagdo significativa entre

o rendimento fermentativo experimental e o rendimento fermentativo industrial quando

comparadas todas as quinzenas da safra de 2012 conforme mostra o gréfico 4.4.
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Grifico 4.4 — Comparativo entre Rendimentos Experimentais e Industriais da safra 2012
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Porém, ao se avaliar somente as sete primeiras quinzenas, nota-se que existe
uma correlacdo de 85% entre os rendimentos fermentativos obtidos experimentalmente e
os dados industriais de planta como pode ser visto no grafico 4.5. Este fato indica que
outros fatores, nas demais quinzenas, estdo interferindo no Rendimento Fermentativo

Industrial e que ndo estdo relacionados a matéria-prima.
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Gréfico 4.5 — Comparativo entre Rendimentos Experimentais e Industriais de sete
quinzenas
Nao se pretende com esse estudo, encontrar as causas das oscilacdes de
Rendimento Fermentativo nas diferentes matérias-primas analisadas, mas apenas
demonstrar que a qualidade da matéria-prima afeta significativamente a performance da

levedura.
4.1.2 Etapa 02 — Avaliacao de desempenho das linhagens Industriais da safra 2012
4.1.2.1 Dominancia e Persisténcia das Linhagens de Leveduras isoladas

A safra 2012 da Usina Catanduva foi iniciada com 300 kg de leveduras
selecionadas, sendo 150 kg PE-2 e 150 kg CAT-1.

Ap0s isolados nas placas de WLN, os bidtipos que apresentaram morfologia
de colonia diferentes foram isolados e submetidos a andlise de cariotipagem. Os testes

resultaram no isolamento de 7 linhagens de levedura distintas na safra 2012, em
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concentracdo superior a 105 UFC/ml, sendo 5 nativas e 2 selecionadas. A Tabela 4.7

apresenta a dindmica populacional destas linhagens identificadas no processo em cada

quinzena e o grafico 4.6 ilustra essa dinamica.

Tabela 4.7: Dinamica Populacional das Linhagens de leveduras do Processo na safra 2012

Safra 2012 Datacoleta PE-2  CAT-1 Natival Nativa2 Nativa3 Nativa4 Nativa 5
Quinzena 1  26/04/2012 80,6 19,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 2  10/05/2012 90,1 9,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 3  05/06/2012 93,6 6,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena4  18/06/2012 91,7 8,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 5  02/07/2012 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 6  16/07/2012 20,0 0,0 53,3 26,7 0,0 0,0 0,0
Quinzena7  02/08/2012 15,0 0,0 50,0 35,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 8  20/08/2012 16,9 16,9 0,0 66,2 0,0 0,0 0,0
Quinzena 9  03/09/2012 65,2 0,0 0,0 0,0 34,8 0,0 0,0
Quinzena 10 16/09/2012 0,0 0,0 42,9 0,0 57,1 0,0 0,0
Quinzena 11  04/10/2012 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
Quinzena 12 15/10/2012 0,0 0,0 0,0 41,7 58,3 0,0 0,0
Quinzena 13 01/11/2012 23,1 0,0 0,0 23,1 53,8 0,0 0,0
Quinzena 14 26/11/2012 22,2 16,7 0,0 2,8 5,6 55,4 0,0
Quinzena 15 03/12/2012 18,6 69,8 0,0 0,0 11,6 0,0 0,0
Quinzena 16 19/12/2012 0,0 0,0 0,0 69,2 0,0 0,0 30,8
Quinzena 17 31/12/2012 55,5 0,0 0,0 0,0 45,5 0,0 0,0

Fonte: Elaborado pelo autor

O Grifico 4.6 mostra os perfis de permanéncia de cada linhagem ao longo da safra 2012.



76

Populagao de leveduras do processo - 2012

e=—g==Pec) amil=sCat A Natival e=iesNativa2  esfiesNativa3 em@=sNativa4 emggssNativa5

Grifico 4.6: Perfil populacional das linhagens ao longo da safra 2012

Observa-se que nas cinco primeiras quinzenas da safra a populagdo de
levedura no processo € constituida 100% por leveduras selecionadas, PE-2 e CAT-1. Esse
fato inicialmente era esperado, pois estas linhagens foram aquelas usadas como indculo.

A linhagem CAT-1 mostrou uma capacidade de adaptacdo as condicdes
industriais menor do que a PE-2, pois sua participacdo populacional reduziu a cada
quinzena, atingindo concentracdes inferiores a 10® UFC/ml na coleta de 02/07/12. A PE-
2 mostrou uma forte dominancia e persisténcia, pois apareceu em mais de 76% das
quinzenas estudadas.

Esse fato € explicado por Andrietta et al. (2011b) ao afirmar que a linhagem
PE-2 ¢ uma levedura que tem a capacidade de permanecer, embora nem sempre como
dominante, em grande parte das destilarias brasileiras em que € usada como in6culo. A
sua capacidade de dominancia do processo parece estar ligada ao alto rendimento em
célula Yx/s e a alta velocidade de consumo de substrato apresentado por essa linhagem.
Argueso & Pereira (2009) atribuem essa permanéncia a sua complexidade gendmica, a
qual permite a adaptacdo desta ao ambiente industrial.

O fato de algumas linhagens aparecerem em uma quinzena, ndo serem
detectadas em outras e voltarem a aparecer em quinzenas subsequentes estd vinculado

também a limitacdo do método de isolamento dos bidtipos no plaqueamento das amostras
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que somente permite a deteccdo de linhagens acima da concentracdo de 10° UFC/ml. A
nao deteccdo de certas linhagens em algumas quinzenas nao significa que a mesma foi
eliminada do processo, pois, ela pode estar em concentracdes inferiores a 10 UFC/ml.

Andrietta (2011b) enfatiza que a diversidade de linhagens de leveduras
encontradas nos diferentes processos de fermentacao indica ndo existir um tnico fator
responsavel pela instalacdo e permanéncia de uma linhagem de levedura, mas sim de uma
série de varidveis que somadas sdo os determinantes para a selecdo e dindmica da
populacdo das leveduras de processo que € tnica para cada um dos processos.

Vicente, citado por Andrietta (2010) descrevem que as leveduras habitantes
naturais do caldo s@o potencialmente as candidatas a dominarem a biomassa das dornas
de producao de bioetanol. Considerando o processo de obteng¢do da cachaga, onde nao
existe a introducdo do inéculo no inicio das atividades, pode-se elucidar como as
leveduras nativas dominam o processo de etanol. Na fermentacdo da cachaca, é feita uma
mistura de milho, suco de limdo, arroz e amido e essa mistura sofre uma fermentacao
espontanea com duracgao de 12 a 24 horas. Caldo de cana € entdo adicionado a essa mistura
até que seja observada a liberacdo de CO», indicativos de que linhagens de leveduras
nativas estdo presentes e serdao responsdveis pela producio da bebida.

As linhagens selecionadas que conhecemos e citadas anteriormente, sao
leveduras nativas que foram isoladas de unidades produtoras. Basso et al. (1993), em seu
trabalho sobre a dominancia de leveduras contaminantes constatou que as leveduras
utilizadas como indculo sdo completamente substituidas por leveduras nativas ainda no
inicio da safra. Constatou-se ainda que a tnica levedura com capacidade de permanecer
no processo € a isolada de safras anteriores. Sendo assim, seria de se esperar que a cepa
CAT-1, oriunda da Usina Catanduva e usada como padrdo nesse trabalho, teria a
dominancia do processo da Usina em estudo o qual, conforme observamos pelos
resultados, ndo aconteceu.

Mesmo a CAT-1 tendo sido isolada do processo da Usina Catanduva na
safra 1998/1999, esta ndo foi capaz de dominar o processo por longos periodos.

Apesar da identificacdo de 7 cepas no processo, 5 nativas e 2 selecionadas,
na maioria das quinzenas, a populacao foi constituida de 2 a 3 linhagens de leveduras o

que corrobora com estudo de Andrietta (2011b) ao inferir a flutuacdo da dindmica
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populacional as caracteristicas da matéria-prima processada e das condi¢des operacionais.
A dominéncia de um unico isolado aconteceu em apenas duas coletas, sendo na 5°
constituido pela PE-2 e 11° pela Nativa 3.

A Nativa 1 aparece em apenas 3 coletas, das quais mostra-se dominante
(populagdao acima de 40%) em 66,7% dos casos. A Nativa 2 aparece em 41,2% das
coletas, porém de forma menos agressiva que a Nativa 03. Essa cepa foi a que apresentou
a capacidade de se instalar, dominar e permanecer por um tempo maior no processo entre
as nativas, detectada em 8 das 17 coletas. A presenca da Nativa 03 foi a responsavel pela
“eliminacdo” da PE-2, nos periodos que ela dominou, pois na primeira vez que ela aparece
conta com participagdo populacional acima de 30%, progredindo nas quinzenas
subsequentes até dominar totalmente o processo. A partir daf ela persiste até o fim da
safra, deixando de ser detectada apenas na 16° coleta.

As Nativas 4 e 5 apareceram em uma Unica quinzena, respectivamente 14°
e 16° quinzenas e com participacdo populacional considerdveis, 55 e 30,8%
respectivamente.

Andrietta (2010) relata que as condi¢cdes do meio pode ser uma das explicagoes
da ndo permanéncia de uma mesma linhagem durante a safra e entre as safras. Elas surgem
espontaneamente, se adaptam as condi¢des do processo, competem inclusive com as
selecionadas e muitas vezes terminam predominando o meio. Por ser um fato comum nas
destilarias brasileiras, muitos estudos sdo desenvolvidos com o objetivo de caracterizar as
diferentes cepas que surgem, porém muito pouco se conhece em relagao as causas.

A presenga de mais de uma linhagem em processo niao deve ser vista como
algo negativo, pois, em caso de variacdes repentinas das condi¢des operacionais, uma das
linhagens presentes pode se adequar melhor as novas condi¢des € manter o processo
funcionando (ANDRIETTA, 2013).

Ducan, apud ANDRIETTA, STECKELBERG e ANDRIETTA (2006)
citam que a cana-de-actcar sadia carrega niveis de 10° a 10* de fungo por grama de planta
e existem trabalhos que evidenciam a presenca dos géneros Saccharomyces, Torula e
Pichia.

Um outro ponto importante a ser observado neste trabalho é que apesar dos

procedimentos de amostragem terem sido padronizados conforme explicado no item
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3.2.1.2, aretirada das amostras do processo ter sido elaborado de forma a contemplar todo
o volume do fermento em operagdo no ato da coleta, entende-se que pode ndo ter sido tao
representativo uma vez que estamos avaliando um processo composto por dois ciclos de
sete bateladas de fermentagdo com aproximadamente 800.000L de vinho bruto cada
batelada, ou seja, uma pequena aliquota para representar de maneira instantdnea um

processo dessa dimensao.

4.1.2.2 Floculacao

Conforme descrito por Andrietta (2010), a floculagdo é um fendmeno em que
células de leveduras aderem-se umas as outras formando aglomerados (flocos) que se
sedimentam rapidamente no meio em que estdo suspenso. E considerado como uma
estratégia de sobrevivéncia, sendo que as células localizadas na periferia do floco
protegem as que estio no centro contra as condi¢des desfavordveis do meio. E
interessante ressaltar que diferentes perfis de floculagdo s@o observados entre as
linhagens. Existem algumas que flutuam como algoddo no meio da fermentagdo, outras
formam "pellet" e existem ainda leveduras floculantes que apenas decantam rapidamente
quando em repouso, sem que a propriedade de floculagdo seja percebida quando em
agitacdo. O processo de floculagao pode ser causado por fendmenos bioldgicos, quimicos
e fisicos podendo sofrer interferéncia de fatores externos ou simplesmente ser uma
caracteristica da propria levedura (ANDRIETTA, 2010).

Neste estudo, os niveis de floculacdo das linhagens de leveduras foram
determinados por avalia¢do visual da massa celular contida no vinho fermentado obtido
nos ensaios de fermentacdo utilizados para a determinacdo das caracteristicas
tecnoldgicas das mesmas. O meio utilizado nos experimentos possui baixa concentracao
de célcio que por si s6 ndo seria suficiente para provocar a floculagio no microrganismo
quando a mesma € dependente de cdlcio. Assim, as floculacdes observadas neste trabalho

seguiram outro mecanismo e sao caracteristicas intrinsecas das cepas.
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Tabela 4.8 - Classificacdo de floculagdo das leveduras nativas da safra 2012

Padrio
01-2012 02-2012 03-2012 04-2012  05-2012
CAT-1
Ausente Leve Leve Média Pesada Pesada

Com base nos dados contidos na Tabela 4.8, conclui-se que todas as leveduras
nativas identificadas no processo de fermentacao sao naturalmente floculantes.

Em comparagdo com os dados reais da planta industrial, a entrada das
linhagens de leveduras floculantes € percebida através de varidveis de controle da
operacdo que sdo: diminui¢do da % de fermento do creme de levedura nas separadoras
centrifugas e aumento da % de floculacdo do vinho levedurado, ambas detectados por
andlise fisico-quimica e microbioldgica.

Observa-se, no grafico 4.7, que apds a quinzena 6, ha aumento significativo
da floculagdo e reducao na concentragao de fermento no creme de levedura. Esse periodo
corresponde a 16/07/12, onde foi observado a entrada das leveduras nativas. A floculagao
das células de levedura no processo industrial persistiu até o fim da safra, assim como a

presenca das nativas.
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Griafico 4.7: Perfil de Floculagdo, concentragdo de células no creme e participagdo

populacional das leveduras nativas no processo em funcdo das quinzenas de safra 2012
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Jin & Speers, citado por Andrietta (2010) constataram que a floculacdo é um
processo controlado geneticamente e cujo mecanismo € muito complexo, o qual é
constituido por caracteristicas genéticas cromossdmicas e extra cromossomicas.

Segundo Andrietta (2010), nas ultimas safras tem sido relatada uma presenca
significativa de leveduras floculantes nas dornas de fermentacdo. Acredita-se que pelo
menos 15% das unidades trabalhem com pelo menos uma linhagem floculante em
porcentagem significante no processo.

Apesar das caracteristicas ndo desejadas, as leveduras nativas nem sempre
sdo prejudiciais ao processo e por serem bem adaptadas as condi¢des de estresse da
inddstria acabam se adequando as condicdes e sdo responsaveis pelo alto rendimento

fermentativo apds seu surgimento.

4.1.2.3 Capacidade Fermentativa

As cinco leveduras nativas foram submetidas a avaliacao de desempenho,
segundo a metodologia de Capacidade Fermentativa (Andrietta et al., 1999).

A tabela 4.9 mostra os parametros médios ja ajustados Yp/s, Yx/s,
Produtividade, Conversao, velocidade de consumo do substrato de cada cepa e

classificac@o numérica conforme Capacidade Fermentativa.
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Tabela 4.9: Valores médios dos parametros de caracterizagdo tecnoldgica da

safra 2012 e classificacdo numérica utilizando Método de Capacidade Fermentativa

Cepa 01-2012  02-2012  03-2012 04-2012 05-2012 REF

Yx/s 0,0514 0,0392 0,0752 0,0369 0,0431 0,0400

VCS 6,42 6,43 6,22 7,44 5,77 5,80

NCO 98,77 98,87 96,27 100,00 90,18 90,00

Prod 2,73 2,88 2,66 3,19 2,46 2,50

Yp/s 0,4547 0,4784 0,4576 0,4579 0,4550 0,4600
Capacidade

1-1-1-1-1  3-1-1-1-1 1-1-2-1-1  3-1-1-1-1  2-1-2-1-1 1-1-1-1-1
Fermentativa

Yws = g massa celular seca produzida / g ART consumido

Ves = g ART consumido / Volume do meio em L x tempo em horas

NCO = % nivel de conversio de substrato ART

Prod Esp = g de Etanol produzido / Volume do meio em L x tempo em horas

Y,is = g de etanol produzido / g ART consumido

O parametro rendimento em células (Yys) das cinco linhagens distribuem-se
pelos trés niveis, sendo 40% alto (cepas 1 e 3), 40% baixo (cepas 2 e 4) e 20% médio
(cepa 5).

Como citado anteriormente por Andrietta et al. (2011b), em teoria, a levedura
que produz maior quantidade de massa celular (Yys) tem maior chance de dominar o
processo de fermentacdo. Isso € confirmado quando se observa o comportamento da
linhagem Nativa 03 que apresenta o maior valor de Yx/s e foi capaz de substituir a PE-2.

O NCO classifica 60% dos isolados (cepas 01, 02 e 04) como nivel alto e 40%
(cepas 03 e 05) como nivel médio. A linhagem Nativa 04 foi a que apresentou o maior
valor para este parametro, pois foi a tnica que consumiu todo o ART disponivel no meio

indicando que esta cepa apresenta uma alta velocidade de conversdo de substrato que no
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processo industrial levaria a uma fermentacdo mais rdpida, aumentando a produtividade
do processo.

As cepas 02 e 04 sdo consideradas como tunico grupo, pois apresentam
caracteristicas tecnoldgicas iguais. Em relagdo ao processo da Unidade Catanduva, que
ndo possui secagem de leveduras, sdo as linhagens mais adequadas, pois tem baixa
producdo de células, alta conversao, alta produtividade e alto rendimento em etanol o que
a torna ideal para uso industrial.

Os demais grupos (01, 03 e 05) apresentaram bons resultados de rendimento
em etanol e produtividade, porém possuem alto rendimento em células que pode acarretar
problemas operacionais devido a dificuldade de eliminar o excesso de massa celular, ja
que esta planta nao possui unidade de secagem para producdo de levedura seca.

Em rela¢do aos parametros Yp/s, PROD e VCS, todos os isolados foram
classificados com nivel alto, o que € excelente para o processo fermentativo, pois sao
Otimas produtoras de etanol.

A Tabela 4.10 mostra os dados de rendimento fermentativo industrial da
Usina Virgolino de Oliveira — Unidade Catanduva cuja determinacdo é realizada por
balanco de massa descrito Biocontal (2011) e a participacdo populacional da linhagem de
levedura NATIVA 2 a qual apresenta o maior valor de rendimento em etanol (Yp/s) das

linhagens detectadas neste processo na safra 2012.
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Tabela 4.10 — Rendimento Fermentativo Industrial e participagdo populacional da Nativa

2 em relacdo as quinzenas da safra 2012

Safra 2012 Periodo Populagdo RF real
Nativa 2

Quinzena 01 09/04-26/04 84,29
Quinzena 02 26/04-10/05 83,84
Quinzena 03 10/05-05/06 86,74
Quinzena 04 05/06-18/06 93,30
Quinzena 05 18/06-02/07 87,24
Quinzena 06 02/07-16/07 26,7 88,17
Quinzena 07 16/07-02/08 35,0 84,20
Quinzena 08 02/08-20/08 66,2 88,16
Quinzena 09 20/08-03/09 87,23
Quinzena 10 03/09-16/09 88,28
Quinzena 11 16/09-04/10 87,34
Quinzena 12 04/10-15/10 41,7 88,13
Quinzena 13 15/10-01/11 23,1 88,12
Quinzena 14 01/11-26/11 2,8 85,97
Quinzena 15 26/11-03/12 84,23
Quinzena 16 03/12-19/12 69,2 83,52
Quinzena 17 19/12-31/12 104,92

Os resultados contidos na tabela 4.10 mostram que nas quinzenas 08, 12 e 16,
onde a linhagem Nativa 02 estava presente com alta participacdo populacional, os valores
de rendimento industriais variaram significativamente sem mostrar uma tendéncia clara,
tornando impossivel afirmar que a presenca desta linhagem contribuiu positivamente no
desempenho deste processo. Este fato mostra que quando as linhagens de levedura em
processo possuem caracteristicas fermentativas muito proximas entre si, a participacao
populacional das mesmas em processo nao € capaz de afetar o valor do rendimento

fermentativo industrial, j4 que o mesmo € afetado mais intensamente por outras variaveis,
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tais como: qualidade da matéria prima, instabilidade operacional e outros ou a
combinacdo delas. O efeito somente seria significativo no caso de presenca de linhagens

de levedura com caracteristicas fermentativas insatisfatorias.
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4.2 SAFRA 2013
4.2.1 Etapa 1 - Avaliacao da qualidade dos meios de cultivo industriais
4.2.1.1 Caracterizacio da Matéria-prima
A Tabela 4.11 mostra os valores de concentragdo de ART, °Brix e Acidez
dos mostos industriais de cada quinzena avaliada da safra 2013, assim como as relacdes

Acidez/Brix e ART/ Brix.

Tabela 4.11 - Dados analiticos dos mostos industriais das quinzenas avaliadas safra 2013

SAFRA 2013 (%]i)r/l;) (%1;/3) A(fgl/dlf)z AE?;/%;(}X Acililffélﬁlx
Ql 05-15/04/13 14,10 13,17 0,60 93,40 4,25
Q2 16 —30/04/13 20,10 19,16 0,63 95,32 3,11
Q3 01 —15/05/13 22,53 21,52 1,16 95,52 5,15
Q4 16-31/05/13 22,67 22,40 1,20 98,81 5,29
Q5 01 -15/06/13 20,96 19,82 1,00 94,56 4,77
Q6 16 —30/06/13 20,89 19,82 0,96 94,88 4,60
Q7 01-15/07/13 19,00 17,48 0,90 92,00 4,74
Q8 16-31/07/13 20,96 19,59 1,19 93,46 5,68
Q9 01 -15/08/13 20,42 19,33 1,39 94,66 6,81
Q10 16-31/08/13 18,97 17,43 1,30 91,88 6,85
Q11 01— 15/09/13 21,13 18,89 1,48 89,40 7,00
Q12 16 -30/09/13 20,57 18,75 1,46 91,15 7,10
Q13 01 -15/10/13 20,25 18,32 1,29 90,47 6,37
Q14 16-31/10/13 20,91 18,52 1,39 88,57 6,65
Q15 01-15/11/13 20,02 17,20 1,59 85,91 7,94
Q16 16-30/11/13 19,28 15,61 1,11 80,96 5,76

Fonte: Elaborado pelo autor
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Conforme observado nos dados da safra 2012, tabela 4.1, também existiu
uma variagdo significativa na composicao dos mostos coletados nas quinzenas avaliadas
da safra 2013.

Comparando-se as duas safras no grafico 4.8 em rela¢do a concentragdo de
ART no mosto nota-se que houve uma variacao nao somente durante a safra, mas também
entre as safras. Mesmo as safras 2012 e 2013 apresentando o mesmo perfil de mix de
producdo (45% para agucar) e composicao do mosto (30% via mel), observou-se uma
variacdo na concentracdo de ART no mosto entre as quinzenas das duas safras como

mostra o Gréfico 4.8, provavelmente em fun¢do da qualidade da cana-de-acucar.
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e SAFRA 2013 e SAFRA 2012

Grifico 4.8: Comparacdo entre os valores de concentracdo de ART das safras 2012 e

2013

Observa-se pela tabela 4.11 que os valores de Acidez/Brix dos meios
industriais da safra 2013 estdo mais elevados que os da safra 2012. Os valores
permaneceram acima de 6,5, nivel regular pela classificacdo da tabela 4.2, em 44% das
quinzenas avaliadas, periodo compreendido de 01/08 a 15/11/13. Porém, de acordo com
Andrietta (2010), os valores apresentados na tabela 4.2 sdo apenas indicativos e nao
implica que as condi¢des de processo acima destes valores possam acarretar problemas
de fermentagdo ou vice-versa, pois os 4dcidos sao apenas alguns dos produtos formados

nas reagOes secunddrias que ocorrem na produgdo de actcar. Outros constituintes do



88

melago advindos da fabricacdo de agucar sdo prejudiciais as leveduras acima de certos
limites.

De acordo com Andrietta (2010), quanto maior for a acidez, espera-se pior
desempenho fermentativo da levedura pela forte inibi¢do as células, principalmente pelo
acido acético em pH abaixo de 4,8, e quanto mais baixo a relagio ART/Brix maior
quantidade de melaco utilizada no preparo do mosto e, portanto, mais substancias
inibidoras estdo presentes impactando nas células de levedura e afetando negativamente
o desempenho fermentativo.

Tosetto (2002) verificou em seu estudo haver diferengas significativas tanto
de comportamento cinético da cepa padrdo quanto nos valores dos rendimentos obtidos
para os méis testados com diferentes niveis de esgotamento provenientes de diversas
unidades produtoras. Mutton & Mutton, citado por Ravanelli (2010), ressaltam a
importancia do estudo do comportamento da microbiota fermentativa frente ao mosto
proveniente de cana danificada, uma vez que a eficiéncia do processo fermentativo pode
ser diretamente influenciada pelos componentes do caldo.

Os grificos 4.9 e 4.10 mostram respectivamente a correlacdo entre o
rendimento fermentativo experimental e a relacdo ART/Brix e Acidez/ Brix para os dados

contidos na (Tabela 4.11).
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Gréfico 4.9 - Correlacao entre o rendimento fermentativo e a relacdo ART/Brix
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Gréfico 4.10 - Correlagdo entre o rendimento fermentativo e a relacdo Acidez/Brix

Igualmente observado para a safra 2012, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagdo entre a variagdo do valor de rendimento fermentativo e as relagdes ART/Brix
e Acidez/Brix. Portanto, este fato comprova que existem outras varidveis que nao estao
sendo consideradas neste estudo e que interferem significativamente no rendimento
fermentativo.

A correlacdo entre os valores do ART experimental e o ART dos dados

industriais é apresentada no grafico 4.11.
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Grafico 4.11 - Correlagdo entre a %ART experimental e Industrial da safra 2013
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A correlacdo entre os valores de concentragao de ART do mosto experimental
e industrial da safra 2013 foi pior que aquela observada nos dados da safra 2012. Nao foi
possivel identificar a causa deste desvio, o qual pode estar associado tanto a possiveis
falhas na coleta da composi¢do das amostras para os ensaios ou erros na determinagao
analitica apresentados pelos dados da planta industrial.

Porém, como o estudo da Etapa 01 tem o objetivo de verificar a performance
da Cepa padrao frente as variacdes da qualidade da matéria prima (mosto), essa distor¢ao
da safra 2013 em relacdo aos dados industriais ndo € relevante para a andlise, pois a
comparacdo ocorre entre as quinzenas testadas e ndo em relacdo aos dados da planta

industrial.

4.2.1.2 Rendimentos Fermentativos

Na tabela 4.12 sao apresentados os resultados do Rendimento Fermentativo

Experimental dos meios industriais de cada quinzena da safra 2013, corrigidos pelos

valores de referéncia



Tabela 4.12 - Rendimento Fermentativo Experimental corrigido da Safra 2013
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SAFRA 2013 Ensaio Quinzena - Dados corrigidos
. , Fator RF_exp RF_exp RF _exp RFc_EXP  Desvio
Quinzena Periodo correcao Tri lp Tri 2p Tri 3p % Padrao
Q1 05-15/04/13 0,9533 91,35 90,98 91,16 91,17 0,18
Q2 16-30/04/13 0,9533 89,76 89,89 89,83 89,83 0,06
Q3 01-15/05/13 0,9708 88,88 88,48 89,05 88,80 0,29
Q4 16-31/05/13 0,9708 85,31 85,66 85,03 85,33 0,32
Q5 01-15/06/13 1,0000 87,67 87,94 87,80 87,80 0,14
Q6 16-30/06/13 1,0000 91,01 90,72 91,31 91,01 0,29
Q7 01-15/07/13 1,0381 91,51 92,03 91,45 91,66 0,32
Q8 16-31/07/13 0,9567 86,89 87,07 86,60 86,85 0,24
Q9 01-15/08/13 1,0226 86,92 87,07 87,42 87,14 0,26
Q10 16-31/08/13 1,0226 92,34 92,28 91,74 92,12 0,33
Q11 01-15/09/13 1,0058 90,32 90,90 90,14 90,46 0,40
Q12 16-30/09/13 1,0058 89,61 89,03 89,01 89,22 0,34
Q13 01-15/10/13 0,9392 89,95 89,81 89,89 89,89 0,07
Q14 16-31/10/13 0,9392 87,78 88,49 89,03 88,43 0,62
Q15 01-15/11/13 0,9521 89,14 89,14 89,56 89,28 0,24
Q16 16-30/11/13 0,9521 88,77 88,25 89,49 88,84 0,62
Média 89,24

Fonte: Elaborada pelo autor

Observa-se pelos dados contidos na Tabela 4.12 que o rendimento

fermentativo oscilou significativamente para cada quinzena de mosto testado,

demonstrando a variagdo da qualidade da matéria-prima ao longo da safra da mesma

forma que em 2012. No entanto, ndo se observa uma correlacdo entre os rendimentos

fermentativos quinzenais entre as duas safras, evidenciando que nao existe um padrao na

variacdo da qualidade da matéria-prima ao longo da safra, mostrando que ele € tinico para

cada safra.

4.2.1.3 Delineamento Estatistico

A andlise estatistica dos dados obtidos nos ensaios de cada quinzena foi

realizada utilizando-se o Teste-T, por se tratar de uma comparagdo de dados relativamente
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pequena, ou seja, menor que 30. O Teste-T utilizado foi uni-caudal com nivel de

significancia de 95%. Os resultados estdo mostrados na tabela 4.13

Tabela 4.13 - Valores de p para o Test-T uni-caudal com nivel de significancia de 95%
para amostras com variancia presumidamente diferentes da safra 2013

Q1 Q2 Q3 Qa Qs Q6 Q7 Qs Q9 Q10 Q11 Q12 Q13 Q14 Q15 Q16

Q1 0,00155 0,00037 0,00003 0,00001 0,17306 0,04900 0,00001 0,00003 0,01025 0,03618 0,00137 0,00148 0,00581 0,00031 0,00827
Q2 0,00155 0,01119 0,00057 0,00013 0,18605 0,00402 0,00058 0,00097 0,00275 0,05431 0,04189 0,17804 0,02972 0,02600 0,05450
Q3 0,00037 0,01119 0,00008 0,00745 0,04416 0,00018 0,00052 0,00096 0,00011 0,00288 0,09387 0,00957 0,21250 0,04966 0,46865
Qa 0,00003 0,00057 0,00008 0,00089 0,00363 0,00001 0,00171 0,00091 0,00001 0,00005 0,00007 0,00051 0,00239 0,00005 0,00166
Qs 0,00001 0,00013 0,00745 0,00089 0,02004 0,00029 0,00381 0,01422 0,00026 0,00192 0,00501 0,00008 0,10878 0,00113 0,04798
Q6 017306 0,18605 0,04416 0,00363 0,02004 0,08141 0,00953 0,01094 0,04438 0,48863 0,07320 0,20377 0,02401 0,08188 0,04163
Q7 004900 0,00402 0,00018 0,00001 0,00029 0,08141 0,00003 0,00003 0,07913 0,00825 0,00041 0,00408 0,00210 0,00036 0,00305
Qs 0,00001 0,00058 0,00052 0,00171 0,00381 0,00953 0,00003 0,11662 0,00003 0,00029 0,00049 0,00048 0,01751 0,00012 0,01020
Q9 0,00003 0,00097 0,00096 0,00091 0,01422 0,01094 0,00003 0,11662 0,00003 0,00031 0,00071 0,00083 0,02648 0,00024 0,01396
Q10 001025 0,00275 0,00011 0,00001 0,00026 0,04438 0,07913 0,00003 0,00003 0,00281 0,00022 0,00275 0,00134 0,00023 0,00187
Q11 003618 0,05431 0,0028% 0,00005 0,00192 0,48863 0,00825 0,00029 0,00031 0,00281 0,00778% 0,06353 0,00671 0,00910 0,01286
Q12 000137 0,04139 0,09387 0,00007 0,00501 0,07320 0,00041 0,00049 0,00071 0,00022 0,00778 0,03496 0,07500 0,40249 0,21092
Q13 000148 0,17804 0,00957 0,00051 0,00008 0,20377 0,00408 0,00048 0,00083 0,00275 0,06353 0,03496 0,02741 0,02046 0,04929
Q14  0,00581 0,02972 0,21250 0,00239 0,10878 0,02401 0,00210 0,01751 0,02648 0,00134 0,00671 0,07500 0,02741 0,06527 0,23590
Q15 0,00031 0,02600 0,04966 0,00005 0,00113 0,08188 0,00036 0,00012 0,00024 0,00023 0,00910 0,40249 0,02046 0,06527 0,17336
Q16  0,00827 0,05450 0,46865 0,00166 0,04798 0,04163 0,00305 0,01020 0,01396 0,00187 0,01286 0,21092 0,04929 0,23590 0,17336

Os valores destacados em negrito itdlico na Tabela 4.13 s@o aqueles onde o

valor de p € maior que 0,025 permitindo que se aceita a hipétese Ho, confirmando que as
médias entre as duas quinzenas comparadas sdo estatisticamente iguais. Nota-se, que na
safra 2013, ha um nimero maior de quinzenas iguais do que em 2012, onde cada quinzena
era estatisticamente igual a no maximo outras 4, enquanto que nesta safra, a similaridade
entre as quinzenas € muito maior, variando de 3 a 10 quinzenas iguais.

A sexta quinzena, periodo de 16 a 30/06/13, com rendimento de 90,47 %, pode
ser considerada igual a outras 10 quinzenas, ou seja, a 62,5% dos dados.

A quarta quinzena, periodo de 16 a 31/05/13, é a Ginica que nao se assemelha
com as demais, e apresenta o menor rendimento fermentativo, 85,33%, o que indica ser
o periodo de pior qualidade de matéria-prima. Em contrapartida, a quinzena de maior
rendimento é a 10°, com 92,12% no periodo de 16 a 31/08/13 e & estatisticamente similar
a outras 2 quinzenas.

A tabela 4.14 apresenta a faixa de classifica¢do da qualidade da matéria-prima

em funcdo do valor de Rendimento Fermentativo desta safra.
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Tabela 4.14 — Classificacdo da qualidade da matéria-prima em funcdo dos valores de

rendimentos fermentativos experimentais da safra 2013

Faixa Classificacdo Grupo de quinzenas Percentual
Abaixo de 88 Baixo 4,5,8¢e9 25,0

88 a 90 Regular 2,3,12,13,14,15¢e 16 43,7
Acima de 90 Excelente 1,6,7,10e 11 31,3

Sdo 5 as quinzenas (1, 6, 7, 10 e 11) classificadas como excelente por
apresentarem rendimento fermentativo superior ao padrdo de referéncia 90%.
Aproximadamente 70% da safra estd classificada com rendimento fermentativo entre
baixo e regular, o que caracteriza piora da qualidade da matéria-prima, inclusive em
relacdo a 2012, o qual tinha 60% das quinzenas avaliadas entre regular e baixo. As
quinzenas 04, 05, 08 e 09 estdo classificadas como periodos de baixo rendimento
fermentativo, principalmente de 16 a 31/05/13. A maior parte dos ensaios,
aproximadamente 44%, se encontra na faixa de regular. Observa-se que, a partir de 16/09
até o fim da safra, hd pouca variacdo na qualidade da matéria-prima capaz de influenciar
o rendimento fermentativo.

A tabela 4.15 apresenta os dados reais de Rendimento Fermentativo da

Usina Catanduva no periodo estudado.



Tabela 4.15 - Rendimento Fermentativo Industrial (RFI) da safra 2013

Quinzenas Periodo % RFI
Ql 05-15/04/13 79,21
Q2 16-30/04/13 88,61
Q3 01-15/05/13 87,99
Q4 16-31/05/13 89,50
Q5 01-15/06/13 87,79
Q6 16-30/06/13 89,64
Q7 01-15/07/13 90,21
Q8 16-31/07/13 90,88
Q9 01-15/08/13 92,18
Q10 16-31/08/13 90,81
Q11 01-15/09/13 90,43
Q12 16-30/09/13 90,40

Q13 01-15/10/13 91,28
Q14 16-31/10/13 92,02
Q15 01-15/11/13 89,49
Q16 16-30/11/13 86,58

Média 89,19
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Embora a média aritmética dos dados de Rendimento Fermentativo Industrial

e do Rendimento Fermentativo Experimenal da safra de 2013 apresentarem valores muito

proximos, 89,19% e 89,24% respectivamente, ndo se observou, assim como em 2012,

uma boa correlacao entre esses dados nas quinzenas analisadas conforme mostra o grafico

4.12.
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Grifico 4.12 — Comparativo entre Rendimentos Experimentais e Industriais da safra

2013

A ndo existéncia de correlagdo entre os valores de rendimento experimental e
industrial mostra que existem outros fatores que interferem significativamente no

rendimento fermentativo industrial além da matéria prima.
4.2.2 Etapa 02 - Avaliacao de desempenho das linhagens Industriais da safra 2013

4.2.2.1 Dominancia e Persisténcia das Leveduras isoladas

A safra 2013 da Usina Catanduva foi iniciada com 300 kg de leveduras
selecionadas, sendo 150 kg PE-2 e 150 kg CAT-1.

Ap0s isolados nas placas de WLN, os bidtipos que apresentaram morfologia
de colonia diferentes foram isolados e submetidos a andlise de cariotipagem. Os testes
resultaram no isolamento de 8 linhagens de levedura distintas na safra 2013, em
concentracdo superior a 10° UFC/ml, sendo 6 nativas e 2 selecionadas. A Tabela 4.16
apresenta a dinamica populacional destas linhagens identificadas no processo em cada

quinzena e o grafico 4.13 ilustra essa dinamica.



Tabela 4.16 - Dinamica Populacional das Leveduras do Processo na safra 2013
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Safra 2013 Data coleta PE-2 CAT-1 Na;wa Na;wa Na;wa Na:‘lva Naglva Nagva
Quinzena 1 02/05/2013 61,6 38,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 2 16/05/2013  100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 3  03/06/2013 66,7 0,0 33,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 4 17/06/2013 36,4 0,0 54,6 9,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 5  05/07/2013 42,8 0,0 0,0 0,0 42,8 144 0,0 0,0
Quinzena 6  16/07/2013 7,2 0,0 428 214 28,6 0,0 0,0 0,0
Quinzena7  02/08/2013 29,1 15,8 42,0 13,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Quinzena 8  19/08/2013 0,0 0,0 0,0 26,3 0,0 68,4 5,3 0,0
Quinzena 9  03/09/2013 0,0 21,3 0,0 68,1 0,0 0,0 10,6 0,0
Quinzena 10 16/09/2013 31,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 68,7 0,0
Quinzena 11  30/09/2013 0,0 9,1 0,0 21,3 0,0 0,0 33,3 36,4
Quinzena 12 15/10/2013 0,0 46,9 0,0 0,0 31,3 0,0 21,8 0,0
Quinzena 13 01/11/2013 17,6 0,0 0,0 29,4 35,3 18,8 5,9 0,0
Quinzena 14 08/11/2013 0,0 0,0 0,0 70,6 0,0 0,0 15,7 13,7
Quinzena 15 30/11/2013 43,7 0,0 0,0 25,0 0,0 12,5 18,8 0,0
Fonte: Elaborado pelo autor
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Graéfico 4.13 — Pertil populacional das linhagens ao longo da safra 2013
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Assim como observado em 2012, a dinamica populacional de leveduras sofre
uma grande variacdo durante a safra, tanto pelo aparecimento de novas linhagens ou
simplesmente pela presenga de outras que ja haviam surgido e ora aparecem em maior ou
menor porcentagem.

Observa-se que, em 2013, as leveduras nativas apareceram com 32 dias
enquanto que na safra 2012 as selecionadas permaneceram 98 dias isoladas.

As duas primeiras quinzenas da safra, sao constituidas 100% por leveduras
selecionadas, PE-2 e CAT-1. Acredita-se que as condi¢des de processo ou matéria-prima
diferente favoreceram a entrada das nativas e a sua permanéncia.

A linhagem CAT-1, manteve o mesmo comportamento de 2012 e mostrou
uma capacidade de adaptacdo as condi¢des industriais menor do que a PE-2, aparecendo
em apenas 33% das coletas. Em 2012 sua presenca foi detectada em 41% das coletas.
Nesta safra, concentracdo da linhagem CAT-1 atingiu valores inferior a 10° UFC/ml ji
na segunda coleta, periodo de 16/05/13, voltando a ser detectada na primeira quinzena de
agosto. A PE-2, entretanto, mostrou a mesma dominancia e persisténcia de 2012, porém
em menor nimero, 67% em 2013 contra 76% das quinzenas estudadas em 2012.

Antonangelo (2012) constatou em seu estudo na Usina Sdo Manoel que,
apesar da fermentacdo ter sido iniciada com leveduras 100% selecionadas (50% PE-2 e
50% CAT-1), foi registrado o aparecimento de leveduras nativas trinta dias ap6s o inicio
de safra, bem como a diminui¢do da populagdo de PE-2 e CAT-1.

Como ja explicado, o fato de algumas linhagens aparecerem em uma
quinzena, ndo serem detectadas em outras e voltarem a aparecer em quinzenas
subsequentes estd vinculado a limitacdo do método de isolamento dos bidtipos no
plaqueamento das amostras que somente permite a deteccdo de linhagens acima da
concentracdo de 105 UFC/ml. A ndo deteccio de certas linhagens em algumas quinzenas
ndo significa que a mesma foi eliminada do processo, pois, ela pode estar em
concentragdes inferiores a 10° UFC/ml.

Apesar da identificacdo de 8 cepas no processo, 6 nativas e 2 selecionadas,
na maioria das quinzenas, a populagdo € constituida de 3 a 4 linhagens de leveduras, maior
variedade do que observado em 2012. A segunda coleta é constituida por um Unico

isolado, PE-2 e na 13° coleta foram detectadas 5 linhagens de levedura, fato nao
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observado em 2012. As leveduras selecionadas na safra 2013 mostraram-se mais bem
adaptadas ao meio, pois em apenas duas coletas (de 19/08/13 e 08/11/13) ndo se detectou
nenhuma levedura selecionada, enquanto que em 2012, ndo foram detectadas em 4 coletas
com dominancia de leveduras nativas.

As Nativas 1, 3 e 4 foram detectadas em 27% das coletas. A Nativa 1 € uma
linhagem com muita domindncia, porém pouca persisténcia. Das 4 coletas em que
apareceu, dominou com populacdo acima de 40% em 75% dos casos. A coleta em que ela
aparece com menor participacao (33%) foi dominada pela PE-2 com 67% da populagao.
A Nativa 3 € uma linhagem com participa¢do populacional entre 28 e 43% e a Nativa 4
com populacio abaixo de 20% em 3 coletas. A coleta correspondente a segunda quinzena
de agosto detecta a Nativa 04 como linhagem dominante (68%).

As Nativas 2 e 5 sao linhagens persistentes e menos dominantes, pois foram
detectadas, respectivamente, em 60% e 53% das quinzenas, porém com modesta
participacao populacional na maior parte das coletas. A Nativa 5 foi detectada na primeira
quinzena de setembro e persistiu até o fim da safra, com participa¢do populacional na
maior parte das coletas abaixo de 35%. Essas foram cepas que apresentaram a capacidade
de se instalar e permanecer por um tempo maior no processo entre as nativas, assim como
ocorreu com a Nativa 03 em 2012.

A Nativa 6 foi a linhagem com menor participa¢do populacional, detectada
em 13% das coletas.

O ambiente de fermentacdo é complexo, principalmente em processos que
utilizam o caldo de cana-de-agicar como matéria-prima. Nesse sistema, ocorre uma
sucessao intensiva de linhagens de S. cerevisiae no mosto de fermentagao. No processo
fermentativo, quando o fermento original € substituido por linhagens selvagens, as cepas
selvagens podem se tornar mais adaptadas ao processo fermentativo. Em alguns casos, o
fermento original ¢ completamente substituido por linhagens selvagens S. cerevisiae
(SILVA-FILHO, 2003).

Hirasawa, citado por Silva (2012) descreve que o desempenho bem-sucedido
das fermentacdes alcodlicas depende da capacidade das linhagens de leveduras utilizadas

em lidar com um ndmero de fatores de estresse que ocorre durante o processo.
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Muitos autores estudaram a introducd@o espontanea de linhagens nativas nos
processos, Andrietta et al. (2011b) também observaram substitui¢cdo da populacdo de
leveduras no processo fermentativo ao monitorarem a safra de uma usina sucroalcooleira
através de cariotipagem. Antonangelo (2012) avaliou que ndo foram observados
problemas referentes a produtividade de dlcool devido a predomindncia de cepas de
leveduras autdctones no processo da Usina Sdo Manoel, pelo menos no que se refere a

safra de 2008.

4.2.2.2 Floculacao

A tabela 4.17 apresenta os resultados das floculacdes das linhagens

observadas durante os experimentos.

Tabela 4.17 - Classificagcdo de floculagdo das leveduras nativas da safra 2013

Padrao
01-2013  02-2013 03-2013 04-2013  05-2013 06-2013
CAT-1
Ausente Média Pesada Média Leve Pesada Leve

Com base nos dados contidos na Tabela 4.17, conclui-se que todas as
leveduras nativas identificadas no processo de fermentacdo da safra de 2013 sado
naturalmente floculantes, assim como ocorreu em 2012.

Em comparagdo com os dados reais da planta industrial, a entrada das
linhagens de leveduras floculantes € percebida através de varidveis de controle da
operacdo: diminui¢do da % de fermento do creme de levedura nas separadoras centrifugas
e aumento da % de floculagdo do vinho levedurado, ambas detectados por andlise fisico-

quimica e microbioldgica. O grafico 4.14 apresenta esses dados.
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Grifico 4.14 - Perfil de Floculagdo, concentragao de células no creme e participagao

populacional das leveduras nativas no processo em funcao das quinzenas de safra 2013

Observa-se, no grafico 4.14, que apds a quinzena 3, ha aumento significativo
da floculagdo e reducao na concentragao de fermento no creme de levedura. Esse periodo
corresponde a terceira coleta, onde foi observado a entrada das leveduras nativas, mais
especificamente a Nativa 1, observada nos experimentos com floculacio média. Assim
como ocorreu na safra 2012, a floculagao das células de levedura no processo industrial
persistiu até o fim da safra, bem como a presencga das nativas.

Até bem pouco tempo, acreditava-se que a floculacdo ocorria mais
frequentemente na presenga de algum tipo de bactéria na dorna. Hoje sdo conhecidas
algumas linhagens de levedura do género Saccharomyces que apresentam propriedades de
floculagdo. Estas linhagens possuem, em sua composi¢do gendmica, genes que expressam
proteinas conhecidas como floculinas que permitem que essas leveduras cres¢cam de forma
floculada (ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006).

Como ja observado nos resultados da safra 2012, a entrada de leveduras
nativas e floculantes no processo da Usina Catanduva é recorrente. Antigamente a
substituicdo do fermento floculado no processo industrial durante a safra parecia ser a
solucdo do problema, até se perceber que na verdade somente agrava o problema, uma
vez que a troca implica em parada de produgao, desvio de agtcar para multiplicar a nova

cepa e a incerteza da adaptac@o das novas linhagens. Sendo assim, adaptar-se ao processo

% Fermento creme
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floculado realizando ajustes operacionais até obter um bom rendimento com as nativas
floculantes parece ser a melhor solu¢do at¢é o momento para lidar com a entrada de
linhagens de leveduras floculantes.

Antonangelo (2012), ao analisar a genotipagem de leveduras presentes no
processo de etanol da Usina S3o Manoel, concluiu que embora, atualmente, muitas
industrias utilizem cepas selecionadas de S. cerevisiae como iniciadoras, a condi¢do nao
estéril dos substratos torna este processo sujeito a constantes contaminagdes por bactérias
e linhagens de leveduras nativas de Saccharomyces cerevisiae € nao-Saccharomyces
cerevisiae. Estas leveduras nativas dominam rapidamente a populacdo iniciadora do
processo por serem cepas genética e fisiologicamente adaptadas as condi¢des daquele
ambiente. Tais leveduras podem prejudicar o processo fermentativo, porém, algumas

entre elas, podem apresentar caracteristicas positivas.

4.2.2.3 Capacidade Fermentativa

As seis leveduras nativas foram submetidas a avaliagdo de desempenho,
segundo a metodologia de Capacidade Fermentativa (ANDRIETTA et al., 1999).

A tabela 4.18 mostra os parametros médios ja ajustados Yp/s, Yx/s,
Produtividade, Conversao, velocidade de consumo do substrato de cada cepa e

classificac@o numérica conforme Capacidade Fermentativa.
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Tabela 4.18 - Valores médios dos parametros de caracterizagdo tecnoldgica

da safra 2013 e classificacdo numérica utilizando Método de Capacidade Fermentativa.

Cepa 01-2013 02-2013 03-2013  04-2013  05-2013  06-2013 REF

Yx/s 0,0382  0,0432  0,0545  0,0299  0,0217 0,0406  0,0400

VCS 5,63 5,76 5,78 6,80 6,47 5,71 5,80

NCO 88,18 90,24 90,24 100,00 99,96 89,10 90,00

Prod 2,51 2,49 2,50 2,94 2,85 2,46 2,50

Yp/s 04750 04609 04608 04615 04700 04607 0,4600
Capacidade

3-2-3-1-1 2-1-2-1-1 1-1-2-1-1 3-1-1-1-1 3-1-1-1-1 2-1-3-1-1 1-1-1-1-1
Fermentativa

O parametro rendimento em células (Yxs) das seis linhagens, também
observado em 2012, distribuem-se pelos trés niveis, sendo 17% alto (cepa 3), 50% baixo
(cepas 1,4 e 5) e 33% médio (cepas 2 e 6).

Como ja citado anteriormente na andlise da safra 2012, item 4.1.2.3, a
levedura que produz maior quantidade de massa celular (Yxs) tem maior chance de
dominar o processo de fermentacdo. A linhagem Nativa 3 foi a que apresentou maior
valor de Yx/s e se mostrou dominante sempre que foi detectada nas coletas. Porém nao
repetiu o comportamento de persisténcia da Nativa 3 da safra 2012, onde o maior valor
de Yx/s foi obtido na cepa que mais permaneceu no processo. Este tipo de linhagem ndo
€ indicado para Plantas industriais que ndo possuem Unidade de Secagem para produgdo
de levedura seca, pois por possuir alto rendimento em células pode acarretar problemas
operacionais devido a dificuldade de eliminar o excesso de massa celular.

Quando comparamos o comportamento das linhagens nativas 02 e 06 de
comportamento médio de Yx/s notamos que as mesmas apresentaram perfil de
participacao populacional distintos. A linhagem 2 mostra uma maior dominancia quando
comparado com a linhagem Nativa 6. Este fato mostra que o valor de Yx/s de uma
linhagem é um fator que favorece a permanéncia da linhagem, mas ndo garante a

dominancia. O mesmo pode-se afirmar para as linhagens nativas 01, 04 e 05, que apesar
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de apresentarem baixo rendimento em células fizeram-se presentes no processo em
concentraco superior a 10°UFC/mL em vérias coletas.

O NCO classifica igualmente os isolados como nivel alto (Cepas 04 e 05),
nivel médio (cepas 02 e 03) e nivel baixo (Cepas 01 e 06). A linhagem Nativa 04, assim
como observado em 2012, foi a que apresentou o maior valor para este parametro, pois
foi a dnica que consumiu todo o ART disponivel no meio indicando que esta cepa
apresenta uma alta velocidade de conversdo de substrato que no processo industrial
levaria a uma fermentacdo mais rdpida, aumentando a produtividade do processo. A
Nativa 05 também se mostra muito veloz na conversao do substrato.

As cepas 04 e 05 sdo consideradas como tUnico grupo, pois apresentam
caracteristicas tecnoldgicas iguais. Em relagdo ao processo da Unidade Catanduva, que
nio possui secagem de leveduras, sdo as linhagens mais adequadas, pois tem baixa
producdo de células, alta conversao, alta produtividade e alto rendimento em etanol o que
a torna ideal para uso industrial.

As cepas 01, 02, 03 e 06 sao considerados grupos diferentes entre si. Portanto,
segundo a classificacdo pela capacidade fermentativa, as linhagens podem ser
classificadas em 5 grupos.

Em relacdo aos parametros Yp/s e PROD, todos os isolados foram
classificados com nivel alto, o que € excelente para o processo fermentativo, pois sao
6timas produtoras de etanol e com excelente produtividade, fato também observado em
2012.

A Tabela 4.19 mostra os dados de rendimento fermentativo industrial da
Usina Virgolino de Oliveira — Unidade Catanduva cuja determinacdo é realizada por
balanco de massa conforme descrito por Biocontal (2011) e a participacdo populacional
das linhagens de levedura NATIVA 1 e 5, a qual apresentaram os maiores valores de

rendimento em etanol (Yp/s) das linhagens detectadas neste processo na safra 2013.
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Tabela 4.19 - Rendimento Fermentativo Industrial e participacdo

populacional das Nativas 01 e 05 em relagdo as quinzenas de safra 2013.

Safra 2013 Periodo Pu_pu.l acao Pu_pu.l al;a_u RF real
Nativa 1 Nativa 5
Quinzena 01 02/04 - 02/05 0 0 87.02
Quinzena 02 03/05 - 16/05 0 0 87.67
Quinzena 03 17/05 - 03/06 i3 0 88.32
Quinzena 04 04/06 - 17/06 55 0 89.31
Quinzena 05 18/06 - 05/07 0 0 90,31
Quinzena 06 06/07 - 16/07 43 0 90.50
Quinzena 07 17/07 - 02/08 42 0 91.08
Quinzena 08 03/08 - 19/08 0 5 91.98
Quinzena 09 20/08 - 03/09 0 11 90,25
Quinzena 10 04/09 - 16/09 0 69 90.13
Quinzena 11 17/09 - 30/09 0 33 89.71
Quinzena 12 01/10 - 15/10 0 22 90.84
Quinzena 13 16/10 - 01/11 0 92,26
Quinzena 14 02/11 - 08/11 0 16 86.25
Quinzena 15 09/11 - 30/11 0 19 8748

Os resultados contidos na tabela 4.19 mostram que ap6s a quinzena 03, onde
as linhagens Nativas de maior rendimento em etanol foram detectadas, o rendimento
industrial variou significativamente para cima. Nao foi possivel, a partir desta quinzena,
correlacionar a variacao dos rendimentos industriais com as caracteristicas tecnologicas
das linhagens dominantes.

O maior valor de rendimento industrial obtido ocorreu na quinzena 13, onde
a Nativa 01 ndo foi detectada, a Nativa 05 participou com populacdo inferior a 10% e 5
linhagens distintas estavam presentes em concentracdo superior a 10° UFC/ml. Sendo
assim, torna-se impossivel afirmar que a presenca das Nativas 1 e 5 contribuiram
positivamente no desempenho deste processo. Conforme discutido na safra 2012, este
fato mostra que quando as linhagens de levedura em processo possuem caracteristicas
fermentativas muito proximas entre si, a participacdo populacional das mesmas em
processo ndo é capaz de afetar significativamente o valor do rendimento fermentativo

industrial, j4 que o mesmo € mais afetado por outras varidveis, tais como: qualidade da



105

matéria prima, instabilidade operacional e outros. O efeito somente seria significativo no
caso de presengca de linhagens de levedura com caracteristicas fermentativas

insatisfatorias.
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5. CONCLUSOES

Houve mudanga significativa de matéria prima ao longo da safra e entre as
safras e a oscilac@o acontece de forma diferente entre os periodos.

A qualidade da matéria-prima influenciou na performance da linhagem
padrao CAT-1, determinada pela variagao no Rendimento Fermentativo obtido em escala
reduzida.

Apesar da forte influéncia no desempenho da levedura, a variacdo de matéria-
prima para fermentacdo ndo pode ser considerada como unico fator de impacto no
Rendimento Fermentativo Industrial.

Os dados disponiveis atualmente de qualidade do mosto nao sdo suficientes
para se prever possiveis perdas de desempenho do processo de fermentagdo industrial.

A tnica forma de se determinar a qualidade fermentativa do mosto industrial
sao os testes de fermentagdo de escala reduzida, j4 que no momento na industria, ndo se
pode detectar analiticamente a presenca de substancias que possam afetar o rendimento
da levedura por falta de equipamentos.

Encontrou-se 11 linhagens de leveduras nativas que possuem caracteristicas
e capacidades fermentativas diferentes entre si nas duas safras estudadas. Foram
detectadas 5 cepas em 2012 e 6 em 2013.

Todas as leveduras nativas apresentaram caracteristicas floculantes, variando
entre si na intensidade, de leve a pesada.

As leveduras nativas encontradas nesse estudo sdo excelentes fermentadoras,
pois possuem valores de rendimento em etanol e niveis de conversao elevados.

As diferentes leveduras nativas que apareceram no processo fermentativo se
mostraram mais adaptadas ao meio, sendo capazes de competir com as leveduras
selecionadas e dominar o processo ao longo da safra.

A oscilagdo no rendimento fermentativo devido a matéria-prima € maior do
que devido a levedura, pois das onzes linhagens identificadas pela cariotipagem, pode-se
comprovar que em relacdo a capacidade fermentativa elas podem ser classificadas em

apenas dois tipos em cada safra.
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Em relacdo aos coeficientes de rendimento e eficiéncia da fermentagdo, os
resultados obtidos em escala reduzida com base nos balangos de massa se apresentaram
dentro da faixa esperada quando comparados aos valores de referéncia. Isto sugere que a
metodologia usada para avaliar a capacidade fermentativa das cepas e a qualidade da
matéria-prima foi adequada.

A mudanca de matéria-prima e diferentes linhagens de levedura no processo,
apesar da forte influéncia, nao podem ser utilizados isoladamente e como tnicos fatores
de impacto no Rendimento Fermentativo para acompanhamento e condugao do processo.

A precisdo dos valores de Rendimento fermentativo obtidos industrialmente
¢ fortemente afetada pela qualidade dos resultados analiticos e pela medi¢dao de vazao de
mosto. Este fato afeta a anélise de desempenho do processo industrial e a comparagao dos

dados obtidos na fermentacdo experimental com os valores industriais.
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APENDICE A - Resultados dos Ensaios das Leveduras Nativas

Tabela A.1: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 01 (01-2012)
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Padrao Dados brutos Dados corrigidos

Parametros Ref. Fator; Desvio

Tri-1 Tri-2  Tri-3 Média correcao Tri-1  Tri-2 Tri-3 Média Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média Padréio
Yx/s 0,0400  0,0342 0,0341 0,0340 0,0341 0,852 0,0388 0,0390 0,0535 0,0438 0,0456 0,0458 0,0628 0,0514 0,008
Yp/s 0,4600 04702 0,4682 0,4662 0,4682 1,018 04612 04632 04639 04628 04532 04551 0,4558 0,4547 0,001
Prod 2,50 2,27 2,27 2,27 2,27 0,910 2,47 2,47 2,52 2,49 2,71 2,71 2,77 2,73 0,032
VCS 5,80 4,84 4,86 4,87 4,85 0,837 5,35 5,33 5,44 5,37 6,39 6,37 6,50 6,42 0,059
Conv 90,00 78,67 78,74 78,779 78,73 0,875 85,87 8581 87,55 8641 98,15 98,09 100,07 98,77 0,986
Prod Esp 0,48 0,57 0,57 0,57 0,57 1,193 0,50 0,50 0,36 0,45 0,41 0,41 0,30 0,38 0,077
VCS esp 1,05 1,22 1,22 1,23 1,22 1,164 1,07 1,07 0,78 0,97 0,92 0,92 0,67 0,84 0,169

Tabela A.2: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 02 (02-2012)
Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fator; Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média correcao Tri-1  Tri-2 Tri-3 Média Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padréio

Yx/s 0,0400  0,0342 0,0341 0,0340 0,0341 0,852 0,0377 0,0311 0,0313 0,0334 0,0443 0,0365 0,0368 0,0392 0,004
Yp/s 0,4600 04702 04682 04662 04682 1,018 0,4936 04821 0,4849 0,4869 0,4849 04737 04764 04784 0,006
Prod 2,50 2,27 2,27 2,27 2,27 0,910 2,72 2,57 2,57 2,62 2,99 2,83 2,83 2,88 0,087
VCS 5,80 4,84 4,86 4,87 4,85 0,837 5,52 5,34 5,31 5,39 6,59 6,37 6,34 6,43 0,114
Conv 90,00 78,67 78,74 78,79 78,73 0,875 88,09 8544 8536 86,50 101,38 97,66 97,58 98,87 1,900
Prod Esp 0,48 0,57 0,57 0,57 0,57 1,193 0,55 0,65 0,65 0,61 0,46 0,54 0,54 0,51 0,058
VCS esp 1,05 1,22 1,22 1,23 1,22 1,164 1,10 1,34 1,33 1,26 0,95 1,15 1,14 1,08 0,133




Tabela A.3: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 03 (03-2012)
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Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fato{ Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3  Meédia correcao Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padrio
Yx/s 0,0400 10,0236 0,0156 0,0309 0,0234 0,585 0,0288  0,0441 0,0590 0,0440 0,0493 0,0754 0,1009  0,0752 0,015
Yp/s 0,4600 04731 0,4687 0,4961 0,4793 1,042 0,4739 04787 04779 04768 0,4548 04594 04587 0,4576 0,003
Prod 2,50 2,49 2,49 2,66 2,55 1,019 2,74 2,71 2,70 2,71 2,69 2,66 2,65 2,66 0,022
VCS 5,80 5,26 5,31 5,36 5,31 0,916 5,78 5,66 5,64 5,69 6,31 6,18 6,16 6,22 0,074
Conv 90,00 82,51 83,56 83,85 83,31 0,926 90,28 88,68 88,39 89,12 97,53 95,80 95,49 96,27 1,020
Prod Esp 0,43 0,83 1,25 0,67 0,92 1,912 0,68 0,45 0,34 0,49 0,36 0,24 0,18 0,26 0,177
VCS esp 1,05 1,76 2,67 1,35 1,93 1,834 1,44 0,94 0,71 1,03 0,79 0,51 0,38 0,56 0,377
Tabela A.4: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 04 (04-2012)
Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fatm; Desvio
Tri-1  Tri-2 Tri-3  Média correcao  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padrio
Yx/s 0,0400 0,0342 0,0341 0,0340 0,0341 0,852 0,0269 0,0337 0,0337 0,0314 0,0316 0,0395 0,0395 0,0369 0,004
Yp/s 0,4600 0,4702 0,4682 04662 0,4682 1,018 0,4612 04685 04685 04661 04532 0,4603 0,4603 0,4579 0,004
Prod 2,50 2,27 2,27 2,27 2,27 0,910 2,87 291 2,91 2,90 3,16 3,20 3,20 3,19 0,023
VCS 5,80 4,84 4,86 4,87 4,85 0,837 6,23 6,22 6,22 6,22 7,45 7,43 7,43 7,44 0,007
Conv 90,00 78,67 78,74 78,719 78,73 0,875 99,60 99,40 99,40 99,46 113,85 113,62 113,62 113,69 0,116
Prod Esp 0,48 0,57 0,57 0,57 0,57 1,193 0,71 0,58 0,58 0,62 0,60 0,49 0,49 0,52 0,078
VCS esp 1,05 1,22 1,22 1,23 1,22 1,164 1,55 1,24 1,24 1,34 1,33 1,06 1,06 1,15 0,180




Tabela A.5: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 05 (05-2012)
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Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. . . . - Fator . . . - . . . o Desvio
Tri-1  Tri-2 Tri-3  Média correcao  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média  Tri-1  Tri-2 Tri-3  Média Padrio
Yx/s 0,0400  0,0366 0,0294 0,0367 0,0343 0,856 0,0369  0,0369 0,0369 0,0369 0,0431 0,0431 0,0431 0,0431 0,000
Yp/s 0,4600 04353 0,4418 04454 0,4408 0,958 0,4360 04358 04363 04360 0,4549 04547 04553 0,4550 0,000
Prod 2,50 2,49 2,52 2,54 2,52 1,007 2,48 2,48 2,48 2,48 2,46 2,46 2,46 2,46 0,000
VCS 5,80 5,72 5,70 5,71 5,71 0,984 5,68 5,69 5,68 5,68 5,77 5,78 5,77 5,77 0,004
Conv 90,00 99,56 99,71 99,71 99,66 1,107 99,85 99,85 99,85 99,85 90,18 90,18 90,18 90,18 0,000
Prod Esp 0,48 0,50 0,63 0,51 0,54 1,129 0,49 0,49 0,49 0,49 0,44 0,44 0,44 0,44 0,000
VCS esp 1,05 1,14 1,42 1,14 1,23 1,171 1,13 1,13 1,13 1,13 0,96 0,97 0,96 0,96 0,000
Tabela A.6: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 06 (01-2013)
Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fato{ Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média correcao  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média  Tri-1  Tri-2 Tri-3  Média Padrio
Yx/s 0,0400  0,0366 0,0294 0,0367 0,0343 0,856 0,0304 0,0375 0,0303 0,0327 0,0355 0,0438 0,0353 0,0382 0,004
Yp/s 0,4600 04353 0,4418 04454 0,4408 0,958 0,4538 04576 04542 04552 04735 04775 04739 04750 0,002
Prod 2,50 2,49 2,52 2,54 2,52 1,007 2,50 2,55 2,51 2,52 2,48 2,54 2,50 2,51 0,028
VCS 5,80 5,72 5,70 5,71 5,71 0,984 5,51 5,58 5,54 5,54 5,60 5,67 5,62 5,63 0,037
Conv 90,00 99,56 99,71 99,71 99,66 1,107 97,19 98,01 97,71 97,64 87,77 88,52 88,24 88,18 0,415
Prod Esp 0,48 0,50 0,63 0,51 0,54 1,129 0,62 0,51 0,63 0,59 0,55 0,45 0,55 0,52 0,067
VCS esp 1,05 1,14 1,42 1,14 1,23 1,171 1,37 1,11 1,38 1,29 1,17 0,95 1,18 1,10 0,152




Tabela A.7: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 07 (02-2013)
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Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. . . . - Fator . . . 1 . . . - Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média correcao Tri-1  Tri-2 Tri-3 Média Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padrdo
Yx/s 0,0400 0,0366  0,0294 0,0367 0,0343 0,856  0,0371 0,0370 0,0369  0,0370 0,0433 0,0432 0,0431 0,0432 0,000
Yp/s 0,4600 0,4353  0,4418 0,4454 0,4408 0,958 0,4450 0,4392 0,4409 04417 04644 04583 00,4601 0,4609 0,003
Prod 2,50 2,49 2,52 2,54 2,52 1,007 2,52 2,49 2,50 2,50 2,50 2,47 2,49 2,49 0,013
VCS 5,80 5,72 5,70 5,71 5,71 0,984 5,66 5,67 5,68 5,67 5,75 5,76 5,77 5,76 0,011
Conv 90,00 99,56 99,71 99,71 99,66 1,107 99,93 99,93 99,93 99,93 90,24 90,24 90,24 90,24 0,000
Prod Esp 0,48 0,50 0,63 0,51 0,54 1,129 0,50 0,50 0,50 0,50 0,44 0,44 0,44 0,44 0,003
VCS esp 1,05 1,14 1,42 1,14 1,23 1,171 1,12 1,13 1,13 1,13 0,96 0,96 0,96 0,96 0,002
Tabela A.8: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 08 (03-2013)
Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fator; Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média correcao Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padrio
Yx/s 0,0400 0,0366  0,0294  0,0367  0,0343 0,856  0,0443 0,0441 0,0515 0,0467 0,0518 0,0515 0,0602 0,0545 0,004
Yp/s 0,4600 0,4353  0,4418 0,4454  0,4408 0,958 0,4437 04415 04397 04416 04630 04607 0,4588 0,4608 0,002
Prod 2,50 2,49 2,52 2,54 2,52 1,007 2,52 2,52 2,50 2,51 2,50 2,50 2,49 2,50 0,008
VCS 5,80 5,72 5,70 5,71 5,71 0,984 5,67 5,70 5,70 5,69 5,76 5,79 5,79 5,78 0,015
Conv 90,00 99,56 99,71 99,71 99,66 1,107 99,93 99,93 99,93 99,93 90,24 90,24 90,24 90,24 0,000
Prod Esp 0,48 0,50 0,63 0,51 0,54 1,129 0,42 0,42 0,36 0,40 0,37 0,37 0,31 0,35 0,035
VCS esp 1,05 1,14 1,42 1,14 1,23 1,171 0,94 0,94 0,81 0,90 0,80 0,81 0,69 0,77 0,077




Tabela A.9: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 09 (04-2013)

120

Padrao

Dados brutos

Dados corrigidos

Parametros Ref. Fato{ Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média correcao  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padrio
Yx/s 0,0400  0,0449 0,0373 0,0299 0,0374 0,934 0,0322  0,0258 0,0257 0,0279  0,0345 0,0276 0,0275 0,0299 0,004
Yp/s 0,4600 04426 0,4406 0,4342 0,4391 0,955 0,4356  0,4435 0,4426 0,4406 0,4564 0,4646 0,4637 0,4615 0,004
Prod 2,50 2,45 2,45 241 2,44 0,976 2,83 2,89 2,89 2,87 2,90 2,96 2,96 2,94 0,031
VCS 5,80 5,54 5,57 5,56 5,56 0,958 6,51 6,51 6,52 6,51 6,79 6,79 6,81 6,80 0,009
Conv 90,00 85,47 85,85 85,67 85,66 0,952 99,11 99,23 99,36 99,23 104,12 104,26 104,39 104,26 0,128
Prod Esp 0,48 0,41 0,49 0,61 0,50 1,048 0,56 0,72 0,72 0,67 0,54 0,69 0,69 0,64 0,089
VCS esp 1,05 0,93 1,12 1,39 1,15 1,092 1,29 1,62 1,62 1,51 1,18 1,48 1,48 1,38 0,188
Tabela A.10: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 10 (05-2013)
Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fator; Desvio
Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média correcao  Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Tri-1 Tri-2 Tri-3  Média Padrio
Yx/s 0,0400 0,0449 0,0373 0,0299 0,0374 0,934 0,0206  0,0206 0,0196  0,0202  0,0220 0,0220 0,0209 0,0217 0,001
Yp/s 0,4600 0,4426 0,4406 04342 04391 0,955 0,4486 04460 04513 04487 04699 04672 04728 0,4700 0,003
Prod 2,50 2,45 2,45 2,41 2,44 0,976 2,73 2,72 2,90 2,78 2,80 2,78 2,97 2,85 0,100
VCS 5,80 5,54 5,57 5,56 5,56 0,958 6,09 6,09 6,42 6,20 6,35 6,36 6,70 6,47 0,191
Conv 90,00 85,47 85,85 85,67 85,66 0,952 93,64 93,65 98,14 95,14 98,38 98,39 103,11 99,96 2,597
Prod Esp 0,48 0,41 0,49 0,61 0,50 1,048 0,9085 0,9041  0,9612 0,92 0,87 0,86 0,92 0,88 0,032
VCS esp 1,05 0,93 1,12 1,39 1,15 1,092 2,0252  2,0270 2,1295 2,06 1,85 1,86 1,95 1,89 0,060




Tabela A.11: Resultados dos ensaios da Cepa Nativa 11 (06-2013)
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Padrao Dados brutos Dados corrigidos
Parametros Ref. Fator; Desvio
Tri-1  Tri-2 Tri-3 Média correcao  Tri-1 Tri-2  Tri-3 Média Tri-1 Tri-2 Tri-3 Média Padrio
Yx/s 0,0400  0,0293 0,0292 0,0295 0,0293 0,734 0,0295 0,0373 0,0226 0,0298 0,0402 0,0508 0,0308 0,0406 0,007
Yp/s 0,4600 04375 0,4382 0,4409  0,4389 0,954 0,4334 04407 0,4445 04395 0,4543 04619 0,4659 0,4607 0,006
Prod 2,50 2,49 2,50 2,49 2,49 0,997 2,45 2,46 2,46 2,46 2,46 2,47 2,47 2,46 0,006
VCS 5,80 5,69 5,71 5,64 5,68 0,979 5,65 5,58 5,53 5,59 5,77 5,70 5,65 5,71 0,059
Conv 90,00 90,10 90,67 89,61 90,13 1,001 90,16 89,04 8849 89,23 90,03 88,92 8836 89,10 0,853
Prod Esp 0,48 0,62 0,63 0,62 0,62 1,300 0,61 0,49 0,55 0,55 0,47 0,38 0,43 0,43 0,060
VCS esp 1,05 1,42 1,43 1,42 1,42 1,357 1,41 1,12 1,27 1,27 1,04 0,82 0,93 0,93 0,148







