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RESUMO

O acido itaconico (Al) ou acido metilsuccinico € um composto organico de alto
potencial na inddstria quimica e considerado uma das moléculas mais
promissoras para sua implementacdo como bio-building block ou bioproduto
quimico de base. Esse &cido carboxilico insaturado apresenta um amplo
espectro de aplicacbes na sintese de novos polimeros, aditivos para 6leos,
super-absorventes, nanofibras, resinas sintéticas e produtos relacionados. De
acordo com o US Department of Energy (2010), o acido itaconico € considerado
um dos 12 candidatos com maior potencial para ser gerado de maneira
sustentavel a partir de biomassa por meio de processos biotecnolégicos. Com
um preco final proximo aos US$ 2/kg, o Al apresenta um volume de mercado de
aproximadamente 80 000 toneladas/ano, sendo que o eventual incremento da
producdo depende da possibilidade de aperfeicoar a tecnologia existente e o
entendimento relacionado aos fatores chave do processo produtivo.

O presente trabalho teve por objetivo implementar um processo fermentativo
eficiente para sintese de Al, avaliando diferentes substratos, condi¢des e tipos
de sistema de cultivo. Em uma etapa inicial foi cultivado o fungo filamentoso
Aspergillus terreus em sistema de fermentag&o submersa em escala laboratorial,
empregando meio sintético com 100 g/L de sacarose comercial como fonte de
carbono. Adicionalmente, foi realizada a otimizacao do processo de producéo de
in6culo, identificando o parametro pH como um fator determinante no
desenvolvimento de uma morfologia especifica que permite maximizar o
intercambio gasoso e de nutrientes, além da producdo de Al. As condi¢cBes de
cultura e composi¢cdo do meio de cultivo definido permitiram estabelecer um
processo que atinge 49,9 g/L de produto com um rendimento de 0,55 g de Al por
grama de substrato consumido e uma produtividade volumétrica horéaria de 0,25
g/L h. Em uma segunda etapa, foi avaliada a producdo de Al empregando
extratos aquosos de substratos complexos em condicbes pré-definidas para
fermentacdo submersa e matérias primas in natura para testes de fermentacéo
em estado sdélido. No caso dos extratos aquosos, o melhor tratamento foi
observado utilizando extrato de polpa citrica com suplementacdo de sacarose
comercial. Este tratamento atingiu 27,05 g/L de Al, rendimento Ypsde 0,29 g de
produto / g substrato e produtividade horaria de 0,188 g/L h. Finalmente, a
fermentacdo em estado sélido demostrou ser pouco viavel devido a condicfes
préprias do processo, como altos requerimentos de aeracdo e necessidade de
concentracfes minimas de fésforo para limitacdo do crescimento da biomassa.
Conclui-se que no presente trabalho foi estabelecida uma metodologia
escalonavel para obtencdo de um produto com grande potencial na industria
quimica.

Palavras-chave: acido itacénico, acido metilsuccinico, biopolimeros, Aspergillus
terreus, fermentacdo submersa, fermentacdo em estado solido.
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ABSTRACT

Itaconic acid (I1A) or methylsuccinic acid is an organic compound of high potential
in the chemical industry and it is considered one of the most promising molecules
for implementation as bio-building block or base chemical. This unsaturated
carboxylic acid has a wide range of applications in the synthesis of new polymers,
additives for oils, superabsorbents, nanofibers, synthetic resins and related
products. According to the US Department of Energy (2010), itaconic acid is
considered one of the 12 candidates with the greatest potential to be sustainably
generated from biomass through biotechnological processes. With a final price
close to US$ 2/kg, IA has a worldwide market volume of approximately 80,000
tons/year and the eventual production increase depends on the possibility to
enhancing the existing technology, as well as understanding the key factors for
the productive process. This study aimed to implement an efficient fermentation
process for itaconic acid synthesis, evaluating different substrates, conditions
and types of culture systems. At an initial stage the filamentous fungus
Aspergillus terreus was cultivated in a submerged fermentation system on a
laboratory scale, using a synthetic medium with 100 g/L of commercial sucrose
as a carbon source. Additionally, optimization for inoculum production was
carried out by identifying the pH parameter as a determining factor in the
development of a specific morphology that maximizes the gas exchange and
nutrients, overall enhancing the 1A production. The definition of culture conditions
and medium composition allowed us to establish a process that reached 49.9 g/L
of product with a yield of 0.55 g of itaconic acid per gram of substrate consumed,
and an average volumetric productivity of 0.25 g/L h. In a second stage, itaconic
acid production was assessed using aqueous extracts of complex substrates on
predefined conditions for submerged fermentation and raw materials in natura for
solid-state fermentation. In the case of aqueous extracts, the best treatment was
observed using citrus pulp extract, with commercial sucrose supplementation.
This treatment reached 27.05 g/L of 1A, with an Yps of 0.29 g/g, with an average
productivity of 0.188 g/L h. Finally, the solid-state fermentation has shown to be
impractical due to inherent process conditions such as high aeration
requirements and the probable need of low phosphorus concentrations to limit
the biomass growth. In conclusion, the present study established a scalable
methodology for obtaining a product with great potential in the chemical industry.

Key-words: itaconic acid, methylene succinic acid, biopolymers, Aspergillus
terreus, submerse fermentation, solid-state fermentation.
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores desafios atuais da humanidade é o desenvolvimento de
sociedades industrializadas e sustentaveis, onde o0 sucesso dos paises ndo seja
ao mesmo tempo sindnimo de exploragéo excessiva dos recursos naturais. Para
isso, ainda é necessario estabelecer fontes alternativas que permitam vencer a
nossa dependéncia do petréleo como matéria prima. Uma das areas de maior
importancia para atingir esse objetivo é a pesquisa de materiais e compostos
que possam agir como substituintes de baixo custo na industria quimica. Sob
essa perspectiva, os chamados bioprodutos quimicos de base (bio-building
blocks) sdo considerados promissores para implementacdo como blocos

construtivos em processos industriais.

Diversas pesquisas tém sido efetuadas procurando estabelecer um
processo viavel para bioconversao de matérias primas vegetais em substancias
com caracteristicas similares aguelas encontradas em compostos obtidos a
partir de fontes fésseis de carbono. Porém, os altos custos associados as novas
tecnologias desenvolvidas ainda resultam em baixa competitividade dos
processos de sintese de biocombustiveis, bioplasticos e produtos quimicos

gerados biotecnologicamente.

Em anos recentes, tem aumentado o interesse em mondmeros organicos
com potencial para serem empregados como blocos de constru¢do na industria
quimica. Este é o caso do acido itacénico (Al), considerado pelo US Department
of Energy (2010) uma das 12 moléculas candidatas mais promissoras para ser

gerada de maneira sustentavel a partir de biomassa.

O acido metilsuccinico ou Al € um mondmero insaturado, de cinco carbonos
(C5), que apresenta dois grupos carboxila. E produzido naturalmente por micro-
organismos como A. terreus, Aspergillus itaconicus, Ustilago maydis,
Pseudozyma antarctica e Candida sp (BENTLEY; THIESSEN, 1957,
BONNARME et al.,, 1995; KUO; KURTZMAN; LEVIN, 2009). Atualmente, &
empregado em nivel comercial como co-mondmero em algumas borrachas
sintéticas (nitrilica e estireno-butadieno) e como plastificante em outros

polimeros. O processo fermentativo para producgéo industrial de Al foi objeto de
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pesquisa na década de 60 (BATTI; SCHWEIGER, 1963; NUBEL et al., 1962),
porém a baixa competitividade do Al com os derivados da industria petroquimica
(como acido acrilico e anidrido maleico) ocasionou uma escassa difusdo e
aprimoramento da tecnologia. Na atualidade e como ja foi comentado
previamente, existe um interesse crescente em consolidar op¢des viaveis para

a mudanca gradual a novas fontes de recursos renovaveis.

O volume de mercado para o Al supera as 80.000 toneladas por ano, com
um precgo de mercado de US$ 2/kg. A China € o principal produtor mundial, com
uma capacidade instalada que supera a presente demanda (BLAZECK et al.,
2014). Atualmente Al € comercializado em forma de sélido cristalizado, com
pureza maior que 99%. A nacionalizacdo da tecnologia de producao de Al para
o Brasil depende do aperfeicoamento de um processo eficiente de baixa

demanda energética e reduzido custo de substratos.

Em sistemas industriais, como o desenvolvido pela empresa Pzifer o Al é
produzido geralmente pelo fungo A. terreus em fermentagdo submersa,
empregando melacos derivados da producdo de acglicar (KLEMENT; BUCHS,
2013). Em escala laboratorial, existem relatos da utilizacdo de hidrolisados
acidos e enziméticos de matérias primas complexas, mas o0 processo de preé-
tratamento descrito incrementa os custos de producdo e reduz as vantagens
econbmicas de empregar residuos como substrato. Quanto a fermentacdo no
estado sdlido, a informag&o encontrada na literatura € minima, o que representa

um desafio para a avaliacdo de matérias primas de origem agroindustrial.
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo biotecnolégico eficiente de producdo de &cido

itaconico utilizando uma linhagem industrial do fungo A. terreus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer as condi¢des 6timas para producdo de in6culo metabolicamente
ativo para sintese de acido itacénico (Al).

Determinar os parametros de operacdo apropriados para maximizar a
producdo de Al por fermentacdo submersa com A. terreus NRRL 1960 em
escala laboratorial.

Testar a cepas A. terreus NRRL 265 utilizando as condi¢gdes oOtimas
estabelecidas para A. terreus NRRL 1960.

Realizar um estudo de cinética de producao de Al com 0S micro-organismos
selecionados.

Caracterizar e avaliar substratos complexos para a formulacdo de um meio
de baixo custo para a producéo de Al em fermentacdo submersa.

Avaliar a possibilidade de produzir Al por fermentagdo em estado sdlido.
Realizar o aumento de escala do processo produtivo para reator tipo coluna

de bolhas de 1 litro de capacidade.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ACIDOS ORGANICOS: ASPECTOS GERAIS

Os acidos organicos constituem um grupo chave dentro dos bioprodutos
quimicos base, conhecidos como building-blocks ou blocos base de construcéo
em sintese organica, 0s quais apresentam multiplos grupos funcionais e
possuem o potencial de serem transformados em novas familias de moléculas
de utilidade industrial (US DEPARMENT OF ENERGY, 2004).

A maior parte dos acidos organicos sao produtos naturais ou intermediarios
do metabolismo microbiano, e s@o principalmente Uteis na indlstria quimica
devido a presenca dos grupos carboxila, ndo obstante o mercado atual desses
compostos ainda seja relativamente reduzido e seu crescimento dependa do
desenvolvimento de novos processos de producdo economicamente
sustentaveis (SAUER et al., 2008).

Os acidos succinico, malico e fumérico sdo alguns exemplos de moléculas
gue poderiam substituir o anidrido maleico, um derivado do petréleo de amplo
uso industrial. Outros exemplos classicos de acidos organicos produzidos
tradicionalmente correspondem ao &cido acético, citrico e lactico, com um
volume de mercado combinado de mais de 9 milhdes de toneladas produzidas
por ano (SAUER et al., 2008). O &acido itacbnico encontra-se dentro do grupo dos
building-block mais promissores, identificados assim pelo Departamento de
Energia dos Estados Unidos (US Deparment of Energy), o que tem motivado
novas pesquisas para a reducdo dos custos produtivos (KLEMENT; BUCHS,
2013).

3.2. ACIDO ITACONICO (Al)

Conhecido também como acido metilsuccinico, o Al € um composto
dicarboxilico insaturado de cinco carbonos, de cor branca e cristalino, precursor

quimico de uma grande quantidade de substadncias de uso industrial,
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principalmente empregado na sintese de resinas e usado como bloco de
construcdo para a producédo de bio-plasticos, materiais absorventes, poliésteres,
vidro artificial e preparacdo de compostos ativos em agricultura e farmacia (EL-
IMAM; DU, 2014; OKABE et al., 2009; KLEMENT; BUCHS, 2013; STEIGER et
al., 2013). Na FIGURA 1 é apresentada a formula estrutural do Al e um resumo

de algumas das familias de compostos que podem ser derivadas a partir dele.

NH
HzN/\(\/ 2

CH,
2-Methyl-1,4-butanediamine

CsHy N, MW = 102.18 NH,

HyN
CH, O

Itaconic diamide
CH N0, MW = 128.13

CeHiO MW = 86.13

HO

C:H,N MW = 85.15
2-Methyl-1,4-BDO s

CHj
3= & 4-Methyl NMP

CeHy 0, MW = 104.15
CgH,,NO MW = 113.16

FIGURA 1 - FORMULA ESTRUTURAL DO ACIDO ITACONICO E FAMILIAS DE
COMPOSTOS DERIVADOS. FONTE: US DEPARMENT OF ENERGY (2004).

O Al apresenta uma solubilidade em agua de aproximadamente 81 g/L (a
20°C), e massa molar de 130,1 g/L, sendo também solavel em metanol,
isopropanol e etanol. O resumo das principais propriedades fisicas e quimicas

do composto é apresentado na TABELA 1.
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TABELA 1 - PROPRIEDADES FiSICAS E QUIMICAS DO Al.

ITEM DESCRICAO
Nome: Acido itacbnico
Outros nomes: Acido 2-metilsuccinico, Acido 2-metilenobutanodioco
Formula quimica: CsHeO4
Massa Molar: 130,1 g/mol
Constante de lonizagdo (pKa): 3,85/5,45
Ponto de Fusé&o: 165°C
Ponto de Ebulicéo: 268°C
Densidade: 1,63 g/mL
Solubilidade em &gua: 81 g/L

FONTE: CARSTENSEN et al. (2013).

3.2.1. Rota de biossintese

Originalmente, o Al foi descoberto por Baup, em 1837, como resultado da
pirdlise do acido citrico (BRESSLER; BRAUN, 2000), no entanto, s6 em 1932 foi
reportado como um produto bioldgico sintetizado por Aspergillus itaconicus. Mais
tarde, em 1939, Calam et al. identificaram o fungo A. terreus como um produtor
mais promissor para esse composto (CALAM; OXFORD; RAISTRICK, 1939).

A sintese do Al é feita pela acdo da enzima cis-aconitato descarboxilase
(CAD), a qual age no Ciclo de Krebs ou Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos (TCA),
sendo uma rota metabdlica similar a necessaria para obtencdo de &cido citrico
(CARSTENSEN et al., 2013).

A compartimentalizagéo das reagfes envolvidas na rota de biossintese tem
sido amplamente estudada por diversos autores, incluindo novas pesquisas para
a expressao dos genes envolvidos na producao microbiana de Al (BLUMHOFF
et al., 2013). O TCA é um processo aerdbio de geracdo energética que ocorre
na mitocondria em eucariotos, enquanto a descarboxilacdo do cis-aconitato €
realizada no citosol (JAKLITSCH et al., 1991). Isso implica que além da enzima

CAD, na sintese de Al, é preciso contar também com transportadores de
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membrana mitocondrial, regulagédo das reagbes subsequentes do TCA e um
sistema para reposicdo do oxalato e malato no citosol para seu transporte a
matriz da mitocéndria (DWIARTI et al., 2002). Na FIGURA 2 é apresentado o
esquema proposto por Steiger et al. (2013) para a rota geral de biossintese do
Al.

citosol Glicose
mitocdndria i gﬁcdﬁse
l “H‘ -"#F__-"d.l
Acetil-CoA —=» CO, ” Oxalato
AN '
A7 " (Citrato Malato
Malato -&“ . .
TCA ] S -
t cis-Aconitate - _I - _
.f o
~— _ cis-Aconitato
Isocitrato
| CadA
ltaconato

FIGURA 2 - ROTA METABOLIpA DE SINTESE DO ITACONATO E SUA
COMPARTIMENTALIZACAO EM MITOCONDRIA E CITOSOL. FONTE: STEIGER et al. (2013)

No Ciclo de Krebs, o piruvato obtido via Embdeni Meyerhofi Parnas (EMP)
ingressa sofrendo uma descarboxilacdo, que da origem a acetil-CoA, e é
condensado junto ao oxalacetato para formar citrato. Por meio da enzima
aconitase, o citrato é convertido a isocitrato, em uma reacdo de dois passos:
primeiro ocorre a desidratacéo para formar cis-aconitato e, posteriormente, uma
reidratacdo para obter isocitrato. Na sintese do Al, o cis-aconitato € exportado

para o citosol e sofre a descarboxilagdo mediada por CAD, gerando assim
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itaconato ou Al (em meio acido). O papel da enzima aconitase é fundamental, ja
que sua atividade deve manter-se em baixos niveis que favorecam
principalmente a formacao de cis-aconitato, e evitando ao mesmo tempo o fluxo
convencional de sintese de isocitrato. Isso € possivel restringindo a
disponibilidade do ion ferro, o qual funciona como cofator enzimatico para este

caso em especifico.

As reacdes especificas envolvidas na geracdo do Al a partir de citrato se
resumem na FIGURA 3.

O OH
0O 0O
& ) I
Acido citrico )j\ pe //U\
HO C 1 °C OH
H:, OH H
l aconitase
(0] OH
9 o
Acido cis-aconitico )J\ N /U\
HO C C OH
H H
H
—

: O
/U\ ~ C* )j\ e dcido crs-acqmtrco
T Ne” N descarboxilase
2
= H., ;

H & OH
H
| s
O OH
O
Acido itacénico /Lk + CO,

H,C C OH

2 H,

FIGURA 3 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS REACOES DE DESIDRATA(;AO
DO CITRATO E DESCARBOXILACAO DO CIS-ACONITATO NA SINTESE DO ACIDO
ITACONICO. FONTE: STEIGER et al. (2013)
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3.3. Aspergillus terreus

Isolado inicialmente a partir de amostras de solo de Connecticut, Virginia e
Califérnia nos Estados Unidos, A. terreus foi descrito no comec¢o do século XX
(THOM; CHURCH, 1918). Membro da familia Trichocomaceae, Aspergillus
terreus € um fungo esporulado e saprofito amplamente distribuido no solo,
predominante em habitats ricos em matéria organica e vegetacdo em
decomposicdo (LASS-FLORL, 2012; LEITE et al., 2012). Isolado em meio
Czapek ou Extrato de Malte, apresenta uma macromorfologia de col6nias tipica
dos fungos filamentosos, formando hifas septadas e produzindo conidios que
variam a coloracdo do cultivo de branco a marrom-canela durante a fase de
esporulacdo (FIGURA 4).

FIGURA 4 - MACROMORFOLOGIA DO FUNGO A. terreus INOCULADO EM AGAR
EXTRATO DE MALTE (A) E AGAR CZAPEK (B). FONTE: ATHERTON (2003).

A. terreus distingue-se pela formacao de conidiéforos densos, com cabecas

conidiais colunares e hialinas, vesiculas semiesféricas de 10-20 um de diametro
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(FIGURA 5), esporos (conidios) marrons de 3-5 um de didmetro e estruturas
globulares reprodutivas ligadas as hifas e conhecidas como aleurioconidias
(STEINBACK et al. 2004). E um micro-organismo termotolerante, com

crescimento 6timo na faixa de 35-40°C, e resistente a condi¢cdes de pH baixo (2-
3) (HEVEKERL; KUENZ; VORLOP, 2014).

FIGURA 5 - ESTRUTURAS REPRODUTIVAS DO FUNGO A. terreus. FONTE:
ATHERTON (2003).

Além de ser o maior produtor de Al reportado no ambito industrial, A. terreus
€ usado também para sintese de acido cis-aconitico e xilanase (KOCABAS;
OGEL; BAKIR, 2014). E um produtor promissor de lovastatina, um farmaco
empregado para controlar os niveis de colesterol em sangue (LAI; HUNG; LO,
2007).
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3.4. FATORES QUIMICOS E FiSICOS QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO
DE ACIDO ITACONICO

3.4.1. Fonte de Carbono

Considerando que o processo de producao de Al depende diretamente do
Ciclo de Krebs, e um alto fluxo metabdlico através da glicolise para gerar
piruvato, € razoavel que a utilizacao de glicose como fonte de carbono permita
obter os melhores resultados possiveis. Porém, existem relatos acerca da
capacidade de A. terreus para utilizar xilose ou sacarose para a sintese de Al
(KAUTOLA et al., 1985; SHIN et al., 2013). No caso da sacarose, trata-se de um
dissacarideo gerado da unido de glicose e frutose, dois agucares facilmente
incorporaveis na rota metabdlica e, portanto, representa também uma fonte de

carbono que permite obter elevados rendimentos (KAUTOLA, 1989).

No ambito industrial, tem sido reportado o uso de melaco de cana ou
beterraba para a producdo de Al (KOBAYASHI; NAKAGAWA, 1975; NUBEL et
al., 1962; WILLKE; VORLOP, 2001). Pesquisas feitas em escala laboratorial
indicam também a possibilidade de empregar hidrolisados de materiais
amilaceos como farinhas de mandioca, trigo, batata, sorgo, batata doce
(PETRUCCIOLI; PULCI; FEDERICI, 1999). Também tem sido reportado o uso
de amido da palma de sagu (Metroxylon sagus) (DWIARTI et al., 2007) mas
obtendo rendimentos na faixa de 0,20-0,35 g de Al/g de acucar consumido, 0
gue representa aproximadamente 50% do rendimento obtido com outras fontes
de carbono simples como sacarose ou glicose. Reddy e Singh (2002) relatam
também o melhoramento de cepas industriais de A. terreus para o
aproveitamento de amido de milho e frutas recusadas para venda no mercado,
obtendo produtividades e rendimentos ligeiramente inferiores aqueles
reportados para cepas convencionais usando glicose como Unica fonte de
carbono (REDDY:; SINGH, 2002). Resultados similares foram obtidos por Yahiro
et al. (1997) com cepas melhoradas por mutagénese aleatdria com luz UV
(YAHIRO et al., 1997).
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Quanto a materiais ricos em lignocelulose, existem pesquisas que utilizam
hidrélise acida e enzimatica para pré-tratamento do residuo obtido no
processamento de sementes de Jatropha curcas na producéo de 6leo, obtendo
concentracoes finais de aproximadamente 24 g de Al/L (MURALIDHARARAO et
al., 2007).

Finalmente, tem sido reportado mais recentemente o uso de glicerol como
fonte de carbono viavel na producdo de Al. Neste caso, a rota metabolica de
incorporacdo desse composto ainda permanece sem ser esclarecida, porém os
resultados de concentracao final de Al e produtividade para determinadas cepas
de A. terreus se assemelham aos obtidos com a utilizacdo de glicose (JAHIM et
al., 2006; JARRY; SERAUDIE, 1997; JUY; OREJAS; LUCCA, 2010; VASSILEV
et al., 2012).

3.4.2. Fonte de Fésforo

Em bioprocessos, quando o produto final a ser obtido é um metabdlito, é
preciso restringir a sintese de biomassa para favorecer a geragdo do composto
de interesse e direcionar a atividade metabdlica e transformacédo da fonte de
carbono no produto desejado. Isto € possivel limitando um dos nutrientes basicos
necessarios para o crescimento e proliferacdo celular. No caso da producao de

Al por A. terreus, € empregada limitacdo da fonte de fosforo.

O fésforo (P) € um componente essencial de moléculas bioldgicas,
imprescindivel para a sintese de acidos nucleicos e critico nas reacdes
bioquimicas de liberacdo e armazenamento de energia mediadas pelo ATP
(adenosina trifosfato), sendo fundamental no metabolismo intermediario de
proteinas, lipidios e carboidratos. Os grupos fosfatos apresentam um papel
primério na regulacdo de proteinas intracelulares mediante mecanismos de
fosforilacdo ou desfosforilacdo, e agem sobre o equilibrio &cido-base dos fluidos
através do sistema tampéo fosfato. Além disso, o fosforo € um elemento

constituinte de fosfolipidios estruturais nas membranas celulares, tornando-se



27

necessario para a absorgédo, movimentacgao, deposicao e utilizacdo de diferentes
substancias em nivel celular (VIERA, 2010).

Diversos estudos tém sido realizados para determinar a fonte 6tima de
fésforo na producdo de Al. A limitacdo de P ocasiona uma restricdo da
capacidade de gerar biomassa e uma reducdo na concentragcdo do ATP e,
portanto, uma diminuicdo no nivel energético da célula, acelerando assim o fluxo
através da glicélise. Isto ocorre devido a uma diminuicdo nas reacfes de
fosforilacdo oxidativa e consequente incremento da fosforilacdo ao nivel de
substrato e a regeneracao do NAD(P)H. Assim, as rotas da glicélise e respiracao
celular operam dissociadas, permitindo um alto fluxo metabdlico de converséo
de glicose a cis-aconitato e, finalmente, a Al (KLEMENT; BUCHS, 2013).

De acordo com a literatura, o KH2POq4 é a fonte de P predileta para obtencéo
de Al, utilizado em um faixa variavel de 0,025- 1,25 g/L (GAO et al., 2013;
KLEMENT; BUCHS, 2013; KUENZ et al., 2012; LI; PFELZER,; et al., 2013; LI;
SACHDEVA,; et al., 2013; OKABE; OHTA; PARK, 1993; SHIN et al.,, 2013;
STEIGER et al., 2013; VASSILEV; KAUTOLA; LINKO, 1992). Existem também
numerosos relatos do uso de milhocina (corn steep liquor) na formulagdo do meio
de cultivo, a qual aporta entre 2-3% de fosforo adicional (DWIARTI et al., 2007;
GAO et al., 2013; GYAMERAH, 1995a, b; KOCABAS; OGEL; BAKIR, 2014,
PARK et al., 1994; YAHIRO; SHIBATA, et al., 1997).

A influéncia da concentracdo de fosfato no meio foi testada por Kuenz et al.
(2012), cuja pesquisa estabeleceu uma dose 6tima de 0,1 g/L KH2PO4 como
Unica fonte de P (KUENZ et al., 2012). Adicionalmente, Gao et al. (2013) indicam
gue para biomassa produzida em um meio exclusivo de germinacao de esporos,
e transferida a um segundo meio de producdo, os maiores teores de Al foram
obtidos quando foi eliminada a fonte de P na fase produtiva. Além disso, o estudo
demostrou que concentragcdes crescentes de KH2POs interferem na estrutura
dos pellets gerados em sistema de fermentacdo submersa, incrementando os
diametros dos agregados celulares, os quais poderiam afetar a transferéncia de

oxigénio aos estratos internos e reduzir assim a sintese de Al (GAO et al., 2013).
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3.4.3. Fonte de Nitrogénio

O nitrogénio (N) € um elemento estrutural basico e imprescindivel de
moléculas organicas fundamentais como as proteinas, acidos nucleicos (DNA,
RNA), lipidios complexos, entre outros. Portanto, constitui um componente
essencial do meio de cultura (SMITH, 2009).

Em diversas pesquisas tem sido comprovado que a fonte de N exerce uma
influéncia importante na ativacao de rotas metabolicas especificas, afetando os
resultados e rendimentos de um determinado processo fermentativo. Por
exemplo, na producdo de acido citrico, existe ampla informacédo que expde o
efeito da concentracédo e natureza da fonte de N na sintese do referido acido
organico (RODRIGUES, 2006).

De acordo com os dados encontrados na literatura, 0 amonio é a fonte de
N predileta utilizada na producdo de Al por A. terreus. No entanto, ainda nao
existe consenso referente ao seu metabolismo. Uma das teorias mais fortes
propostas por Papagianni et al. (2005) estabelece que o amdnio poderia atuar
evitando a inibicao da enzima fosfofrutoquinase (PFK) na glicélise quando existe
um alto nivel energético ocasionado por altas propor¢cdes de C:N
(Carbono:Nitrogénio) no meio de cultivo. Neste cenario, a enzima PKF apresenta
um funcionamento afetado devido ao incremento do fluxo da rota metabdlica
Embden-Meyerhof, induzido pela deplecdo da fonte de P no meio de cultura
(KLEMENT; BUCHS, 2013).

Adicionalmente, o estudo efetuado por Kuenz et al. (2013) estabeleceu que
a reducao da fonte de N simultanea a limitacdo do P afeta os resultados finais
de Al obtido, devido a uma limitagéo excessiva da biomassa que pode ser gerada

a partir de um meio de cultura minimo para N e P.

A limitacdo na fonte de nitrogénio como estratégia para producédo do Al tem
sido empregada unicamente em estudos com micro-organismos como Ustilago
maydis e Pseudozyma antarctica, porém ndo existem registros de estudos
metabdlicos referentes ao mecanismo de regulacdo ocorrido em tais fungos
(CHANDRAGIRI; SASTRY, 2011; KLEMENT; BUCHS, 2013).
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3.4.4. Outros macronutrientes e metais trago

Na producéo de Al, a presenca de determinados elementos traco no meio
de cultura € um dos fatores que poderia interferir na obtencdo de resultados
positivos, e uma das razfes pelas quais pode ser dificil a utilizacdo de matérias-

primas complexas em sistemas produtivos (KAUTOLA et al., 1991).

Como foi previamente dito (Ver 3.2.1 Rota de biossintese), a sintese do Al
€ dependente de uma estrita regulacdo no Ciclo de Krebs, sendo especialmente
importante a atividade parcial da enzima aconitase, cujo cofator € o ion ferro.
Portanto, altos niveis desse metal podem incrementar a atividade da enzima e
ocasionar que seja gerado isocitrato em vez do itaconato. Outros metais como
manganés e magnésio agem também como cofatores enzimaticos no TCA. Na
FIGURA 6 sao ilustradas as reag¢fes enzimaticas do Ciclo de Krebs onde

intervém 0s metais mencionados.

Adicionalmente, os elementos Ca?*, Zn?* e Fe?* sdo determinantes para a
formacdo de pellets de micélio com didmetro reduzido e pouco densos
(GYAMERAH, 1995a). Segundo Kuenz et al. (2012), doses de até 20 g/L de
CaClz2 permitem obter um crescimento tipo pseudo-levedura que favorece o
intercambio de gases e nutrientes com o0 meio de cultura, sendo a concentracao

Otima para producao de Al de 5 g/L CaCl..

O célcio atua ao mesmo tempo como inibidor da enzima itaconato oxidase,
a qual catalisa a degradacao de Al a acido itatartarico (GYAMERAH, 1995a).
Esse elemento é também cofator da enzima fosfoenol piruvato descarboxilase
(PEPC), a qual conduz a formacéo de oxaloacetato a partir de piruvato na matriz
mitocondrial. Esta Ultima reacdo € necessaria para repor os intermediarios
metabdlicos do Ciclo de Krebs que sado condensados posteriormente com uma
segunda molécula de piruvato para formar citrato e finalmente itaconato
(KLEMENT; BUCHS, 2013).
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FIGURA 6 - DETALHE DAS REACOES ENVOLVIDAS NO CICLO DE KREBS E DOS
COFATORES ENZIMATICOS QUE INTERVEM NO PROCESSO DE SINTESE DE Al.
FONTE: MOTTA (2009).

3.4.5. Alcoois inferiores

A utilizacdo de alcoois inferiores para producédo de acidos organicos foi
proposta inicialmente por Moyer (1954). Como reportado em sua patente,
comprovou-se o efeito de etanol, metanol e isopropanol na producao de acido
citrico, acido itacénico e outros acidos carboxilicos para o acondicionamento do
micélio, incrementando a permeabilidade da membrana celular (MOYER, 1954).
A estratégia tem sido amplamente utilizada na producao de acido citrico, onde é
possivel observar um aumento no rendimento quando sao utilizados
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carboidratos ndo processados. Na sintese de citrato, alguns dos efeitos
negativos ocasionados pelas altas concentragcdes de metais trago podem ser
vencidos mediante a adicdo de 1-5% de alcoois como metanol, etanol ou
isopropanol (VANDENBERGHE et al., 1999).

No caso do Al ndo existem relatos posteriores ao trabalho de Moyer para o
uso de alcoois inferiores, sendo portanto um dos fatores de interesse que deve
ser abordado e representando uma variavel promissora para a fermentacao de

substratos complexos.

3.4.6. pH

O potencial de hidrogénio (pH) do meio de cultivo € um dos principais
fatores que intervém na producdo de Al. Porém, na literatura ndo existe um
consenso sobre a faixa 6tima quando € empregado o fungo A. terreus, sendo
que diferentes autores reportam que para cepas distintas dessa espécie o pH
pode variar de 1,55 e 5,8 como valor inicial da fermenta¢cao (AHMED EL-IMAM
et al., 2013; GYAMERAH, 1995a).

Para a cepa NRRL 1960, Riscaldati et al. (2000) realizaram um estudo do
efeito das variaveis agitacdo e pH, no qual foi comprovado que em sistemas de
biorreator STR (Stirred Tank Reactor) um valor de pH inferior a 2 ocasiona uma
maior vulnerabilidade ao estresse hidromecanico produzido pela agitacao
constante do meio. Nessa pesquisa concluiu-se também que valores de pH
préximos a 3,0 permitem uma maior transferéncia de oxigénio que a observada
em faixas de pH menores (RISCALDATI et al., 2000).

O controle de pH é relevante também para evitar a formacdo de
subprodutos néo desejados. Na patente de Batti e Schweiger (1963) indicou-se
que, em fermentacdes lancadas com pH inferior a 3, foi observada a sintese
conjunta de acido succinico e acido itatartarico como produtos secundarios,
representando aproximadamente 15% da acidez do meio (BATTI; SCHWEIGER,
1963).
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Na fase de producdo de biomassa, a morfologia de A. terreus pode ser
negativamente influenciada por valores de pH inferiores a 2 ou superiores a 5.
Além disso, a acidez do meio, unida a pressdo osmotica ocasionada pelas altas
concentracfes inicias de acucares fermentaveis, permite gerar condi¢cdes
assépticas no sistema, o que € de grande utilidade em processos industriais
(KLEMENT; BUCHS, 2013).

Um estudo recente publicado por Hevekerl et al. (2014) indicou que uma
troca no pH do meio fermentativo, logo apos 48 horas do inicio do processo,
pode incrementar os rendimentos, produtividades e teores volumétricos obtidos
para Al. Demonstrou-se a eficacia da estratégia para a cepa A. terreus DSM-
23081, empregando-se como inéculo uma suspensao de esporos e pH inicial de
3,1. As cinéticas do processo demonstraram um aumento de aproximadamente
30% no produto final quando foi realizada uma troca para pH 6 durante o terceiro
dia de fermentacdo. Neste caso, a mudanca no pH foi realizada logo apés a fase
de germinacédo de esporos e no comeco da fase de producéo de Al (HEVEKERL;
KUENZ; VORLOP, 2014).

Finalmente, o pH é uma varidvel que influencia a solubilidade maxima do
Al no meio de cultura e, portanto, € também um fator de importancia na fases de
recuperacdo e purificacdo do produto. Condicbes acidas de fermentacdo
reduzem o0s custos associados ao controle para neutralizacdo do pH, além de
permitir a cristalizagéo direta do Al encontrado no sobrenadante (KLEMENT;
BUCHS, 2013).

3.4.7. Temperatura

Em termos gerais, 0s processos fermentativos apresentam uma faixa 6tima
de temperatura para o crescimento e proliferacdo de micro-organismos
especificos. No caso da sintese de Al por A. terreus, os dados encontrados na
literatura indicam uma faixa adequada de 30-40°C, o que varia de acordo com a
cepa utilizada, mas se mantém na média de 35°C (JAHIM et al., 2006; LI;
SACHDEVA,; et al., 2013; PARK et al.,, 1994; VAN DER WERF et al., 2013;
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YAHIRO et al.,, 1995). O desenvolvimento de um processo biotecnolégico
tolerante a altas temperaturas apresenta as vantagens de requerer um menor
esforco para o controle do calor gerado pela fermentacao, além de incrementar
a solubilidade do composto final sintetizado e, portanto, facilitar o downstream

do produto.

3.4.8. Aeracao

O fornecimento continuo e ininterrupto de oxigénio é fundamental na
sintese de Al. De acordo a Klement e Blichs (2013), é preciso 1,5 mol de Oz por
cada mol de Al produzido a partir de glicose. Devido ao fluxo desacoplado entre
a glicolise e o Ciclo de Krebs, é preciso também uma alta atividade da cadeia
transportadora de elétrons, a qual permite regenerar o NAD a partir do NADH
produzido na glicolise, utilizando o O2 como aceptor final de elétrons. A reagéo &
essencial para evitar a inibicdo da enzima fosfofrutoquinase (PFK) da glicolise e
a citrato sintase (CS) do TCA, as quais séo reguladas pelas concentracdes de
NADH (KLEMENT; BUCHS, 2013).

Em fermentacdo submersa tem sido demonstrado que interrupcdes no
abastecimento de oxigénio podem resultar na perda da capacidade de
conversao do acucar em Al, embora ndo sejam observados efeitos colaterais na
sintese de biomassa celular. A FIGURA 7 exemplifica os resultados obtidos por
Gyamerah (1995) para culturas de A. terreus NRRL1960 que foram submetidas
a periodos curtos de privacéo da fonte de Oz, sendo evidente a perda de mais

de 50% da produtividade logo apés alguns minutos em anoxia.



34

500

400

=)
@
=
E
f i |
' /
200 Short stop of asration
after 100 hours farmentation
1 ) SN I
-1 0 1 2 3

(days)

FIGURA 7 - EFEITO DE PAUSAS NA AERAGAO DO CULTIVO DE A. terreus NA
PRODUGAO DE ACIDO ITACONICO., Omin,® 1min,A3 mi n, &B mmi n,
FONTE: GYAMERAH (1995b)

A alta dependéncia de oxigénio e sensibilidade aos periodos curtos de
anoxia dificulta a reutilizacdo da biomassa gerada em um processo em batelada,
ou a implementacdo de processos semicontinuos em escala industrial. I1sso foi
corroborado por Park et al. ao tentarem escalonar sem sucesso um processo
tipo repeated batch (PARK et al., 1994).

Para garantir uma concentracao 6tima de oxigénio dissolvido em sistemas
de escala ampliada, € preciso incrementar a velocidade de agitacdo nos
biorreatores STR. Como ocorre com outros fungos filamentosos, A. terreus pode
sofrer danos celulares devido ao estresse hidromecanico e forcas de
cisalhamento proprias desse tipo de sistema, afetando os resultados finais
obtidos. Devido a isto, diversos autores tém trabalhado com o escalonamento
em reatores tipo air-lift, os quais permitem maximizar os rendimentos e
produtividades do processo (OKABE; OHTA; PARK, 1993; YAHIRO;
TAKAHAMA et al., 1997).
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4. MATERIAL E METODOS

A fase experimental do projeto foi realizada no Laboratorio de Processos
Biotecnoldgicos | (LPBI) da Universidade Federal do Parana, localizado em
Curitiba. Na TABELA 26 da secao de 9. ANEXOS apresenta-se um esquema
com o resumo da ordem cronologica da realizacdo dos experimentos e 0s
resultados para fermentacédo submersa, enquanto as secbes 4. MATERIAL E
METODOS e 5. RESULTADOS s&o descritas na ordem l6gica de apresentacéo

de dados.

4.1. MICRO-ORGANISMOS EMPREGADOS

Duas cepas do fungo A. terreus foram testadas para a producéo de Al. Os
micro-organismos foram adquiridos da colegdo NRRL (National Center for
Agricultural Utilization Research, Peoria, lllinois) e correspondem as cepas
NRRL 1960 e NRRL 265. As duas cepas foram conservadas em tubos inclinados
contendo &gar Sabouraud a uma temperatura de 4°C por um periodo de até trés
meses. Para a manutencdo dos micro-organismos em condi¢cdes
metabolicamente ativas e producéo dos esporos, foram realizados repiques em
agar Czapek e agar Sabouraud, os quais foram incubados em Erlenmeyer de
250 mL contendo 75 mL de meio de cultivo. As culturas foram mantidas por 12

dias em estufa a 28°C até que se atingisse a esporulacao.

A maior parte dos experimentos realizados na presente pesquisa foram
realizados empregando a cepa NRRL 1960, j& que se trata de um micro-
organismo reportado como produtor em nivel industrial. A cepa NRRL 265 foi
utilizada para fins de comparacéo em dois dos experimentos adiante indicados,
e testada unicamente sob condicOes previamente otimizadas para A. terreus
NRRL 1960.
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4.2. RECUPERACAO DOS ESPOROS

Para atingir esporulacdo, as cepas de A. terreus foram cultivadas em
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de agar Sabouraud ou agar Czapek a
28°C, durante 8-10 dias.

Os esporos foram coletados adicionando-se 50 mL de solu¢cdo aquosa
0,01% de Tween 80 e uma barra magnética, previamente esterilizadas. A
remocao das estruturas reprodutivas foi realizada de forma mecanica com auxilio

de agitador magnético por um periodo de 15 minutos.

Estimou-se a concentracdo de esporos na suspensao, diluida 10t ou 10,
através de contagem direta empregando-se uma camara de Neubauer e

microscopio optico.

A suspenséo de esporos de A. terreus foi mantida a 4°C por um periodo

maximo de 4 dias, até seu uso.

4.3. ESTABELECIMENTO DO METODO DE PRODUCAO DE INOCULO

Duas metodologias de inoculacao foram avaliadas para a producéo de Al
por A. terreus em fermentacéo submersa. A primeira delas consistiu na utilizacao
direta de uma aliquota da suspenséao de esporos, inoculada no meio de producéo
de Al (0,1 g/L KH2PO4, 1 g/L NHa4Cl, 1,25 g/L (NH4)2SO4, 1,15 g/L ureia, 1 g/L
MgSOa4 7H20, 5 g/L CaClz 2H:0, 1,67 mg/L FeClz 6H20, 8 mg/L ZnSOa4 7H20,
13,1 mg/L CuSO4 5H20, 100 g/L de glicose, e pH 3 ajustado com HCI 10%)
baseado na composicdo descrita por Kuenz et al. (2012) mantendo uma
concentracdo final de 1x108 esporos/mL, 120 rpm, 32°C durante 10 dias. As
condicdes fisicas foram definidas segundo dados da literatura (KUENZ et al.,
2012; PETRUCCIOLI; PULCI; FEDERICI, 1999; VASSILEV et al., 2012).

Adicionalmente testou-se um indculo vegetativo, cuja biomassa foi

produzida em um meio sintético composto por: 0,1 g/L KH2POa4, 5 g/L NH4NOs3,
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1 g/L MgSO4 7H20, 0,5 g/L CaClz2 2H20, 10 mg/L FeSO4 7H20, 8 mg/L ZnSO4
7H20, 13,1 mg/L CuSOa4 5H20, 50 g/L de glicose, e pH 3 ajustado com HCI 10%.
Neste caso, a suspensado de esporos foi utilizada como pré-inéculo, mantendo-
se a concentracdo de 1x10% esporos/mL, e incubando-se durante 48 horas a
32°C e 140 rpm em shaker orbital. Segundo o indicado na literatura (JAHIM et
al., 2006; KAUTOLA et al., 1985; OKABE; OHTA; PARK, 1993; PARK; OHTA;
OKABE, 1993; PETRUCCIOLI; PULCI; FEDERICI, 1999; RISCALDATI et al.,
2000; YAHIRO; TAKAHAMA,; et al., 1997), a suspensao de biomassa gerada foi
usada em uma proporcao de 10% (v/v) para inocular o meio de producgéao de Al,
indicado anteriormente, incubando-se a 120 rpm, 32°C durante 8 dias adicionais.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em frascos Erlenmeyer

de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo.

4.3.1. Producao de in6culo vegetativo: Estudo da morfologia 6tima de A.

terreus para producéao de Al

Com base nos dados encontrados na literatura, as variaveis fisicas pH,
concentracédo inicial de esporos no pré-inéculo e proporcédo entre o volume de
fermentacado e o volume do frasco (devido a variagdes no intercambio gasoso)
foram identificadas como fatores que poderiam influenciar a morfologia da
biomassa gerada na producdo de inoculo vegetativo (GAO et al.,, 2013;
KAUTOLA; VASSILEV; LINKO, 1990; OKABE; OHTA; PARK, 1993;
RISCALDATI et al., 2000). Além disso, foram testadas duas composicdes de
meio, com diferencas na fonte de nitrogénio, ferro e concentracdo de calcio,
devido a uma falta de consenso entre diferentes grupos de pesquisa (EL-IMAM;
DU, 2014; JUY; OREJAS; LUCCA, 2010; OKABE et al., 2009; SHIN et al., 2013;
TEVZ; BENCINA; LEGISA, 2010).

Realizou-se um planejamento fatorial de dois niveis, trés fatores e trés
repeticbes nas condicbes de pontos centrais para determinar o efeito das
variaveis fisicas na fase de producdo de inéculo. Na TABELA 2 sao

apresentados os niveis escolhidos para cada fator. A propor¢do de volume
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fermentacao / volume frasco corresponde a volumes de 50 mL, 75 mL e 100 mL
em frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, diametro de 82 mm.

TABELA 2 - PARAMETROS FISICOS E NiVEIS AVALIADOS NO ESTUDO DE MORFOLOGIA
OTIMA DE A. terreus PARA A PRODUGAO DE Al

Niveis
Fatores
-1 0 +1
pH 3 35 4
Esporos/mL 1x10° 5,5x10° 1x10 ©
Proporcao volume
fermentacao / volume frasco 0,2 0,3 0,4

(VFIVS)

O planejamento e andlise dos dados gerados foram realizados com o
auxilio do software STATISTICA 7 de StatSoft. A matriz experimental e o detalhe

da distribuicdo dos experimentos efetuados sao ilustrados na TABELA 3.
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TABELA 3 - MATRIZ DE PLANEJAMENTO ESTATISTICO PARA O ESTUDO DE
MORFOLOGIA OTIMA PARA PRODUCAO DE Al.

Proporgao volume

Experimento pH Esporos/mL fermentacéo / volume
frasco (VF/Vf)

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

9(C) 0

9(C) 0

9(C) 0

Esse planejamento foi repetido para as duas composicfes de meio de
cultivo, indicadas na TABELA 4 como meio de cultivo il n- cul o A0 e mei
cul ti vo fCadatrataménto foBnoculado com esporos da cepa industrial
A. terreus NRRL 1960 e incubado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, shaker
orbital a 120 rpm, 32°C durante 48 horas para obter a biomassa com morfologia
diferenciada, a qual foi utilizada como inéculo no meio de producdo descrito
(TABELA 4). As condi¢des de fermentagéo na fase de geragao de Al foram
fixadas para todos os tratamentos, mantendo pH inicial de 3, volume de
fermentacdo de 50 mL (proporc¢éo de 0,2 com o volume do frasco), 32°C e 120
rom durante 6 dias. Apés finalizada a fermentacédo, as imagens de diferencas
morfolégicas foram registradas com camara Samsung GT-S5830 de 5 MP,
empregando uma placa de Petri para a observacdo de macromorfologia e

microscoépio Optico para a micromorfologia de cada cultura.
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TABELA 4 - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTIVO EMPREGADOS NO ESTUDO DE
MORFOLOGIA OTIMA PARA PRODUCAO DE Al.

Meio Meio Meio de
Componente i i .
Inoculo A Inoculo B Producéo Al

KH2POa4 (g/L) 0,1 0,1 0,1
NH4NOs (g/L) - 5 -
NHa4CI (g/L) 1 - 1
(NH4)2S0a4 (g/L) 1,25 - 1,25
Ureia - CH4N20 (g/L) 1,15 - 1,15
MgSOa4 7H20 (g/L) 1 1 1
CaCl2 2H20 (g/L) 5 0,5 5
FeCls 6H20 (mg/L) 1,67 - 1,67
FeSO4 7H20 (mg/L) - 10 -
ZnS0O4 7H20 (mg/L) 8 8 8
CuSO0Oa4 5H20 (mg/L) 13,1 13,1 13,1
Glicose (g/L) 50 50 100

4.4. PRODUCAO DE Al EM MEIO SINTETICO

Neste trabalho, a sintese de Al em meio quimicamente definido ou sintético
foi empregada como sistema modelo. Como parte das avaliacdes preliminares
foram testados os meios Czapek com incremento na fonte de carbono (3 g/L
NaNOs; 0,5 g/L MgSOa4 7H20; 0,5 g/L KCI; 0,01 g/L FeSO4 7H20; 1,0 g/L K2HPO4;
100 g/L sacarose) e 0 meio proposto por Kuenz et al. (2012) com modificacéo na
fonte de nitrogénio (0,1 g/L KH2POs4; 3 g/L NaNOs; 1g/L MgSOa4 7H20; 10 g/L
CaCl2 2H20; 1,67mg/L FeCls 6H20; 8 mg/L ZnSO4 7H20; 13 mg/L CuSO4 5H20;
100 g/L glicose). As fermentacdes foram iniciadas em pH 3,1, 120 rpm e 30°C,
com inéculo de 1x10°8 esporos/mL A. terreus NRRL 1960, durante 12 dias.

A partir dos resultados obtidos, foram efetuados novos testes para
identificar a composigéo ideal do meio sintético para producao de Al.
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4.4.1. Fonte de Nitrogénio (N)

Com base nos dados encontrados na literatura (DWIARTI et al., 2007; JUY;
OREJAS; LUCCA, 2010; KUENZ et al., 2012; PARK et al., 1994; VASSILEV et
al., 2012), foi testado o nitrato de amonio (NH4NOs) como fonte de nitrogénio e
comparado com composicles alternativas, empregando reagentes de menor
custo e maior facilidade de aquisicdo no territério brasileiro. Seguindo a
composicdo basal estabelecida por Kuenz et al. (2012), os meios foram
preparados para uma concentragao final de 0,1 g/L KH2POa4; 1 g/L MgSOa4 7H20;
10 g/L CaClz2 2 H20; 1,67 mg/L FeCls 6H20; 8 mg/L ZnSO4 7H20; 13 mg/L CuSOa4
5H20 e 100 g/L glicose, pH 3. No estudio de Kuenz et al. (2012) o NH4NOs é
empregado como Unica fonte de nitrogénio, indicando que o nitrato e o amoénio
sdo consumidos em diferentes etapas do processo fermentativo. Devido as
dificuldades técnicas relacionadas a aquisicdo e uso do NHsNOs, foram
desenhadas composi¢fes alternativas mantendo a mesma concentracao global
de nitrogénio e/ou mesma concentracdo de amonio. A TABELA 5 apresenta as
das fontes de nitrogénio e concentracdes avaliadas. Uma vez autoclavados, os
meios foram inoculados com 1x108 esporos/mL de A. terreus NRRL 1960 e

incubados a 120 rpm e 33°C, durante 12 dias.

TABELA 5 - DETALHE DA COMPOSICAO DIFERENCIAL DA FONTE DE NITROGENIO (g/L)
TESTADA PARA PRODUCAO DE Al.

Fonte de N A B C D E F
NaNOs3 3 - 2 - - -
(NH4)2S0a4 - 3,1 15 - 15 -
Ureia CH4aN20 - - - 2,25 15 -
NH4sNO3 - - - - - 3

Partindo dos resultados obtidos no teste inicial para determinacao de fonte
de nitrogénio, foi realizada uma segunda etapa com o objetivo de estabelecer as
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melhores fontes e propor¢coes de amobnio e ureia. Na TABELA 6 sé&o
apresentadas as novas variagbes testadas para a fonte de nitrogénio. Os
tratamentos mantém a concentracéo global de nitrogénio em 1,05 g/L, variando
a natureza da fonte. A composicdo basica dos sais e parametros fisicos de
fermentacdo foram mantidos nos mesmos niveis descritos anteriormente. As
culturas foram avaliadas durante 6 dias de incubacdo, sob condi¢des

previamente indicadas.

TABELA 6 - OTIMIZACAO DA FONTE DE NITROGENIO PARA PRODUCAO DE All.

Fonte de N E E-1 E-2 E-3
NH4Cl - - 2 1
(NH4)2S04 15 2 - 1,25
Ureia CH4N20 15 1,35 1,15 1,15

4.4.2. Efeito do pH

O valor do parametro fisico pH foi avaliado para o inicio da fase de
producdo de Al por A. terreus. Estudos recentes indicam que um incremento
pontual do pH apdés germinagcdo e desenvolvimento dos esporos
(aproximadamente 2,1 dias) pode maximizar a producdo de Al em até 68%
(HEVEKERL; KUENZ; VORLOP, 2014), quando é empregado um in6culo de

estruturas reprodutivas diretamente no meio de produgao.

Com o objetivo de comparar o efeito do pH na fase de sintese de Al e
devido a relevancia das informacdes emergentes, decidiu-se testar as condigdes
de pH 5 e 6 no comecgo da etapa de producdo do acido organico, comparando
com um controle de pH 3 padronizado na presente pesquisa. Para isso, foi
preparado um indculo vegetativo de acordo com a metodologia otimizada
previamente, utilizando uma concentracdo de 1x10° esporos/mL no meio de
producgdo de biomassa (0,1 g/L KH2POa4, 5 g/L NH4aNOs, 1 g/L MgSOa4 7H20, 0,5
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g/L CaClz2 2H20, 10 mg/L FeSO4 7H20, 8 mg/L ZnSO4 7H20, 13,1 mg/L CuSOa4
5H20, 50 g/L de glicose, pH 3), incubando-se durante 48 horas a 32°C e 140 rpm
em shaker orbital. A suspenséo de biomassa gerada nesta etapa foi empregada
como inéculo em uma proporcéo de 10% (v/v) para os tratamentos com pH inicial
de 3, 5 e 6, em um meio de produgéo de Al contendo 0,1 g/L KH2PO4, 1 g/L
NH4Cl, 1,25 g/L (NH4)2S0a4, 1,15 g/L ureia, 1 g/L MgSOa4 7H20, 5 g/L CaClz 2H20,
1,67 mg/L FeCls 6H20, 8 mg/L ZnSO4 7H20, 13,1 mg/L CuSO4 5H20, 100 g/L de

glicose, e incubando-se a 140 rpm, 32°C durante 6 dias.

4.4.3. Cinética de producédo em meio sintético

Uma vez estabelecida tanto a composicdo do meio sintético como o
protocolo de cultivo de indculo vegetativo, foi realizada uma cinética de producéo
de Al durante 8 dias. Para cada ponto determinou-se em triplicata a massa seca,

pH, acucar residual e concentracfes de Al no sobrenadante.

A biomassa empregada como in6culo foi gerada segundo o protocolo
estabelecido na presente pesquisa, otimizada para garantir a morfologia 6tima
gue maximizasse a sintese de Al. O meio de producdo de biomassa (0,1 g/L
KH2POs4, 5 g/L NH4NOs3, 1 g/L MgSO4 7H20, 0,5 g/L CaClz 2H20, 10 mg/L FeSOa4
7H20, 8 mg/L ZnSO4 7H20, 13,1 mg/L CuSO4 5H20, 50 g/L de glicose, pH 3) foi
inoculado com 1x10° esporos/mL, e incubado a 32°C, 140 rpm por 48 horas.
Uma vez transcorrida essa etapa, a suspensao de biomassa gerada foi inoculada
em proporcdo de 10% (v/v) em 24 frascos Erlenmeyer contendo 45 mL do meio
de producéo de Al (0,1 g/L KH2PO4, 1 g/L NH4Cl, 1,25 g/L (NH4)2SO4, 1,15 g/L
ureia, 1 g/L MgSOa4 7H20, 5 g/L CaClz 2H20, 1,67 mg/L FeCls 6H20, 8 mg/L
ZnS04 7H20, 13,1 mg/L CuSO4 5H20, 100 g/L de glicose, e pH 3), incubando-
se a 32°C e 120 rpm. A cada dia de cultivo foram retirados trés frascos
Erlenmeyer correspondentes a réplicas de um mesmo ponto (tempo de

fermentacao), e realizadas as analises correspondentes.

Para o calculo dos parametros cinéticos de velocidade especifica de

crescimento (u), tempo de duplicagdo (td), velocidade volumétrica maxima de
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consumo de substrato (rsmax), rendimento de substrato em Al (Yrpss), rendimento
de Al por biomassa produzida (Yrix) € produtividade volumétrica horaria (rp),

foram utilizadas as seguintes equacdes:
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4.4.4. Alcoois inferiores

Avaliou-se o0 efeito da adicdo de alcoois inferiores durante a fase de
producdo de Al. Para isso, empregou-se como controle a metodologia
padronizada para obtencdo de biomassa e sintese de Al (Ver 4.4.2),
adicionando-se 2% (v/v) de metanol ou 2-propanol em relagdo ao volume total
do meio de producéo. O pH inicial foi ajustado a 3 e cada tratamento foi inoculado
com uma propor¢cdo de 10% (v/v) de biomassa metabolicamente ativa, e

incubado a 32°C durante 7 dias a 130 rpm.

4.4.5. Comparacao entre cepas NRRL 1960 e 265

A cepa A. terreus NRRL 1960 € um micro-organismo reportado em diversas
patentes para producao industrial de Al (BATTI; SCHWEIGER, 1963; CROS;
SCHNEIDER, 1993; JARRY; SERAUDIE, 1997). Para comparar o efeito da cepa
empregada no processo foi utilizada como comparativo a cepa A. terreus NRRL
265, isolada pelo mesmo grupo de pesquisa que a cepa NRRL 1960 a partir de

amostras de solo obtidas da mesma regido dos Estados Unidos.

As duas cepas foram cultivas sob idénticas condi¢des ja padronizadas na
presente pesquisa, com uma etapa inicial de producéo de in6culo (pH 3, 1x10°8
esporos/mL, volume de 100 mL em Erlenmeyer de 500 mL) e uma fase
fermentativa de sintese de Al em meio de producédo a pH 3, incubando a 140

rpm, 32°C durante 6 dias.
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4.4.6. Aumento de escala

O processo de producdo de Al foi escalonado para fermentacdo em
biorreator do tipo coluna de bolhas de 1,5 L de capacidade e comparado em
paralelo com um controle fermentando em volume de 50 mL em shaker orbital.
Para ambos os tratamentos foi preparado o mesmo inéculo de acordo a
metodologia padronizada na presente pesquisa, empregando frascos
Erlenmeyer de 500 ml de capacidade com 100 mL de meio de producdo de
biomassa (0,1 g/L KH2POg4, 5 g/L NH4NOg3, 1 g/L MgSO4 7H20, 0,5 g/L CaCl2
2H20, 10 mg/L FeS0O4 7H20, 8 mg/L ZnSO4 7H20, 13,1 mg/L CuSO4 5H:0, 50
g/L de sacarose, pH 3), inoculado com 1x10°8 esporos/mL, incubado a 32°C, 140
rpm por 48 horas. A biomassa obtida foi empregada em propor¢céao de 10% (v/v)
como in6culo para o meio de producao de Al (0,1 g/L KH2POa4, 1 g/L NH4Cl, 1,25
g/L (NH4)2S04, 1,15 g/L ureia, 1 g/L MgSO4 7H20, 5 g/L CaCl2 2H20, 1,67 mg/L
FeClsz 6H20, 8 mg/L ZnSO4 7H20, 13,1 mg/L CuSO4 5H20, 100 g/L de glicose, e
pH 3), incubado a 32°C. Finalmente, a coluna de bolhas contendo 1 L de meio
de producéo foi acoplada a um sistema de aeracdo com o objetivo de alimentar
uma vazao de ar de 2 vvm, enquanto o tratamento controle foi mantido em shaker
orbital a 140 rpm durante os 6 dias do experimento. Para a fermentacdo na
coluna de bolhas foi preciso empregar 5 mL de antiespumante (NitroFoam H10).

O esquema do biorreator empregado € apresentado na FIGURA 8.

305 mm

- 80 mm |

\
S

Entrada de ar
50 mm

FIGURA 8 - BIORREATOR TIPO COLUNA DE BOLHAS EMPREGADO NA FASE DE
AUMENTO DE ESCALA. FONTE: DE OLIVEIRA (2012).
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4.5. PRODUCAO DE Al EM MEIO COMPLEXO

4.5.1. Caraterizacéao fisico-quimica de substratos

Os substratos sdlidos testados para producdo de Al foram polpa citrica,
casca de soja, soja in natura, farelo de trigo, quirera de milho, batata, batata
doce, mandioca, bagaco de mandioca e bagaco de cana. As matérias primas
com alto teor de umidade foram submetidas inicialmente a um processo de
secagem. Posteriormente, os substratos foram triturados em moinho de facas e
peneirados de forma a obter granulometria de 0,8-2mm para Fermentacdo em
Estado Solido (FES), po fino (<0,3mm) para testes de crescimento apical e
material moido sem peneiramento para a preparacdo de extratos empregados
em fermentacdo submersa. O melaco de cana e glicerol foram empregados
como substratos para fermentacéo submersa e mantidos sob congelamento até

0 Séu uso.

A determinacao da umidade dos materiais solidos foi realizada por método
termogravimétrico a 105°C em analisador de umidade por infra-vermelho, e a
atividade de agua (aw) foi analisada por ponto de orvalho com auxilio de um
equipamento Aqua Lab modelo CX-2. O pH foi determinado por medicdo em
potencidmetro, no caso das amostras sélidas foi preparada uma suspensao com
5 g de cada substrato em 50 mL de agua deionizada, e apds decantacdo mediu-
se o0 pH do sobrenadante. Finalmente, a quantificacdo de acuUcares totais
fermentesciveis foi efetuada mediante dosagem pela metodologia Somogyi-
Nelson (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1945). Esse protocolo foi empregado
também para determinacdo de acucares presentes em extratos aquosos das

matérias primas soélidas a 5% (m/v).





































































































































































