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RESUMO

Entre os acidos orginicos produzidos industrialmente, o acido citrico é o mais
mportante do ponto de vista quantitativo com uma produgio anual de cerca de um
milhdo de toneladas A fermentacdo no estado soélido (FES) tem sido apontada como
um método alternativo para a producdo do acido citnico usando residuos agro-
mdustriais O Brasil ocupa o segundo lugar entre os maiores produtores mundiais de
mandioca com 23 milhdes de toneladas O bagago de mandioca (BM) € o residuo
solido gerado em grandes quantidades no processo de extragdo de amudo O uso do
BM como substrato em FES pode evitar problemas ambientais causados pela
disposigdo final deste residuo na natureza Este estudo fo1 desenvolvido com o
objetivo de verificar a mfluéncia de diferentes porcentagens de bagaco termicamente
tratado e, consequentemente, a influéncia do grau de gelatimzagdo do amdo presente
no BM, na produgio de acido citnico por fermentacéo no estado sdlido, em biorreator
tipo bandeja e biorreator tipo tambor horizontal. A malor produgio de acido citrco
(269 g/kg de BM seco) for obtida em biorreator tipo tambor honizontal usando 100%
de BM tratado, porém, o biorreator tipo bandeja apresentou vantagens e boas

perspectivas para produgdo de acido citrico em grande escala

Palavras-chave acido citrico, bagagco de mandioca, amido gelatimzado, fermentagao

no estado sohido, biorreatores



ABSTRACT

Among the orgamc acids mdustrially produced, citric acid 1s the most important m
quantitative terms with an estimated annual production of about 1000,000 tons Sohd-
state fermentation (SSF) has been an alternative method for citric acid production
using agro-mndustnal residues Brazil occupies the second place n the world ranking of
production with 23 million tons of cassava Cassava industrialization produces great
quantities of cassava bagasse (CB), a solid residue generated m the starch extraction
process The use of this residue as substrate can avoid environmental problems caused
by 1ts disposal m the environment Thus study was developed to venify the influence of
the different treated bagasse amount and, consequently, the influence of the
gelatinization degree of CB’s starch on citric acid production by SSF 1 horizontal
drum and tray bioreactors Best results (269 g/kg of dry CB) were obtammed m
horizontal drum bioreactor using 100% of gelatmzed CB, but tray-type bioreactor has
showed advantages and good perspectives for large-scale citric acid production

Key words citric acid, cassava bagasse, gelatimzed starch, sohid-state fermentation,

bioreactors



1 INTRODUCAO

O acido citrico € um dos produtos de fermentagdo mais produzidos do mundo,
principalmente por fermentagdo submersa de meios a base de sacarose ou amdo,
usando o fungo filamentoso Aspergillus niger, embora processos utithzando leveduras
também sejam conhecidos Recentemente observa-se na lhiteratura um aumento no
namero de relatos do uso de processos de fermentagido no estado solido (FES) como
uma alternativa em relagdo a fermentagido submersa

Consideravels quantidades de acido citrico sdo necessarias em muitos
processos imdustniais (JIANLONG, 2000) Este acido orgamco € intensamente
utihizado na indistna alimenticia além de encontrar vanas outras aphlicagdes
Atualmente sua produgdo mundial estd em torno de 1000000 de toneladas/ano
(SOCCOL et al, 2002). A maior parte do acido citrico consumido no Brasil €
mmportada e sua demanda esta aumentando continuamente, o que mostra a necessidade
das mdastrnias buscarem novas alternativas em tecnologias e redugdo do custo da
produgido (VANDENBERGHE, 2000, VANDENBERGHE et al , 2000b)

Os residuos de processos agricolas, como € o caso do bagago de mandioca que
¢ gerado em abundancia no Estado do Parana, causam graves problemas ambientais
quando dispostos na natureza (KOLICHESKI, 1995, SOCCOL, 1996a, PANDEY et
al , 2000, VANDENBERGHE, 2000) O uso do bagago de mandioca como suporte na
FES, para fixar as células dos microrganismos, ¢ economicamente importante do ponto
de vista ambiental, pois é uma alternativa biotecnologica para a valorizagdo dos
residuos solidos da industrializagdo da mandioca (SOCCOL, 2001) Ha uma grande
viabilidade na produgio de acido citrico utilizando como substrato o bagago de
mandioca que contém alta concentragido de amudo Algumas cepas de Aspergillus mger
contém enzimas capazes de hidrolisar o amido e converter a ghcose em acidos
orgdmicos A gelatimzagdo do ammdo presente no substrato, feito por meio de
tratamento térmico, facilita o ataque do mesmo pelo fungo

No laboratorio de Processos Biotecnologicos da Umiversidade Federal do
Parana ja foram desenvolvidos varios processos alternativos para a producgio de acido

citico produzido por FES a partir de bagago de mandioca em escala laboratonal

Introducgao



(KOLICHESKI, 1995, SOCCOL, VANDENBERGHE e LEBEAULT, 1999,
VANDENBERGHE, 2000) Porém, existe a necessidade de testar a produgdo de AC
em maior escala

O principal objetivo desse trabalho ¢ desenvolver um bioprocesso para
produzir o acido citrico em escala semipiloto, por fermentagdo no estado sohido do
bagago de mandioca que sera usado como substrato/suporte, validando assim
diferentes modelos de biorreatores Para 1sto, serdo utilizados um reator tipo bandeja e
um reator tipo tambor honizontal Nestes dois biorreatores sera testada a influéncia de
diferentes porcentagens de bagago de mandioca tratado termicamente na produgdo de

acido citrico Por fim, sera feito um estudo cmmético nas condigdes de maior produgao
do metabolito

Introducao



2 REVISAO DE LITERATURA

2 1 ACIDO CITRICO

O acado citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico, acido B-hidroxi-
tncarboxilico) apresenta-se na forma de cristais transhicidos brancos, possu sabor

acido, nio possu1 odor e € levemente higroscopico (CARGILL, 2000) Sua férmula
estrutural € mostrada na figura 1

FIGURA 1 - FORMULA ESTRUTURAL DO ACIDO CITRICO

O OH
HO—-C'!—CHZ—(li—CHZ—g——OH
Cl?=0
o

FONTE McMURRY ¢ CASTELLION, 1999

A tabela 1 apresenta as proprniedades fisico-quimicas das duas formas

comerciais de acido citrico, o amdro € o monoidratado

TABELA 1 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO ACIDO CITRICO

ANIDRO E MONOIDRATADO

Propriedade Aado citrico anidro Aaido citrico monoidratado
Formula molecular CeHs0, CeH:0; H,0
Peso molecular (g/mol) 192,13 210,13
Ponto de fusio (° C) 153 100
Densidade especifica 1,665 1,542
Teor de agua (%) <05 8,6+0,2
pH de uma solugio a 1% 2.2 23

FONTE BLAIR e ZIENTY, 1979, VANDENBERGHE, 2000

O AC esta presente em todas as células vivas que necessitam de compostos de

carbono como fonte de energia, ¢ um metabolito normal no orgamismo humano sendo

Revisdo de Literatura



quase completamente metabolizado quando consumudo (BENDER, 1982, ABOU-
ZEID e ASHY, 1984)

Normalmente o AC esta relacionado a frutos citricos, principalmente limdes,
constitundo 5% do fruto ou 9% do suco, porém € encontrado também em frutos ndo
citnicos, em quantidades consideraveis, como pode ser constatado na tabela 2 (BLAIR
e ZIENTY, 1979)

O AC ¢ o acido organico crnistalino mais utihzado na industria de alimentos
Algumas caracteristicas como alta solubilidade, sabor azedo, acidez e capacidade
tamponante tornam os produtos citricos bem adaptaveis em alimentos Além disso,
seus grupos carboxilicos e hidroxilico permitem a formagido de uma grande varniedade

de moléculas complexas e reagentes de interesse comercial (BLAIR e ZIENTY, 1979)

TABELA 2 — QUANTIDADE DE ACIDO CITRICO ENCONTRADO EM ALGUNS

FRUTOS
Fruto Quantidade de AC (mg/100ml)
Lima 7000
Limdo 5630
Framboesa 2480
Groselha 1170
Tomate 1018
Abacaxi 605
Morango 580

FONTE BLAIR ¢ ZIENTY, 1979

2 1 1 Hastorico

O AC fo1 1solado pela primerra vez do suco de limio por Scheele em 1784
Porém, a estrutura do AC s6 for descoberta por Liebig em 1838 (BLAIR e ZIENTY,
1979) O acimulo de AC por alguns fungos for reconhecido ha pouco mais de cem
anos quando Wehmer, em 1893, descobriu que o Cytromices (hoje 1dentificado como
Pericillium sp ) e o Mucor possuiam a capacidade de acumular este acido durante o

seu culivo Wehmer conhecia a potencialidade do processo fermentativo, porém, sua
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transferéncia para escala mdustrial ndo teve €xito devido a contaminagdo e ao longo
tempo de fermentagdo (YOKOYA, 1992)

Em 1917 Curnie realizou um aprofundado estudo das condigdes de produgao
do acido citrico e ja em 1919 surgiu a prnimeira planta para a produgdo deste acido na
Bélgica Nesta época a produgdo mundial de acido citrico era cerca de 10 000 t / ano
produzidos principalmente a partir de frutas citricas sendo a Itdhia o malor produtor
Logo apés a fabnca da Bélgica surgiram outras fabricas, nos Estados Umdos,
Inglaterra, Checoslovaquia, Umio Soviética e Alemanha, que comegaram a produzir

acido citrico por fermentagdo (YOKOYA, 1992)

2 1.2 Produgio mundial de acido citrico

A produgdo mundial de AC passou de 300 000 t no micio da década de 90
(MEERS e MILSON, 1991) para 840000 t em 2000 (PANDEY et al, 2001)
Atualmente a producdo mundial esta em torno de 1000000 de toneladas/ano
(SOCCOL et al., 2002)

Quantidades consideravels de AC sdo utihizadas em muitos processos
mdustriais de grande escala No Brasil, a maior parte do AC consumido ¢ importada
Além disso, existe um aumento anual constante do consumo mundial (7%) o que
mostra a necessidade das mdustrias buscarem novas alternativas em tecnologias € na

redugdo dos custos de produgdo do AC (VANDENBERGHE, 2000, JIJANLONG,
2000)

2 1 3 Aplhicagdes do acido citrico

Dos acidulantes utihzados nas mdustrias de alimentos e bebidas, o AC € o
mais consumido Como pode ser observado na figura 2, estes dois setores representam
60% do consumo total O AC considerado “GRAS” (geralmente reconhecido como um
produto seguro) pela “United States Food and Drug Admmmstration” e aditivo
alimenticio seguro pelo “Experts Commuttee de FAO/WHO”, sem restnigdes a
quantidade usada (CARGILL, 2000) O AC atua como acidulante, antioxidante,

aromatizante ¢ dispersante nas mdustrias de bebidas, sorvetes, sucos de frutas, geléas,
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compotas, fintas e vegetais enlatados, queijos, balas, caramelos e gomas de mascar
(KOLICHESKI, 1995).

FIGURA 2 - DISTRIBUICAO DO CONSUMO DE ACIDO CITRICO

OUTRAS
18%

FARMACOS
12%

ALIMENTOS
25%

FONTE: PANDEY etal., 2001; JEBSEN & JESSEN, 2002.

A tabela 3 mostra que o AC ¢é ainda aplicado em grande quantidade de outros
processos industriais. Muitos desses empregos tém origem no centenario “poder de
limpeza” do limdo que, associado ao sal de cozinha, era utilizado na limpeza de tachos
de cobre, limas e na remocdo de manchas de ferrugem em roupas (NOTHENBERG,

1983).

2.1.4 Obtencdo do acido citrico

Ha trés diferentes processos para obtencdo do AC: extragdo de frutas citricas,
sintese ou fermentacdo. Desde 1920, a fermentacdo é o processo mais econémico e
mais utilizado, representando mais de 90% da producdo mundial de AC. O processo de
obtencdo de AC por fermentacdo apresenta como vantagens operac¢des simples, baixo
consumo de energia e ndo requer um controle do sistema muito sofisticado (TIMEIS,

2000).
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O processo fermentativo de produgdo do AC pode ser dividido basicamente
em trés fases preparagdo e moculagio do substrato, fermentagdo e recuperagdo do
produto Para que a obtengdo do AC seja viavel comercialmente, vanos fatores devem
ser levados em consideragdo no processo fermentativo, como por exemplo, os

constituintes do me1o de cultivo, o pH, a aeragdo, a temperatura € 0 miCTOOrganismo
empregado (KOLICHESKI, 1995)

TABELA 3 - APLICACOES DO ACIDO CITRICO EM PROCESSOS

INDUSTRIAIS
Indistna Aplicagoes
Bebidas Regulador do pH, fornece adstringéncia e acentua o sabor de frutas, aumenta a

eficacia de conservantes antimicrobianos Evita a turbidez de vinhos e o
escurecimento de vinhos brancos Age como acidulante em refrigerantes
Geleias e conservas Regulador de pH, acidulante, possibilita o grau desejado de adstringéncia e

acentua o sabor de frutas

Produtos lacteos Age como emulsificante em sorvetes € queyos processados, antioxidante e
agente acidificante em querjos

Balas Atua como acidulante, produz sabor adstringente, confere firmeza as cores de
balas duras, evita a cristalizagdo da sacarose

Farmacos Atua em efervescentes em po € tabletes quando combmado com bicarbonatos

Age como anticoagulante, facilita a dissolugdo de compostos ativos, € como
acidulante em formulacdes adstringentes

Cosmeticos Agente tamponante, regulador de pH e antioxidante como quelante de ions
metalicos

Limpeza de metais Remove os oxidos de superficies ferrosas € nio-ferrosas, remove mcrustacdes
de calderras e tubulagdes

Detergentes Adjunto tensoativo, substitu1 os fosfatos em detergentes biodegradavers

Tintas e pigmentos Como dispersante, reduz a viscosidade das lamas e retarda a decantagdo de
pigmentos

Concreto ¢ refratarios ~ Como retardante de pega e como ligante para cimentos refratanos

Téxtes Agente tamponante na formulagio de resinas empregadas em alguns tipos de
tecidos, como quelante no tingimento de poliesteres € carpetes de nylon ¢
polipropileno

Adesivos Como retardante de sohdificagio ou como endurecedor, dependendo da
formulacio

Agricultura Pela propniedade quelante, age como transportador de micronutnentes Como

solubilizante de fosfatos, facilita a absorgao do fosforo pelas plantas
FONTE NOTHENBERG, 1983, SOCCOL et al , 2002

2 1 5 Bioquimica da sintese do acido citrico pelo Aspergillus niger

O AC é um metabolito primario, formado no ciclo de Kreb’s A ghcose, fonte

de carbono micial do metabolismo, ¢ disponibilizada a partir da hidrolise enzimatica
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de varios substratos utilizados como maténia-prima na fermentagéo citrica A figura 3
mostra a biossintese basica do AC a partir da glicose, a qual envolve trés etapas. (a)
quebra da ghicose gerando piruvato e acetil-CoA através da glicolise, (b) formagao de

oxaloacetato a partir do piruvato € CO, e (c) acumulo do AC no ciclo de Kreb’s
(KUBICEK e ROHR, 1986, PANDEY et al , 2001)

FIGURA 3 — ESQUEMA GERAL DA BIOSSINTESE DO ACIDO CITRICO A

PARTIR DA GLICOSE
Glicose
Piruvato
/ CO, f>\
Oxaloacetato Acetil-CoA

Acido citrico

FONTE VANDENBERGHE. 2000

A ghcose utihizada na sintese do AC é quebrada através de duas vias 80%
pelas reagoes de Embden Meyerhof Parnas (EMP), também chamada via ghcolitica, e
20% pelas reagdes do ciclo pentose-fosfato ou via das pentoses Durante a fase de
crescimento do fungo, a relagdo entre estas duas vias € de 2 1, e durante a produgio de
AC esta propor¢do aumenta para 4 1 (YOKOYA, 1992, PANDEY et al , 2001)

A via ghcolitica tem duplo papel degradacdo da ghicose para geragdo de ATP
e fornecimento de elementos para biossinteses celulares A velocidade da ghcohise €
regulada para atender a essas duas necessidades Em vias metabolicas, as enzimas que
catalisam as reag0es essencialmente ureversivels sdo locais potencias de controle A
fosfofrutocinase € o ponto crucial de controle, pois € a enzima que catalisa a reagdo
especifica da ghicolise (STRYER, 1996)
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Varnos parametros mfluenciam na eficacia do acimulo de AC pelo 4 miger
Entre eles, o tipo e a concentragdo dos agucares t€m efeitos muito significativos na
producio do AC Enquanto as concentragdes otimas de metais tragos, fosfato e
nmitrogénio estdo inter-relacionadas, a concentragdo e tipo de aguicar utihizado sdo os
dnicos parametros que ndo podem ser mfluenciados pela mampulagdo apropriada das
outras fontes Os fundamentos bioquimicos deste efeito aparecem como um desvio da
regulagdo glicolitica, causada principalmente por mecamismos de controle perfeitos
Portanto a produgdo de acido citrico € altamente dependente da regulagdo ghicolitica
(ROHR, KUBICEK e KOMINEK, 1983, GREWAL e KALRA, 1995)

A sintese do citrato € a etapa final da biossintese do AC nas mitocondrias do
A miger antes de ser transfenido para o citoplasma e entdo para o substrato Quando o
nivel de AC nas células estiver elevado, o acido sera excretado O acumulo
extracelular de AC pode estar associado a maior ou menor facilidade de transporte do
produto através da membrana celular e da mitocondna (YOKOYA, 1992, GREWAL e
KALRA, 1995)

Nio se sabe ainda se um aumento da concentragio de citrato nas mitocondnas
¢ necessario para a producdo de AC, mas este fato pode ocorrer como consequéncia
das propriedades regulaténias de algumas enzimas do ciclo de Kreb’s Tem-se relatado
a presenca de duas enzimas, a aconitase e a 1socitrato dehidrogeenase, as quais
catabohizam o AC Além disso, altas concentragdes mtracelulares de NH,  mibem a
produgio de AC (ROHR, KUBICEK ¢ KOMINEK, 1983, PANDEY et al , 2001)

2\1 6 Rendimento tedrico do acido citrico

Parte da glicose provemente dos substratos utihzados na fermentagao citrica €
consumida na tropofase para a produgdo do micélio do fungo e conversio em CO,
durante a respiragdo celular O restante € convertido em acidos organicos na 1diofase

A reagdo da sintese do AC partindo-se da glicose € esquematizada abaixo

CeH1206 + 2 0, > CcHgO, + 2H0
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Pela equagdo da estequometria verifica-se que a taxa de conversdo tedrica
(Yp/s) de ghcose em acido citnco amdro ou monoidratado € de 107% e 117%,
respectivamente Estes rendimentos sfo tedricos e ndo sdo atingidos na pratica devido
as perdas durante a tropofase Na pratica tem-se obtido conversdo entre 70 ¢ 90 %
(YOKOYA, 1992, PANDEY et al , 2001)

2 2 FERMENTACAO CITRICA INDUSTRIAL

Industnalmente, ha trés formas de conduzir a fermentagdo citrica processo
submerso, processo de superficie e processo em estado s6lido (ou processo “Kojr””) Os
processos “Koji” e de superficie sio os mais antigos ¢ adequados para conduzir a
fermentagdo em pequena e média escala (até 10 t/dia) Ja o processo submerso é

destinado a producgido em grande escala (YOKOYA, 1992)

2 2 1 Processo submerso

A fermentagdo submersa pode ser conduzida em sistema continuo,
semicontinuo ou batelada, embora o processo em batelada seja o mais frequentemente
utihzado A fermentagio pode ser realizada em um fermentador classico (50-150 m®)
com aeragdo e agitagio, ou em um reator de torre tipo coluna borbulhante ou
suspensdo de ar (200-900 m*) Este processo requer um controle mais sofisticado no
tratamento da maténa-prima e no processo de fabricagdo que o processo de superficie,
porém, requer menor espacgo fisico, menor consumo de mio-de-obra e apresenta menor
nisco de contaminagdo, podendo operar com grande volume de producido O preparo do
me10 mclu o pré-tratamento, adigdo de nutnientes e esterthzagdo O pH € ajustado para
2,5-3,0 e 0 me1o € transfenndo para o fermentador € moculado com uma suspensio de
esporos A temperatura é mantida entre 28 e 35 °C e o processo esta concluido apos 10
a 12 dias O segundo e terceiro dias de fermentagdo, que correspondem ao periodo de
crescimento vegetativo € formagdo de micého, sdo decisivos para o sucesso da
fermentagdo Estima-se que 80% da produgdo mundial de AC seja conduzida pelo
processo submerso de fermentagio (ROHR, KUBICEK e KOMINEK, 1983,
YOKOYA, 1992, GREWAL e KALRA, 1995, VANDENBERGHE et al., 1999)
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A fermentagio submersa pode ser conduzida em batelada simples ou batelada
almentada O processo continuo s6 tem sido utihizado em escala laboratorial Uma
comparagdo entre o desempenho destas trés formas de fermentagdo revelou que o
rendimento de acido citrico for de 56% para batelada simples e 65% tanto em batelada
alimentada quanto em sistema continuo (DAWSON et al , 1988) Em escala piloto, um
expenimento usando melago de cana-de-agucar tratado com 1,8 g/l de ferrocianeto de
potassio apresentou um rendimento de 58%, e usando caldo de cana clarificado a pH

6,5, tratado com 0,18 g/l de ferrocianeto apresentou rendimento de 70% (QAZI et al ,
1990)

2 2 2 Processo de superficie

A fermentagdo de superficie € o processo classico de fermentagido citrnica
mtroduzido nos primeiros processos industriais Amnda ¢ utihzado em pequenas e
médias mdustrias, pois requer menos controle na mstalagdo e operagio, € menor gasto
de energia. O processo consiste na sala de fermentagio provida de sistema de
circulagdo de ar filtrado com a finalidade de controlar a umidade e a temperatura Na
sala, vanas bandejas, com capacidade de 0,4 a 1,2 m’, sdo dispostas umas sobre as
outras em prateleiras Geralmente sdo utihzados como fonte de carbono o agicar bruto
ou refinado, xarope de cana ou melago de beterraba A maténa-prima € diluida para
obter 14-15% de agicar e o pH € ajustado para 5,0-5,5 O meio preparado e estérl,
apos resfnamento, ¢ transfendo para as bandejas, em condigdes assépticas. A
moculagdo pode ser feita diretamente com uma suspensido de esporos, ou 0s €Sporos
sdo musturados ao ar que passa sobre as bandejas, ou ainda o fungo € cultivado em
uma bandeja menor e misturado no meio a ser distnbuido nas as bandejas. Neste
processo fermentativo, o fungo se desenvolve na superficie do meio formando uma
pelicula de micéhios A temperatura é manfida ao redor de 30°C e o processo se
completa ap6s um periodo de 8 a 12 dias Normalmente a taxa de conversio em
fermentagdo superficial € de 70-75%, baseada no contetido mcial de agicar (ROHR,
KUBICEK e¢ KOMINEK, 1983, KUBICEK e ROHR, 1986, YOKOYA, 1992,
GREWAL e KALRA, 1995)
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2 2 3 Processo em estado sohido

A fermenta¢do no estado sohdo (FES) for desenvolvida ongimalmente no
Japdo onde se utilizavam subprodutos como farelo de arroz e cascas de frutas Neste
processo o fungo se desenvolve na superficie, como no processo de fermentagdo em
superficies, porém a base € constituida de matenal sohido com umdade em torno de
70%, dependendo do material Apos esterilizagdo, o pH do substrato ¢ ajustado para
4,5-6,0 e o0 material é moculado, normalmente com esporos de A niger, e transfenndo
para o biorreator Geralmente utihzam-se bandejas para aumentar o espago de
exposigdo ao ar A temperatura de mcubagdo ¢ de 28-30°C, de acordo com o
microrganismo utihizado O tempo de fermentagdo varia de 4 a 6 dias (ROHR,
KUBICEK e KOMINEK, 1983, KUBICEK e ROHR, 1986, YOKOYA, 1992,
GREWAL e KALRA, 1995, SOCCOL et al, 2002) Estudos de FES apontaram
conversio de 51-68% em bandejas usando bagago de cana-de-agucar embebido em
melago (LAKSHMINARAYANA et al , 1975)

A FES ¢€ caracterizada pelo desenvolvimento do microrgamsmo em um
ambiente com baixa atividade de agua, sobre e no mntenor de particulas porosas umdas
denominadas suporte ou matriz sohida Esta matniz séhida ndo solavel atua tanto como
suporte fisico quanto como fonte de nutrientes N#o € necessario combnar as fungdes
substrato e suporte, mas é fundamental a reprodugio das condigGes de baixa atividade
de agua e alta transferéncia de oxigénio usando um matenal merte impregnado com
uma solugio nutritiva (KOLICHESKI, 1995, SOCCOL, 1996b, PINTADO et al,
1998, VANDENBERGHE et al , 2000b, SOCCOL et al , 2002)

Microrganismos que necessitam altas quantidades de mitrogénio e fosforo nao
sd0 1deais em FES devido a baixa taxa de difusdo de nutrientes e metabOlitos que
ocorrem em processos com baixa atividade de agua A presenca de elementos tragos
em FES constitm um problema devido a dificuldade na sua remogao (KUBICEK e
ROHR, 1986, YOKOYA, 1992, GREWAL e KALRA, 1995)
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2 2 3 1 Vantagens e desvantagens da FES

Varios autores apresentam as vantagens ¢ desvantagens da FES (DURAND e
BLANCHERE, 1985, SOCCOL, 1994, KOLICHESKI, 1995, VANDENBERGHE,
2000, SOCCOL e VANDENBERGHE, 2002)

Podem ser citadas algumas vantagens como
e Condigdes da cultura em FES proximas as que se desenvolvem em me10s naturais,
o Simplicidade no preparo do me1o de cultura (adigdo somente de agua e nutrientes),
e Dmimugcio de contaminagdes devido a pouca umudade do meio de cultura (60-
80%),
¢ Reducio dos efluentes liquidos a tratar (baixa produgdo de agua residual),
e Facihidade de aeragdo devido a porosidade dos substratos,

o Residuos sOlidos mais estaveis apos a fermentacdo (podem ser secos com
facihidade),

¢ Produgdo concentrada de metabolitos,

e Facilidade na utilizagdo direta de substratos fermentados,

o A formagdo de espuma € eliminada,

e Facihdade no controle da respiragio em hinha (correlagdo crescimento/metabolismo
do microrganismo)

Porém, a FES n3o ¢ amplamente utilizada porque possu desvantagens como

e Dificuldade de remogdo de calor devido a baixa condutividade térmica da maténa
fermentada, causando aquecimento excessivo no mterior da massa fermentativa
(provavelmente a mator limitagio),

e Dificuldade de medir parametros como pH, oxigémo dissolvido, quantidade de
agua, concentragao celular e concentragdo do substrato no estado sélido,

e Necessita pré-tratamento dos suportes (selegdo, homogeneizagdo e umudificagio),

e Perda de umidade para as fermentagoes de longa duragdo

Algumas destas himitagdes podem minimizadas Por exemplo, em sistemas

que utithzam aeragdo forcada o aumento excessivo de temperatura do substrato
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fermentado pode ser controlado através do aumento na vazio de ar ou revolvendo o
matenal vanas vezes durante o periodo de maior aumento na temperatura (entre 24 e
72 horas de fermentacdo) A determinagdo da concentragdo celular (biomassa fiingica),
parimetro de maior dificuldade de se determinar em FES, pode ser estimada
monitorando o consumo de oxigémo durante o processo fermentativo A aspersdo de

agua no substrato evita seu ressecamento durante a fermentagao

2 2 3 2 Substratos utilizados na FES

Uma grande variedade de substratos pode ser utilizada na produgio de AC por
FES, principalmente os sub-produtos e residuos da agroimndistna (tabela 4)

TABELA 4 — PRODUCAO DE ACIDO CITRICO POR FES UTILIZANDO
VARIOS TIPOS DE SUBSTRATOS

Substrato Cepa Produgio de Referéncia
AC

Bagago de mandioca 4 miger NRRL 2001 347 g/kg” VANDENBERGHE, 2000
Batata doce (alto teor A niger YANG n° 2 99 g/kg® LU, BROOKS e MADDOX,
de amido) 1997
Casca de cafe A mger CFTRI 30 150 g/kg’ SHANKARANAND e

LONSANE, 1994
Casca de kiw A mger NRRL 567 100 g/kg® HANG e WOODAMS, 1987
Okara (residuo de A miger 51 g/kg* KHARE, JHA ¢ GANDHI,
soja) 1995
Polpa de maga A mger NRRL 567 883 g/kg® HANG ¢ WOODAMS, 1984
Polpa de uva A mger NRRL 567 600 g/kg® HANG e WOODAMS, 1985
Residuo de abacaxi A4 miger ACM 4942 194 g/kg" TRAN, SLY ¢ MITCHELL,

1998
Residuo de cenoura A mger NRRL 2270 29 g/kg® GARG e HANG, 1995
Residuo de laranja A mger 46 g/kg ARAVANTINOS-ZAFIRIS
etal , 1994

Residuos de mexilhdo A4 miger 300 g/kg PINTADO etal , 1998
Sabugo de milho A rmiger NRRL2001 250 g/kg HANG ¢ WOODAMS, 1998
Sacarose (agucar do A niger CFTRI 30 174 g/kg SHANKARANAND e
bagaco de cana) LONSANE, 1993
Vagem de alfarroba A mger ATCC 9142 264 g/kg ROUKAS, 1999

*baseado na quantidade de agiicar consumuda, ®em base seca

Sao suportes celulosicos, constituidos por palhas, cascas, bagagos, farelos e

outros, que possuem alto teor de fibras e que permitem trabalhar com teores elevados

Rewvisdo de Literatura



15

de umdade (KOLICHESKI, 1995) O bagag¢o de mandioca mostrou uma adaptagio
excelente em FES na produgio de AC por 4 miger (VANDENBERGHE, 2000)

2 2 4 Fatores que mfluenciam a producdo de acido citrico

A produgdo de AC pelo A niger a partir de carboidratos € altamente afetada
pela composigdo do meio e pelos parametros de processo Os fatores quimicos como
fonte de carbono, fonte de mitrogénio, fonte de fosforo, elementos tragos, alcoois
mferiores e outras substancias t€m grande mfluéncia na produgédo de acido citrico Na
tabela 5 € apresentado um resumo das principais fontes destes elementos € suas
respectivas concentragdes usuais Fatores fisicos como pH, temperatura, uimdade e

aeragio também apresentam mfluéncia significativa na produgéo de AC

TABELA 5 — PRINCIPAIS FATORES QUMCOS QUE INFLUENCIAM NA
PRODUCAO DE ACIDO CITRICO

Elemento Principass fontes Concentragdo otima

Fonte de carbono  Sacarose, ghcose, frutose, galactose, manose, maltose, 10 - 14%
melaco de cana-de-agucar, melaco de beterraba,
sacarose bruta, caldo de cana, ludrohsado de amido

Fonte de nitrogémo Sulfato de amoénio, ureia, mitrato de amoémo, peptona, 0,1a0,4 g/

extrato de malte
Fonte de fosforo Dudrogeno fosfato de potassio 0,5e5,0g/1
Elementos tragos  Sulfato de ferro, sulfato de zinco, cloreto de ferro -
Alcoors inferiores  Metanol, etanol, n-propanol, 1sopropanol, metilacetato 1a5%
Outras substancias Oleos e gorduras 0,05-0,3%
Compostos quaternanos de am6mo e ammno-oxinas 20 mg/l
Amido 0,025-0,5%

224 1 Fonte de carbono

A concentragio ¢ natureza da fonte de carbono sio fatores primordiais no
resultado da fermentagdo citrica. Estudos mostraram que a concentragiio inicial de
ghcose afeta tanto a taxa de producdo de AC pelo 4 niger como a morfologia do
mucrorgamismo (XU et al , 1989; RANE e SIMS, 1993, PAPAGIANNI, MATTEY e
KRISTIANSEN, 1999; VANDENBERGHE et al, 1999). A concentragdo 6tima de
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carboidrato fica em torno de 10 a 14% Uma concentragdo micial de agucar de cerca de
10% fo1 relatada como 6tima para a maltose, sacarose, manose € frutose, € 7,5% para a
glicose Em concentragdes de agiicar mferiores a 2,5% néo ocorre a produgdo de AC
(GREWAL e KALRA, 1995, VANDENBERGHE et al, 1999) A presenga de
carboidratos facilmente metabolizaveis ¢ essencial para uma boa produgdo de AC A
sacarose ¢ a fonte de carbono mais favoravel, segmda da glicose, frutose e galactose
(HOSSAIN, BROOKS e MADDOX, 1984, YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE et
al, 1999) A combinagdo de ghicose e frutose produz mais acido que se utilizados
separadamente Isto explica o comportamento da sacarose em relagdo a ghcose e
frutose Apesar da sacarose ndo ser quebrada pelo fungo, sua hidrohse tem se
mostrado desnecessana, pois parte deste carboidrato é quebrada durante a estenlizagio
do me1o nutnitivo Além disso, o fungo possui uma mvertase extracelular, hgada ao
micéhio, a qual € ativada sob condigGes acidas e € capaz de hudrolisar raprdamente a
sacarose A galactose contribui para o crescimento muito lento do fungo e ndo prové o
acimulo de AC Outras fontes como a celulose, etanol, manitol, sorbose, acidos latico
e malico, permitem um crescimento limitado do fungo e minima produgdo de AC
(YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE et al , 1999)

Na pratica, 0 AC é produzido a partir de carboidrato purificado ou de fonte de
carboidrato bruto, de prego mais convemiente, como melago de cana-de-agicar, melago
de beterraba, sacarose bruta, caldo de cana e lhidrohisado de amido A maiona destas
fontes apresenta agucares na forma de mono, di e olhigossacarideos, além de outras
mpurezas (YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE, 2000) Fatores como custo €

necessidade de pré-tratamento devem ser considerados na escolha do substrato

2 2 4 2 Fonte de nitrogénio

A sintese do AC é diretamente influenciada pela concentragdo e natureza da
fonte de mitrogénio, que, na fermentagio citrica, normalmente ¢ fornecida na forma de
sulfato de am6mo, uréia, mtrato de amonio, peptona ou extrato de malte A uréia atua
como tamponante, controlando as variagdes de pH O mitrato de amoémo em quantidade

superior a 25% induz ao acimulo de acido oxalico, o que ¢ mdesejavel. O sulfato de
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amOnio incrementa a produgdo de AC ao mesmo tempo em que evita a formagdo do
acido oxalico (GREWAL e KALRA, 1995, VANDENBERGHE et al., 1999)

O consumo de mitrogénio causa abaixamento do pH do meio, favorecendo a
formagdo de AC Por outro lado, € necessario manter os valores de pH nos primeiros
dias da fermentacdo para garantir um bom crescimento da biomassa celular
(VANDENBERGHE, 2000, VANDENBERGHE et al , 1999, YOKOYA, 1992)

A concentragdo de nitrogémio requerida na fermentagdo do AC € de 0,1 a 0,4
g/l Uma concentragdio de nitrogénio elevada aumenta o crescimento do fungo € o
consumo de agucares, porém, reduz a quantidade de AC produzido (KUBICEK e
ROHR, 1986, YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE et al, 1999) Dependendo da
quantidade de mitrogénio no me1o, no micio da fermentagdo, € possivel produzir ou
somente AC ou uma mustura com outros acidos como o gluconico (SANKPAL, JOSHI
e KULKARNI, 2000)

Fo1 venficada a mnfluéncia da relagdo entre o mitrogémio € o oxigénio na
producido de AC A taxa de produgido no meio com mtrogémo (0,01 g/l de mtrato de
amo6mo) fo1 33% maior quando se utilizou oxigémo ao mvés de ar durante a fase de
produgdo Porém, no meio sem mtrogémo, a producio de AC ndo for
consideravelmente influenciada quando se substtuiu o ar pelo oxigénio
(BAYRAKTAR e MEHMETOGLU, 2000)

2 2 4.3 Fonte de fosforo

A presenca de fosfato no me1o afeta em grande parte a produgdo de AC, pois é
essencial para o crescimento ¢ metabolismo do A miger O dudrogeno fosfato de
potassio é mencionado como a melhor fonte de fosforo O fungo necessita de
concentragdes de fosforo na solugdo salina que vana entre 0,5 € 5,0 g/l para uma
maxima produgdo do metabolito Baixas concentragdes de fosfato favorecem a
producio de AC, porém, a presenga de excesso de fosfato pode aumentar a
concentragdo de agucar-acido e reduzir a fixagdo do CO, e o crescimento do fungo

(KUBICEK e ROHR, 1986, GREWAL e KALRA, 1995, VANDENBERGHE et al,
1999)
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2 2 4 4 Elementos tracgos

A presenca de elementos tragos no melo, principalmente no processo
submerso, provavelmente seja o fator de principal influéncia na produgéo de AC. Estes
elementos podem atuar tanto de forma positiva quanto negativa (ROUKAS e
KOTZEKIDOU, 1987) Vanos metais divalentes tais como zinco, manganés, ferro,
cobre e magnésio afetam a produgdo de AC pelo A miger Porém, deve-se levar em
conta a mterdependéncia dos constituintes do meio na fermentagdo submersa e,
provavelmente, na FES (VANDENBERGHE et al , 1999)

Adicionado juntamente com o KH,PO,4, o zinco favorece a produgdo de AC
Tem papel importante no controle das fases de crescimento celular e de produgédo do
acido Seu esgotamento durante o cultivo do fungo transfere da fase de crescimento
para a fase de produgdo A presenca de manganés, ferro e zinco (em concentragoes
elevadas) podem causar a redugdo da produgdo de AC somente em metos sem fosfato
(YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE et al , 1999)

A presenga de alta concentragdo de manganés no meio mbe o acamulo de
acido citrico, aumenta o crescimento celular e reduz o consumo de agicar Assim, a
deficiéncia do ion é essencial para se obter alto rendimento de AC. Esta deficiéncia
reprime as enzimas do ciclo anaerdbico e de Kreb’s, com excegdo da sintetase citrato,
conduzindo a superprodugdo de AC como produto final da ghcolise (ROHR,
KUBICEK e KOMINEK, 1983, VANDENBERGHE et al., 1999)

A presenca de ions ferro no meio afeta negativamente o acimulo de acido
citrico na fermentagdo submersa Porém, a adigdo de sais de cobre (0,1-500 ppm) no
micio da fermentagdo neutraliza esse efeito As concentragées Otimas dos metais

variam de um me1o para outro € dependem de outros constituintes metalicos do me1o
(YOKOYA, 1992)

224.5 Alcoois inferiores

A adigdo de alcoois mnferiores aumenta a produgdo de AC a partir de ghcose
comercial e outros carboidratos ndo processados. Fo1 verificado que a adigio de 1 a

5% (v/v) de metanol, etanol, n-propanol, 1sopropanol ou metilacetato, neutralizava o
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efeito negativo dos metais na produgdo de AC As concentragdes 6timas de metanol e
etanol dependem, sobretudo, da cepa e da composigdo do meio A adigdo de alcool em
substratos puros causa mibigdo na produgio do acido, mas em substratos brutos
esttmula sua produgdo (KUBICEK e ROHR, 1983, GREWAL e KALRA, 1995,
YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE et al , 1999)

Acredita-se que os alcoois estimulam a producdo de AC por afetar o
crescimento € a esporulagdo do fungo Isto ocorre através da agdo sobre a
permeabilidade da membrana dos microrganismos afetando a composigido fosfolipidica
da parede celular (HAMISSA, 1978, INGRAM, 1984, DASGUPTA et al , 1994)

Em fermentages citricas, geralmente utihzam-se quantidades de 1-4% de
metanol, mas alguns trabalhos t€ém mostrado que até 6% aumenta o rendimento do AC
Com o uso de 3% de metanol pode-se praticamente anular o efeito mmbidor de metais
como Fe**, Zn** ¢ Mn** Este lcool ndo é assimlado pelo A niger, mas auxilia no
acondicionamento do micého sem prejudicar seu metabolismo (YOKOYA, 1992,
GREWAL e KALRA, 1995) O efeito do metanol também fo1 testado em diferentes
cepas produtoras de AC O uso de 3% deste alcool no me1o fermentativo incrementou

a produgdo do acido pelo A niger, porém, reduziu a produgio pela Candida lipolytica
(PAZOUKI et al , 2000)

22 46 Outras substdncias

Oleos e gorduras sio usados na produgio de AC por fermentagio submersa
para controlar a formagdo de espuma Sdo consumudos durante a fermentagdo, sendo
necessario manter seu nivel acima de 0,05-0,3% Alguns Oleos também estimulam a
produtividade € a manutengdo do processo fermentativo do A. miger Oleos com
elevado teor de acidos graxos msaturados podem aumentar em cerca de 20% a
producido de AC (YOKOYA, 1992)

Alguns compostos sdo mibidores do metabolismo do fungo Fluoreto de
calcio, fluoreto de sodio e fluoreto de potassio aceleram a produgido de acido citrico,
enquanto ferrocianeto de potassio reduz o rendimento do AC Mutos compostos

atuam de maneira favoravel no acimulo do acido como compostos quaternarios de
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am6mo e amino-oxinas Usados em concentragdes de 20 mg/l impedem a agao de ions
metalicos (KUBICEK e ROHR, 1986, YOKOYA, 1992, VANDENBERGHE et al.,
1999, PANDEY et al , 2001)

A adigdo de monofluoracetato de sodio ao meio fermentativo aumenta a
produgdo de AC, por outro lado, se adicionado ao fermentado reduz o rendimento do
acido devido a sua toxicidade (GREWAL e KALRA, 1995) Cloreto de calcio
adicionado ao mei1o0 fermentativo reduz a concentracio de biomassa celular e
conseqiientemente aumenta a produtividade do AC (PERA e CALLIERI, 1999)

Amdo, em baixa concentragdo (0,025-0,5%), apresenta um grande efeito na
morfologia do fungo Pode estimular o acumulo do AC, reduzir o tempo de
fermentacdo e a quantidade de esporos Outras substancias como o acido benzoico,
cianeto de ferro, EDTA, carvdo ativo, H,O,, agentes tensoativos € vermiculita também

mcrementam a produgdo de AC (KUBICEK e ROHR, 1986, YOKOYA, 1992,
PANDEY et al., 2001)

2247 pH

O pH de uma cultura pode vanar em razido da attvidade metabolica dos
microrgamismos O motivo mais 6bvio € a secregido de acidos organicos, como € o caso
do citrico, o qual 1rd causar um abaixamento no pH As vanagdes de pH também
dependem muto do microrganismo, no caso do Aspergillus sp, Penicillium sp e
Rhizopus sp , o pH pode cair muito rapidamente até um pH mfenior a 3,0 Para outros
grupos de fungos como Trichoderma, Sporotrichum, Pleurotus sp, o pH € mais
estavel (entre 4,0 € 5,0) Além disso, a natureza do substrato também influencia na
vanacgido ¢ pH (KUBICEK e ROHR, 1986; GREWAL e KALRA, 1995, YOKOYA,
1992, PANDEY et al , 2001)

Durante a fermentagdo submersa, a manutengdo de um pH inferior a 2,0 ¢
essencial para a produgido adequada de AC. Neste caso um pH micial baixo apresenta a
vantagem de evitar contaminagdo € mibir a formagdo de acido oxalico e acido
gluconico como subprodutos Em meios sintéticos ou a base de agucar purificado, o

pH micial do meio € ajustado para valores proximos a 3,0, no caso de fontes de
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carbono brutas, como por exemplo, o melago, o pH € ajustado para 5,0-6,0, pois
algumas impurezas desse matenial interferem na germinagio e até no desenvolvimento
do fungo (ROHR, KUBICEK ¢ KOMINEK, 1983, YOKOYA, 1992, GREWAL e
KALRA, 1995, VANDENBERGHE et al , 1999)

2248 Temperatura

A temperatura a ser empregada na produgdo de AC depende do tipo de
microrganismo, da natureza do substrato e das condigdes de fermentagdo Em geral sdo
usadas temperaturas entre 25 e 35°C, porém, no caso do A niger temperatura em torno
de 26-30°C s3o idears O processo fermentativo em temperaturas mais elevadas €
rapido, ocorrendo abundante crescimento dos micélios, o que causa alta oxidagdo do
agtcar a CO, e consequentemente baixo rendimento de AC (KOLICHESKI, 1995)

Em FES, a hiberagdo de calor produzzdo pelos microrgamismos, durante as
attvidades metabolicas, causa uma consideravel elevagdo na temperatura no decorrer
da fermentagdo Baixa atividade de agua e baixa condutividade térmica prejudicam o

desenvolvimento dos microrganismos por aumentarem a temperatura nos reatores
(BRAND, 1999)

2249 Aeracdo

Sendo a fermentagdo citrica um processo aerdbico, o fornecimento de
oxigémo tem um efeito crucial na produgdo de AC Elevadas taxas de aeragdo
conduziram ao aumento da producio e reducdo do tempo de fermentagdo E
mportante manter a concentragdo de oxigémo acmma de 25% da saturagdo.
Interrupgdes no fornecimento de oxigémio pode resultar na perda da capacidade de
conversao do agucar em AC, embora a formagdo da biomassa celular seja pouco
afetada (DAWSON, MADDOX e BROOKS, 1986; YOKOYA, 1992;
VANDENBERGHE et al., 1999)

A alta demanda de oxigénio € fornecida através de dispositivos apropriados, os
quais dependem da viscosidade do meio fermentativo Devido a razdes econémicas,

micia-se a fermentagdo com taxas de aeragdo reduzidas A mcorporagio de oxigénio
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ao ar, em fermentagdo submersa, resulta no imcremento da produgdo de AC, mas ¢
economicamente mviavel (YOKOYA, 1992) E possivel recircular o oxigémo no
fermentador, desde que o CO, seja removido do processo Altas taxas de aeragdo
conduzem a formagio de grandes quantidades de espuma, principalmente na fase de
crescimento Assim, a adigio de antiespumantes e o uso utensilios que empegam a
formagdo de espuma sio necessarios neste caso (VANDENBERGHE et al , 1999)
Estudos relataram que a aeragio forgada no micio da fermentagio, em reatores
tipo coluna para FES, propiciaram altas taxas metabolicas e produtividade Porém, ¢
mmportante levar em consideragdo o efeito adverso do estresse, causado por elevadas
taxas de aeragdo, sobre o fungo filamentoso (LU, BROOKS ¢ MADDOX, 1997)
Outros estudos mostraram que, em fermentagdo submersa e de superficie, a
mobilizagdo dos micélios do fungo por adsor¢do em suportes celuldsicos ou em gel de
alginato de calcio, reduz as condigdes de estresse durante as condigdes de operagdo em

biorreatores convencionails com agitagdo e aeragdo (SANKPAL, JOSHI e
KULKARNI, 2001)

2 2 5 Microrgamismos produtores de acido citrico

O AC pode ser acumulado por uma grande vaniedade de cepas, mclundo
fungos e bactérias como Arthrobacter paraffinens, Bacillus licheniformis,
Corynebacterium ssp , Aspergillus mger, A aculeatus, A carbonarius, A awamori, A
foetidus, A fonsecaeus, A phoenicis, A wentn, A clavatus, Pemcillium janthinellum,
P luteum, P. citrimum, Mucor piriformis, Citromyces pfefferianus, Paecilomyces
divaricatum, Trichoderma viride, etc, e leveduras como Candida tropicalis, C
oleophila, C guilliermondn, C citroformans, Hansenula anamola e Yarrowia
Iipolytica (IKENO et al, 1975, KUBICEK e ROHR, 1986, YOKOYA, 1992,
VANDENBERGHE et al , 1999, GREWAL e KALRA, 1995, PANDEY et al, 2001)
Porém, muitos destes microrgamismos n3o sdo capazes de produzir quantidades
comercialmente aceitavels de AC

O fungo Aspergillus mger (figura 4) tem s1do o mais utihzado mdustnalmente
devido a sua maior produgdo de AC por umdade de tempo, quando comparado a
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outros mucrorgamsmos (YOKOYA, 1992, PAZOUKI et al, 2000, CROLLA e
KENNEDY, 2001)

FIGURA 4 — CULTURA DE Aspergillus mger

FONTE ROHM AND HAAS COMPANY, 2002

O Aspergillus é um fungo filamentoso, cosmopolita e onipresente encontrado
na natureza E comumente 1solado do solo, de plantas em decomposigdo e do ar O
género Aspergillus mclu1 mais de 185 espécies dentre as quais, as mais conhecidas sdo
o Aspergillus fumigatus, A flavus, A mger, A clavatus, A glaucus, A mdulans,
A oryzae, A terreus, A ustus e o A versicolor O Aspergillus spp pertence ao remo
Fungi, filo Ascomycota, ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae € género
Aspergillus Pertence também ao grupo dos hyalohyphomyces os quais formam
esporos. Suas coldmas podem apresentar coloragdo branca, amarela, amarelo-
esverdeada, amarronzada ou verde A taxa de crescimento deste fungo ¢ rapida a
moderadamente rapida, exceto no caso do A midulans e A glaucus Enquanto estes
crescem devagar e formam colémas de 0,5 a 1,0 cm quando mcubados a 25°C e num
periodo de 7 dias em meio Czapek agar, as demais espécies formam colonias de 1 a 9

cm de didmetro (UCSF, 2000, McGINNIS e REX, 2002)
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O Aspergillus niger apresenta como caracteristicas particulares colonias
brancas a amarelo palido, mas rapidamente forma milhares de esporos (figura 5) Os
conidios (esporos) sdo esféricos, medem de 3 a 5 pm e tornam-se rugosos ao atingir a
maturagdo O A4 niger apresenta hifas finas, septadas e comdidéforos com vesiculas

recobertas por conidios negros (UCSF, 2000)

FIGURA 5 - COLONIA TiPICA DE Aspergilius niger

FONTE UCSF, 2000

As principais vantagens no uso do A niger sdo a facilidade de manipulagéo,
sua abilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e
produzir rendimentos elevados de AC (YOKOYA, 1992)

A levedura oxidativa do género Saccharom%)copszs, micialmente classificada
como pertencente ao gé€nero Candida, tem mostrado algumas caracteristicas
interessantes, podendo ser considerada potencialmente importante A maioria das
linhagens em uso parece ter sido selecionada empiricamente do seu ambiente natural,
principalmente do solo (YOKOYA, 1992, PAZOUKI et al, 2000; CROLLA e
KENNEDY, 2001)

O incremento na produtividade de AC tem sido feito através de mutagio e
selecdo de cepas Os mutagénicos mais frequentemente utilizados sdo a radiagdo v,
radiagcdo UV e os mutagénicos quimicos Geralmente a combinagéo de UV e alguns

mutagénicos quimicos podem gerar cepas hiper-produtoras de AC (KUBICEK e
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ROHR, 1986, VANDENBERGHE et al, 1999, IKRAM-UL-HAQ et al, 2001,
PANDEY et al , 2001)

23 RECUPERACAO DO ACIDO CITRICO

Os dois processos classicos de recuperagdo de AC do substrato fermentado sdo
a precipitagdo com hidroxido de calcio e a extragdo com solventes O primeiro método
¢ o mais utihizado e pode ser aplicado em qualquer situagio O segundo método,
porém, requer um meio fermentado com pequena quantidade de impurezas Em ambos
métodos ha a necessidade de remover por filtracio do fermentado os micéhos do
fungo e o matenal em suspensdo (YOKOYA, 1992)

No método de precipitagdo, esquematizado na figura 6, o AC ¢ transformado
em citrato tricalcico tetraidratado que é higerramente solavel O precipitado € filtrado e
tratado com acido sulfiirico para recuperar o AC e remover o calcio na forma de
sulfato (gesso) A solugdo de AC € tratada com carvao ativo € passa por uma resimna de
troca 10nica Fmalmente o “caldo mie” € concentrado em cristalizador a vacuo a 20-
25°C formando o AC monoidratado (YOKOYA, 1992, GREWAL e KALRA, 1995,
VANDENBERGHE et al , 1999, PANDEY et al , 2001)

O AC amdro ¢ obtido por cristalizagdo a temperatura supenor a 36,5°C Os
cnistais sdo separados por centrifugacdio e¢ a etapa de secagem € conduzida a
temperatura mferior a 36,5°C para o AC monoidratado e acima desta para o AC amdro
(KUBICEK e ROHR, 1986, YOKOYA, 1992)

O método de extragdo por solventes € outra alternativa na recuperagdo de AC
Neste caso a “solugdo mie” deve conter pequena quantidade de impurezas, pois estas
também podem ser captadas pelo solvente Este método apresenta como vantagens a
ndo utihzagdo de hudroxido de calcio e acido sulfirico, os quais sdo empregados em
grandes quantidades no método de precipitagdo, e evita a formagdo de gesso, o qual
apresenta o problema de ehmmagido Na FES, além de agua, foram testados também
acetona, metanol e etanol na extragdo de AC de particulas s6hdas A temperatura
ambiente (20-25°C), os melhores resultados usando esta técnica de extragdo foram

obtidos com acetona, seguida de agua, etanol e metanol (YOKOYA, 1992)
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FIGURA 6 — ESQUEMA DO METODO DE RECUPERACAO DO ACIDO
CITRICO POR PRECIPITACAO
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A extragido liqudo-liqudo, usada para recuperar o AC de solugbes aquosas,
tem sido apontada em varnos estudos como uma alternativa promissora em relagdo ao
processo convencional, em fermentacdo submersa A extragdo usando solventes

organicos comuns ¢ mviavel devido a alta afimdade do AC com a agua. As aminas t€m
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sido apontadas como um solvente promissor na separagdo de acidos carboxilicos e
hmdroxicarboxilicos de solugdes aquosas Solventes como as aminas alifaticas de alto
peso molecular e os solventes doadores de oxigémio a base de fosforo t€m sido
bastante utilizados (PAZOUKI e PANDA, 1998) Vanos autores testaram aminas na
extragdo do acido citnco Podem ser citados como exemplos destes solventes a
alamma 336 dissolvida em um diluente ndo polar (WENNERESTEN, 1983), uma
mustura de 30-40% de butilacetato com 60-70% de uma alquilamida N,N-disubstituida
(YI et al, 1987), tnoctilamina em misturas de isodecanol/n-parafinas (POPOSKA,
NIKOLOVSKI e TOMOVSKA, 1998), tnalqulamma em mustura de
l-octanol ou cloroformio com n-heptano (HEYBERGER, PROCHAZKA e
VOLAUFOVA, 1998) MILES LABORATORIES, INC (1981) sugeniram ainda o uso
de alquilamidas N-substituidas na extragdo do AC de solugdes aquosas

Mais recentemente foram desenvolvidos alguns métodos com o objetivo de
reduzir o custo de recuperagdo do AC e contornar os prejuizos causados pela formacio
e disposigdo final de enormes quantidades de sulfato de calcio, evitando os problemas
de poluigdo ambiental

A eletrodialise € um processo de separagdo eletroquimica no qual se utthizam
membranas eletricamente carregadas e uma diferenga de potencial elétrico para separar
espécies 10nicas de solugdes aquosas Esta técnica fo1 testada na recuperagdo de AC e
mostrou que €é mais econdmica em melos fermentados clarificados, uma vez
convertidos em citrato tri-sddico O custo desta técnica na recuperagdo do AC ¢ bem
superior aos processos commqueiros usados em escala industnal A grande
especificitdade da eletromembrana e os custos com energia elétrica hmitam as
aphcagdes da eletrodialise somente a produtos de grande valor agregado (MORESI e
SAPPINO, 1998)

Muitos advordentes solidos t€ém sido considerados na recuperagdo do produto
e usados nas fermentagdes em batelada A vantagem do método de sorgdo é a
simphicidade na tecnologia A produgdo de AC integrada com a recuperagdo do
produto 17 loco pode ser uma opgao no aumento da produtividade € mimimizagdo de

residuos Para separar 0 AC do me1o fermentado, uma coluna contendo uma resma de
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troca 10mica € acoplada a um fermentador ApOs passar pela coluna, 0 meio retorna ao
fermentador para ser reutihizado Esta reutilizagdo do me1o possibilita alta conversao
dos nutrientes do substrato e redugdo na quantidade de agua de entrada A técmca
adsor¢do aumenta a produtividade de AC e a conversio de agicar (JIANLONG,
XTANGHUA e DING, 2000)

As membranas liquidas também estdo sento usadas para separar AC de me1os
fermentados A membrana liqmda consiste de uma solugdo orginmica composta de
tnlaurilamina € um alcool de cadeia longa dissolvidos em um hidrocarboneto merte
(solvente) o qual ¢ imobilizado em um suporte de polipropileno mucroporoso As
membranas liqudas oferecem algumas vantagens como reducdo de custos, baixo
consumo de energia, alto fator de separacio em estagio tmico e habilidade de
concentrar o AC durante a separagdo (FRIESEN et al , 1991)

As tecnologias para produgdo em grande escala de produtos quimicos comuns
ndo competem com os processos tradicionais porque o produto deve ser concentrado
de solugdes aquosas muto diluidas, o que envolve alto consumo de energia Diferentes
géis de pohacrilamida com quantidades vanaveis de copolimero catiomico t€m sido
usados na concentragio de solugdes de AC A recuperagido de AC usando este tipo de
gel é altamente dependente do pH e da porcentagem de cargas fixadas no mterior do
gel Neste caso, o pH o6timo de recuperagdo do AC é de cerca de 3,5 Os géis
apresentam como vantagens uma boa absor¢do de solutos 10micos e a facilidade de

regeneragio (GONZALEZ-S , FERNANDEZ-T e PIZARRO, 1997)

2 4 ORIGEM E CARACTERISTICAS DO SUBSTRATO

2 4 1 Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é ongmana da Aménca do Sul, mais
especificamente do Norte do Brasil Constitu1 um dos principais ahmentos energéticos,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde € cultivada em pequenas areas

com pouca ou quase sem qualquer tipo de tecnologia (PANDEY et al, 2000,
EMBRAPA, 2002)
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No Brasil a mandioca também ¢ conhecida como macaxeira, aipim ou
castelinha De facil adaptagéo, é cultivada em todos os estados brasileiros, situando-se
entre os nove primeiros produtos agricolas do Pais, em termos de area cultivada, € o
sexto em valor de produgio (PANDEY et al , 2000; EMBRAPA, 2002)

A planta ¢ constituida de uma parte aérea que atinge de 2 a 4m de altura e de
uma parte subterrinea A porgdo subterrdnea geralmente contém de 5 a 20 tubérculos,
cada qual medindo 30-120 cm de comprimento e 4-15 cm de didmetro O peso dos
tubérculos pode variar de algumas centenas de gramas até 8 kg (GRACE, 1977,
EMBRAPA, 2002)

Dado a sua importincia s6cio-econdmica, a produgdo mundial de mandioca
passou de 97 para 173 milhdes de toneladas nas tltimas trés décadas Na figura 7 sdo
apresentados os maiores produtores mundiais de mandioca deste periodo Em 2001 a

produgdo mundial de mandioca ficou em torno de 178 milhdes de toneladas (FAO,
2001, SEAB, 2002)

FIGURA 7 — EVOLUCAO DA PRODUCAO DE MANDIOCA EM RAIZ NOS
PRINCIPAIS PAISES PRODUTORES
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FONTE SEAB, 2002

O Brasil é o segundo maior produtor de mandioca, com 23 milhdes de

toneladas, atrds apenas da Nigéria, que produz 34 milhdes de toneladas (FAO, 2001,

Revisdo de Literatura



30

BRASIL, 2002). O Parana, na safra de 2000/2001, produziu cerca de 4.400.000
toneladas de mandioca o que Ihe concedeu o primeiro lugar no “ranking” nacional dos
produtores de mandioca (figura 8). Os Nucleos Regionais de Paranavai, Umuarama,
Campo Mourdo e Toledo, respondem por cerca de 65% da producdo estadual de

mandioca (SEAB, 2002).

FIGURA 8 - PRINCIPAIS PRODUTORES NACIONAIS DE MANDIOCA NA
SAFRA 2000/2001.

FONTE: SEAB, 2002.

Além da importéncia na alimentacdo humana e animal, a mandioca também é
utilizada como matéria-prima em diversos produtos industriais. A principal
importancia da mandioca, como matéria-prima industrial, é a de ser fonte de amido e

seus derivados (CEREDA, 1994b; EMBRAPA, 2002).

3.1.1 Industrializagdo da mandioca

Os produtos obtidos da industrializacdo da mandioca sdo a farinha, a fécula

doce (ou amido), a fécula fermentada e a tapioca (OLIVEIRA e CANOILAS, 1994).

Revisédo de Literatura



31

O mercado mundial de fécula, liderado pela Tailandia, ¢ de 980 milhdes de
toneladas O Brasil participa com apenas 10 muil toneladas, embora a produgao alcance
720 mil toneladas (BRASIL, 2002)

A quantidade de residuos gerados na industrializagdo da mandioca depende do
método de processamento adotado A qualidade e a quantidade dos residuos estdo
relacionadas com alguns fatores tais como a 1dade da planta, o tempo de
armazenamento apos colheita e o tipo de equipamento mdustnal utithzado O processo
de industnializagdo da mandioca causa sérios problemas ambientais em fungdo de sua
disposigdo na natureza Até mesmo as fabricas de pequeno porte produzem
quantidades significativas de residuos (CEREDA, 1994b)

Os residuos gerados na industrnializagdo da mandioca podem ser solidos oun
liqudos O processo de fabricagdo de farinha de mandioca gera uma quantidade maior
de residuos solidos, enquanto na obtengdo da fécula gera-se uma quantidade maior de
residuo liquido (CEREDA, 1994b, KOLICHESKI, 1995, PANDEY et al., 2000)

Como pode ser observado na figura 9, o bagagco de mandioca (BM) ¢ gerado
na etapa de separagio da fécula E composto pelo matenal fibroso da raiz, contendo
parte da fécula que ndo fo1 possivel extrair no processamento (CEREDA, 1994a). No
processamento de 250-300 t de raizes de mandioca (incluindo a casca) para a obtengdo
da fécula sdo gerados 1,16 t de peliculas e cerca de 280 t de BM com umidade de 85%
Estes residuos solidos geralmente sdo descartados no meio ambiente sem qualquer tipo
de tratamento (PANDEY et al , 2000)

Na tabela 6 estdo dispostos os valores da composicdo fisico-quimica do
bagaco de mandioca de acordo com alguns autores As vanagdes apresentadas na
composi¢do fisico-quimica do BM provavelmente se devem a diferenga entre o
controle tecnologico feito pelas indistrias durante o processo da mandioca e ao uso de
raizes provementes de diferentes safras

Em processos de bioconversio usando culturas microbianas, o BM oferece
vantagens por apresentar baixo teor de cinzas quando comparado a residuos como a
palha de arroz e a palha de trnigo, que apresentam respectivamente 17,5 ¢ 11 % de

cmzas Quando comparado ao bagago de cana-de-agiicar também apresenta vantagens.
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ndo requer pré-tratamento e é facilmente atacado por microrgamsmos (PANDEY, et

al, 2000)

FIGURA 9 — ETAPAS DO PROCESSAMENTO INDUSTRIAL DA MANDIOCA

PARA OBTENCAO DE FECULA
Raizes
1,16 ton/dia
Aaua Lavagem e retirada L
9 da pelicula ,
; ==
Desintegrador
] v
Agua de extracao .
da fécula Moinho
4
trif Bagaco de mandioca
Centrifugas 42 ton/dia
v (base seca)
Leite de fécula
v
. ~ Agua vegetal
Centrifugacao [ > 2650 m3/dia
+ (1% solidos)
Malto-dextrinas . p Amido modificado
17 ton/dia___|¢ | _‘eitedefecula ™ 58 ton/dia
Secagem
Fécula de mandioca
70 ton/dia

FONTE SOCCOL, 1994, PANDEY, et al, 2000, VANDENBERGHE, 2000
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TABELA 6 — COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO BAGACO DE MANDIOCA

SEGUNDO ALGUNS AUTORES
Composiciio SOCCOL CEREDA KOLICHESKI VANDENBERGHE

1994 1994a 1995 2000
Umdade 5,02 9,52 8,96 9,51
Cinzas 1,10 0,66 1,44 0,65
Amido 40,50 63,85 41,55 67,0
Lipidios 1,06 0,83 0,93 0,53
Protemas 1,57 0,32 1,61 0,24
Fibras 50,55 14,88 13,95 2220

Valores em g/100g de matena seca

O BM ja fo1 utilizado por varios autores em processos biotecnolégicos como,
por exemplo, no enrquecimento protéico do BM (SOCCOL, 1994), na produgdo de
compostos aromaticos (MEDEIROS et al , 2001), cogumelos (BEUX et al, 1995) e

acidos orgamicos como o fumarico (CARTA et al , 1999) e o citnco (KOLICHESKI,
1995, VANDENBERGHE, 2000)
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3 MATERIAL E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no Laboratério de

Processos Biotecnologicos (LPB) da Universidade Federal do Parana.

3.1 MICRORGANISMO

Neste estudo foi utilizada a cepa de Aspergillus niger LPB 21 apresentada na

figura 10 e pertencente ao LPB.

FIGURA 10 - Aspergillus niger LPB 21

3.1.1 Manutencdo da cepa

A cepa de A. niger foi conservada em tubos contendo meio PDA (Potato
dextrose agar) inclinado, no qual o microrganismo foi repicado. O tempo de incubacéo
foi de sete dias a temperatura de 28°C. A conservacdo foi feita a temperatura de 4°C

por até dois meses.

3.1.2 Producao de esporos

Os esporos do A. niger foram produzidos em frascos Erlenmeyer de 250 ml

contendo 50ml de meio PDA. O meio de cultivo foi esterilizado a 121°C durante 15
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minutos Depois de resfriado (45-55°C) o me1o fo1 moculado em profundidade a partir
de uma suspensdo de esporos Esta suspensdo fo1 obtida pela extragdo dos esporos
conservados em tubo (item 3 1 1) com de 5 ml de agua destilada, 1 gota de Tween 80 €
pérolas de vidro, previamente esterithzados Cada Erlenmeyer contendo o meio de
cultivo esténl for moculado com 0,2 ml desta suspensdo A mcubagio for realizada a
28°C durante sete dias

3 1 3 Recuperagdo de esporos

Os esporos foram recuperados da superficie do meio utthzando-se 30 ml de
solugdo 0,01% de Tween 80 contendo pérolas de vidro e uma barra magnética Com o
auxilio de um agitador magnético, a solugdo adicionada sobre os esporos fo1 mantida

sob agitagdo durante 15 munutos A suspensdo obtida foi1 armazenada a 4°C por no

maximo sete dias

3 1 4 Contagem de esporos

Foram feitas dilmigdes sucessivas da suspensdo de esporos e a contagem de
esporos fo1 realizada em camara de Neubauer usando um microscopio otico A
contagem de esporos ¢ valida quando sua quantidade estiver entre 10 € 30 umdades
por quadriculo (VANDENBERGHE, 2000) O resultado fo1 obtido usando a equagao 1

e expresso em nimero de esporos por ml de suspensao

_n,V, F 1000
T a (M)

r

N

onde
N = namero de esporos por ml de suspensao,
n. = namero total de esporos contados,
V; = volume do reticulo (ml),
F = fator de dilmigdo (mverso da diluigdo),

n, = numero de reticulos contados
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3 2SUBSTRATO

O bagago de mandioca (BM), utilizado como substrato/suporte na produgdo do
AC por FES, fo1 gentilmente fornecido pela AGROINDUSTRIAL PARANAENSE
DE POLVIHO LTDA, localizada na cidade de Paranavai (PR)

3 2 1 Pré-tratamento mecanico do bagago de mandioca

O BM fo1 imicialmente triturado em momnho de discos e penerado de forma a
obter granulometnia entre 0,8 e 2,0 mm (KOLICHESKI, 1995; VANDENBERGHE,

2000) A figura 11 mostra 0 BM com a granulometria original e com a granulometria

utilizada nas fermentag¢des

FIGURA 11 - BAGACO DE MANDIOCA COM DIFERENTES
GRANULOMETRIAS

Granulometria entre 0.8 ¢ 2.0 mm

3 2 2 Caracterizagdo fisico-quimica do bagago de mandioca

Na analise do BM utilizou-se a metodologia descrita nas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985) Foram determmados-
- Umdade método termogravimétrico (100-105°C),
- Cinzas' método termogravimétrico (500-550°C),
- Lipidios extragdo com solvente em extrator de Soxhlet,

- Fibras método gravimétrico;
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- Proteinas método de Kjeldahl,
- Carboidratos método da diferenga de 100

O teor de amido presente no BM fo1 determinado de acordo com o método
enzimatico proposto pela “National Starch Chemical Corporation” (1985) O mesmo

método fo1 utilizado para determinar o teor de amudo residual no substrato fermentado

¢ sera descrito mais adiante

3 2 3 Pré-tratamento térmico do bagaco de mandioca

A gelatimzagio do amudo presente no BM fo1 realizada em frascos onde o
substrato fo1 misturado com uma quantidade de agua que corresponde a uma parte da
umidade micial necessaria, o que permutiu a adigdo posterior da solugdo nutritiva
usada na FES Segundo VANDENBERGHE (2000), a maior produgido de AC € obtida
adicionando-se 110 g de agua em cada 100 g de BMS Apoés passar pelo tratamento
mecanico, fo1 feita adigdo de agua e a mustura fo1 mantida a temperatura de 121°C
durante 20 minutos A estrutura do amdo, quando gelattmzado, perde sua forma

cnstalina tornando-se poroso, o que favorece o ataque das enzimas secretadas pelo
fungo

3 2 4 Homogeneizagao do substrato

Nas fermentagdes em que se utihizou quantidades de BM termicamente tratado
diferentes de 0 ou 100%, o BM cru for simplesmente adicionado ao BM tratado e

resfriado e a mistura fo1 homogeneizada manualmente

33 SOLUCAO SALINA

A  solugdo salima wutihzada mneste trabalho foi otimizada por
VANDENBERGHE (2000) A solugdo constituida de FeSO,.7H,O (0,0105 g/1),
KH,PO, (1,86 g/1) e uréia (2,93g/1) fo1 estenlizada a 121°C durante 15 min Depois de

resfnada a temperatura ambiente adicionou-se metanol (4% v/v) em condigles

estéreis
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3.4FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO

Quanto ao tipo de aeracdo, na producdo de AC foram utilizados dois sistemas
diferentes de fermentacdo: a aeracdo por difusdo ou aeracdo natural, com a qual foram
feitas fermentacGes em frascos Erlenmeyer e bandejas, e aeracdo por convecgdo ou

aeracdo forcada, usada na fermentacdo em biorreator tipo tambor horizontal.

3.4.1 Aeracdo por difusdo
3.4.1.1 Fermentacdo emfrascos Erlenmeyer

Foi utilizada uma quantidade de 10 g de BM por frasco Erlenmeyer de 250 ml.
O substrato pré-tratado foi impregnado com a solucdo salina de modo a obter uma
umidade inicial de 70%. O pH do substrato foi ajustado para 5,5-6,0, inoculado com
uma suspensdo de esporos a uma taxa de 107 esporos/g de BM seco e, depois de
homogeneizado, foi incubado em estufa a 30°C durante 144 horas. A figura 12 mostra

uma FES conduzida em frasco Erlenmeyer.

FIGURA 12- FES EM FRASCO ERLENMEYER
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3.4.1.2 Fermentacdo em bandejas

O substrato pré-tratado foi impregnado com a solucdo nutritiva de modo a
obter uma umidade inicial de 70%. O pH do substrato foi ajustado para 5,5-6,0 e
inoculado a uma taxa de 10 esporos/g de BM seco com uma suspensdao de esporos.
Depois de homogeneizado, o substrato foi disposto em bandejas de modo a obter as
espessuras a serem testadas, como apresentado na figura 13. SOCCOL (1994) estudou
o efeito da espessura do leito de fermentacdo na biotransformacdo do bagaco de
mandioca por Rhizopus oryzae em biorreator tipo bandeja. Ap0s testar espessuras de 1,
2,4, 6 e 8cm, observou que apds 18-20 horas de fermentacdo a temperatura interna do
leito com 6 e 8 cm de espessura atingiu valores superiores a 40°C. Baseando-se neste
fato, foram testadas neste trabalho as espessuras do leito de fermentacéo de 2, 4 e 6
cm, pois a temperatura excessiva do substrato poderia prejudicar o desenvolvimento

do fungo e consequentemente a producdo de acido citrico.

FIGURA 13 - FES EM BANDEJAS COM 2, 4 E 6 CM DE ESPESSURA DE
SUBSTRATO

Para obter estas espessuras de leito foram utilizadas respectivamente 150, 300
e 450 g de BM seco. As bandejas foram mantidas em uma sala a 30°C em ambiente
saturado e com controle de temperatura e umidade. Apesar desta umidade ser mantida

em tomo de 97%, observou-se que no decorrer da fermentacdo a superficie do

Material e Métodos



40

substrato ressecava e, conseqlentemente, havia uma rapida esporulacdo do
microrganismo. Para retardar a esporulacdo, passou-se a umedecer o0 substrato com

agua, 2 a 3 vezes ao dia. O tempo de incubacdo para este biorreator foi de 120 horas.

3.4.2 Aeracéo por conveccao
3.4.2.1 Fermentacdo em biorreator tipo tambor horizontal

No biorreator tipo tambor horizontal (TH) foi utilizada uma quantidade de
2 kg de BM. O substrato pré-tratado foi impregnado com a solugdo nutritiva de modo a
obter uma umidade inicial de 60%. Neste caso foi utilizada uma umidade menor que a
utilizada em frascos Erlenmeyer e em bandejas para evitar a aglomeracdo das
particulas do substrato durante o revolvimento do material, fato este observado
visualmente nas primeiras fermentac6es feitas com 70% de umidade.

O pH do meio foi ajustado para 5,5-6,0 e inoculado com uma suspensdo de
esporos a uma taxa de 107 esporos/g de substrato seco. Depois de homogeneizado, o

substrato inoculado foi transferido para o biorreator TH (figura 14).

FIGURA 14 - BIORREATOR TIPO TAMBOR HORIZONTAL

Material e Métodos



41

Apos 20 horas de fermentag@o miciou-se a aeragdo do meio Este retardamento
do micio da aeragdo apresenta efeito positivo na produgdo de AC pelo A. niger usando
BM (VANDENBERGHE, 2000)

Na fermentagdo em TH fo1 utihizada a temperatura ambiente Para o calculo do
fluxo de ar a ser msenndo no biorreator baseou-se no fluxo wusado por
VANDENBERGHE (2000) na FES em colunas aeradas, com 70% de umidade micial,
que fo1 de 3 mI/min/g Assim, para um total de 2000 g de substrato, o fluxo de ar a ser
utilizado sena de 6 I/mmn Como a umidade utilizada em TH fo1 menor, padronizou-se
o fluxo de ar em 5 I/min para evitar que o substrato ressecasse muito rapidamente
Mesmo assim, o substrato fo1 umedecido esporadicamente com agua evitando a rapida
esporulacdo do fungo O ar saturado for inserndo continuamente no mterior do TH € o

maternial fo1 revolvido 3 a 4 vezes por dia O tempo de mcubagio fo1 de 144 horas

3 42 2 Descrigdo e funcionamento do biorreator tipo tambor horizontal

O conmunto de dispostivos para FES em TH estd representado
esquematicamente na figura 15 O biorreator TH (4) fo1 construido em ago mox 360,
possu1 32 cm de didmetro € 30 cm de comprimento Seu volume total é de 24 1, possm
capacidade de até 10 kg de substrato imido e opera em batelada O sistema de aeragdo
envolve um duplo casco dentro do qual passa a corrente de ar O casco mterno €
perfurado e revestido por uma tela, o que proporciona o envolvimento de todo o
substrato pelo ar, evitando a formagdo de caminhos preferenciais

O ar captado no compressor (1) é filtrado (2) e umidificado (3) antes de ser
mserido no reator O ar saturado atravessa o substrato e passa pela coluna de silica (9)
evitando que a utmdade presente na corrente de ar passe pela coluna do cromatografo
gasoso (11) O revolvimento do substrato ¢ feito através de pas paralelas ao casco, a
uma velocidade de 5 rpm Desta forma a agitagdo € feita por tombamento € nio por
cisalhamento do material As pas também sdo de ago mox 360, exceto sua parte

mferior a qual € revestida com Celeron, matenal que evita o desgaste da superficie
mterna do equipamento
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3 5 ANALISE RESPIROMETRICA

A produgdo de CO; e o consumo de O, foram continuamente monitorados
através da anahise dos gases gerados durante a produgdo de AC em TH O
metabolismo respiratorio do fungo estd mtimamente higado ao seu desenvolvimento
Portanto, a analise respirométrica for utilizada para estimar a biomassa fingica

smtetizada pelo 4 niger

3 5 1 Cromatografia gasosa

O sistema de analise de gases (figura 15) é constituido de um cromatografo
gasoso (SHIMADZU GC-8A) hgado a um computador (COMPAQ-XT386) O
cromatografo possw1 um detector de condutividade térmica ¢ um forno O forno
permute regular a temperatura da coluna e do detector A presenca do mjetor

automatico assegura a tomada de amostra automatica e continuamente

FIGURA 15 — ESQUEMA DO BIORREATOR TH E DISPOSITIVOS DE ANALISE

DE GASES
12
A
::I-':::::::::::
E.'.":‘_ —-Z2Z2ZZ2 ":
2 ] b 0
1 Ar . ', '
3 .?‘ t=Ffozozozzoad

(1) Compressor de ar (7) Controlador da velocidade da pa
(2) Filtro de ar (8) Saida de ar
(3) Unndificador de ar (9) Coluna de silica gel
(4) Biorreator TH (10) Injetor automatico
(5) Eixo da pa acoplado ao motor (11) Cromatografo em fase gasosa
(6) Motor (12) Computador
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A separagido dos componentes CO,, O,, N, CH, e CO, em diferentes tempos
de retengdo, € ferta em uma coluna dupla concéntrica (Alltech CTR1) com a parte
externa formada de um filtro molecular e a parte interna de uma mistura de polimeros
porosos (KOLICHESKI, 1995, BRAND, 1999)

Cada gas apresenta uma condutividade térmica diferente, assim ¢ necessario
calibrar o detector antes de proceder a analise dos gases a serem medidos (CO,, O, €
N;) Nas condigdes acima especificadas, a coluna Alltech separa os componentes

mostrados na tabela 7 em seus respectivos tempos de retengao

TABELA 7 — TEMPO DE RETENCAO DE ALGUNS GASES SEPARADOS PELA

COLUNA ALLTECH
Componente Tempo de retengio (min)
Ar 0,62
CO, 095
0, 5,72
N, 8,02

3 5 2 Analise respirométrica

Para o calculo da concentragdo dos gases fo1 utilizado o programa CHROMA
que realiza a mtegragdo dos cromatogramas registrados A partir dos dados de
consumo de O, e formagdo de CO, pode-se estabelecer as curvas que representam a
cinética de crescimento do microrganismo

As analises permitem medir diretamente a velocidade mstantdnea da evolugdo
do gas (denvada) ou determunar sua produgdo global (integral) Os resultados da

respirometria (em mg/h/g de maténa seca micial) sdo calculados pela equagédo 2

(CO, ou (21-0,))x Fluxo x60xaxb

dCo do, =
2 OU A Peso x %MSI x100 2

onde
CO, ou O, = teor destes gases no ar (%),

Fluxo = fluxo de ar (ml/min),
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Peso = quantidade de substrato no TH (g),
%MSI = teor de maténa seca micial (%),
b = peso molecular do CO, ou do O,

a = varniavel calculada pela equagdo 3

4o P __ 07697368
RxT  0,08206x (T +273) 3)

onde

T = temperatura de operagao
O quociente respirométrico (QR) € determinado pela equagao 4

_ CO, produznido

OR
- O, consumido )

3 6 ANALISE DO SUBSTRATO FERMENTADO

O preparo do substrato, para cada determinagéo, fo1 feito seguindo o esquema
apresentado na figura 16 Imcialmente foi1 ferta a redugdo do tamanho e
homogeneizagdo das particulas dos fermentados obtidos em frascos Erlenmeyer,
bandejas € TH Foi1 retirada 1 g de amostra para a determinagio de agucares redutores,
5 g permaneceram em estufa a 105°C durante 24 para a determinagdo da ummdade e
5 g foram misturadas a 50 ml de agua Esta suspensdo permaneceu sob agitagio
mtensa durante 10 min e foi filtrada em papel de filtro O residuo fo1 seco em estufa a
105°C durante 24 para realizar a determmag@o de proteinas e de ammdo residual O
filtrado fo1 centrifugado a 3000 rpm durante 30 mun , filtrado em membrana de éster de
celulose com 0,22 um de poro e anahisado em cromatografo liqmudo de alta eficiéncia
(CLAE) Fo1 determmmada entdo a concentragio de AC em g/l Todas estas

determinagdes foram feitas em triphicata
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FIGURA 16 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ANALISE DO SUBSTRATO
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3 6 1 Umdade

A umdade do substrato for determunada utithzando o método
termogravimétrico segundo a metodologia descrita nas Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985) Cerca de 5 g de amostra fo1 pesada em balanca
analitica e seca em estufa a 105°C durante 24 h Depois de seca, a amostra fo1 resfriada

em dessecador contendo silica gel e novamente pesada na mesma balanga O calculo

da umidade fo1 feito utilizando-se a equagédo 5

Ax100

Umzdade(%) = P (5)

onde

A = diferenga de pesos antes e depois da secagem (g),

P = peso micial da amostra (g)

362pH

O pH do substrato fo1 determunado pelo método potenciométrico Utilizou-se
uma suspensdo de 5 g de fermentado em 50 ml de agua a qual permanece em

agitagio continua durante 10 minutos em agitador mecanico

3 6 3 Proteinas

A proteina real presente na amostra fo1 determunada pelo método de
STUTZER (VERVACK, 1973). Neste método, as proteinas sdao precipitadas a quente
com sulfato de cobre em me1o alcalino O precipitado ¢ filtrado e lavado com agua e
posteriormente com alcool desnaturado com 3% de éter O mtrogémio fo1 dosado pelo
método de KJELDAHL e utilizou-se o fator 6,25 para determinar o teor de proteinas
presente no material (SAO PAULO, 1985)
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3 6 4 Acido citrico

Apoés a determinagio do pH (item 3 6 2), a suspensdo fo1 filtrada em papel
Whatman n° 1 e centnnifugada a 2 500 rpm durante 30 minutos A solugdo fo1 entdo
filtrada em membrana MILLIPORE de 0,45 um e analisada em cromatografo liquido
de alta eficiéncia (CLAE) com as seguntes caracteristicas e condigdes de operagio
- Bomba Shmmadzu DGU-2A,

- Formo Shimadzu RID-10A,

- Integrador Shimadzu CR-6A,

- Coluna AMINEX modelo HPX 87HI,

- Fase movel H,SO, 5 mM degaseificada com hélio, & vazdo de 0,6 ml/min e a

temperatura de 60°C

A expressdo dos resultados dos metabolitos analisados em CLAE ¢€ feita

usando a equagdo 6

- i _(CxFxV
Acido citnco (g/kg de BMS) = (W) x100 (6)

X

onde
C = concentragéo de acido citrico dosado pelo CLAE (g/1),
F = fator de dilmgao,
V= volume de agua utilizada na extragio (ml),
P = peso da amostra (g),

M = % de maténa seca (100 - % umidade)

3 6 5 Amdo residual

O amdo residual presente no BM fermentado fo1 determinado de acordo com
o método enzimatico proposto pela “National Starch Chemical Corporation” (1985)
Utilizou-se a enzima a-amilase Thermamyl 120 L (Novo Nordisk) Uma amostra de 4
g de fermentado previamente lavado e seco for misturada a 100 ml de agua O pH for
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ajustado para 6,0-6,5 com uma solugdo de NaOH IN Adicionou-se 1 ml da enzima € a
solugdo fo1 mncubada a 95°C por 15 min Filtrou-se a suspensdo em papel de filtro
previamente seco e pesado O residuo fo1 lavado e seco em estufa a 105°C durante 1

hora O teor de amudo ¢ calculado pela equagdo 7

(P - B) 100

Amido ( %) = P (7)

onde
P = peso da amostra (g),
B = peso do matenal retido no papel filtro (g)

3 6 6 Agucares redutores

Para a determmnar o teor de agucares redutores presentes na amostra fo1 feita
ma hidréhise usando de 1 a 2 g da amostra € 50 ml de agua Ap6s 10 minutos em
»anho-mana, o contetido fo1 completado com agua para 100 ml

A suspensio fo filtrada e diluida Os agucares foram entdo determinados pelo
método de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944, SOMOGY], 1945), fundamentado na
agdo da glucose reduzindo o reativo alcalino de 6xido cuproso Este, em presenga do
reativo arseno-molibdato de sodio (reagente de Nelson), forma um complexo azul
estavel de oxido de molibdémio, o qual ¢ medido por fotocolormmetria em

comprimento de onda de 535 nm
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4 1 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

A composigdo centesimal do bagago de mandioca (BM) parcialmente seco foi
feita com o objetivo de se determunar as caracteristicas do substrato utilizado neste
estudo As determinagdes foram feitas em triplicata e as médias dos resultados obtidos,

em g/100g de BM, sdo apresentadas na tabela 8

TABELA 8 — COMPOSICAO CENTESIMAL DO BAGACO DE MANDIOCA

PARCIALMENTE SECO
Constituinte Media (g/100g de BM)
Umudade 10,34
Cinzas 1,59
Lipidios 0,25
Fibras 11,56
Proteinas 1,37
Amdo 56,23

Como ja fo1 visto na tabela 6, a composigdo centesimal do BM ndo vana
muito em termos de cimzas, lipidios e proteinas Porém, o teor de fibras,
provavelmente de ongem celuloésica, € o teor amido podem vanar bastante,
dependendo da tecnologia empregada na mdustrializagdo da mandioca

A presenga do teor elevado de ammdo torna o BM uma excelente fonte de
carbono, além de 6timo suporte para a FES Enzimas produzidas por algumas cepas de

A mger sdo capazes de ludrohisar 0 amdo e converter a glicose em acidos organicos
(KOLICHESKI, 1995)
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4 2 ENSAIOS EM FRASCOS ERLENMEYER

A FES em frascos Erlenmeyer fo1 realizada com o imtuito de prever o
comportamento do fungo, em relagdo a produgdo de acido citrico, quando se utilizam
quantidades variadas de BM termicamente tratado Além disso, a quantidade de
material a ser manipulado quando se trabalha em escala semipiloto ¢ muito maior do
que em escala laboratorial Dessa forma, os resultados das fermentagGes realizadas em
frascos Erlenmeyer fornecem uma boa nogéo das melhores condigdes a se trabalhar em
maior escala

Os resultados da produgdo de AC em frascos Erlenmeyer usando diferentes

quantidades de BM termicamente tratado sdo apresentados na figura 17

FIGURA 17 - PRODUCAO DE ACIDO CITRICO EM FRASCOS ERLENMEYER
USANDO DIFERENTES PORCENTAGENS DE BAGACO DE
MANDIOCA TERMICAMENTE TRATADO
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O melhor resultado fo1 atingido com 100% de BM termicamente tratado
Nesta condigdo, a produgdo de AC for de 222,08 g/kg de BM seco Com 0% de BM
tratado, a produgio de AC fo1 praticamente nsignificante (8,06 g/’kg de BM seco)

A figura 17 mostra que o uso de teores mais elevados de BM tratado conduz a
maior produgdo de acido citrico Este fato prova que a gelatimzagdo do amido presente

no BM ¢ essencial ao desenvolvimento microbiano sobre o suporte/substrato solido
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(VANDENBERGHE, 2000) Quanto maior a quantidade de amido gelatinizado, mais
facilmente os micéhos do fungo invadem o substrato O bom desenvolvimento do
microrgamsmo no substrato, consequentemente, leva a produgdo de quantidades
maiores de acido citrico

Os resultados mostram amnda a wviabihdade de se trabalhar com wuwma
determinada porgdo de BM cru, misturado ao BM tratado termicamente O uso do BM

cru reduz o custo da produgio do AC, pois dimunu o consumo de energia utilizada no

tratamento térmico do substrato

4 3 ENSAIOS EM BIORREATOR TIPO BANDEJA

Foram realizadas fermenta¢des em bandejas com 0, 40, 60, 80 e 100% de BM
termicamente tratado Em cada caso, também foram testadas as espessuras de 2, 4 €
6 cm de substrato Os resultados mostrados na figura 18 mmdicam que ha uma maior
produgdo de acido citrico quando sdo utilizadas camadas de substrato mais espessas

A fermentagdo com 0 % de BM tratado produziu quantidades de AC muto
baixas, confirmando as expectativas geradas pela fermentagdo em frascos Erlenmeyer
A maior produgdo de AC for de 263,65 g/kg de BMS em 4 cm de espessura de
substrato € com 80% de BM termicamente tratado Em todas as espessuras de
substrato, a produgdo de AC em biorreator tipo bandeja com 80% de BM tratado fo1
superior, quando comparada as demais condigdes de fermentagdo em bandejas, usando
quantidades diferentes de BM tratado Este fato apresenta como vantagens a redugdo
no custo do tratamento térmico do BM e a viabihdade de se trabalhar com uma
porcentagem de BM cru Além disso, quando se emprega camadas mais altas de
substrato, utiliza-se um malor volume util da bandeja, o que também favorece os
custos de produgdo de AC

O estudo da produgdo de AC pelo A niger cultivado por FES em bandejas
revelou a importincia de se ter uma atmosfera nca em CO, A elevada pressio parcial
do CO, provavelmente retarda a liberagdo de esporos pelo fungo filamentoso,
favorecendo a sintese do AC A lmitagdo do crescimento do fungo € um fator

mportante na producdo do acido Estudos prévios comprovaram que a limitagdo no
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crescimento provocada pela alta concentragdo de CO; conduz a um elevado acumulo

de AC (VANDENBERGHE, 2000)

FIGURA 18 — PRODUCAO DE ACIDO CITRICO EM BANDEJAS COM 2, 4 E 6
CM DE ESPESSURA DO SUBSTRATO USANDO DIFERENTES
PORCENTAGENS DE BAGACO DE  MANDIOCA
TERMICAMENTE TRATADO
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Pode ser observado na figura 18 que, quanto mator a espessura de substrato,
maior a produgdo de AC For comprovado visualmente que as camadas mais espessas
de substrato tornavam-se mais compactas no decorrer da fermentacdo do que as
camadas de menor espessura Isto explica o fato de que em camadas mais compactas
hd maior acimulo de CO, e consequentemente maior produ¢do de AC Estes
resultados provam ainda que a aeragdo ndo € um fator determinante na producdo de
acido citrico Os valores encontrados em 80% de BM tratado ndo seguiram esta
tendéncia, mas neste caso, a produgdo de AC com 4 e 6 cm de espessura de substrato
(263,65 e 260,31 g/kg de BM seco, respectivamente) ndo apresentaram diferenca
significativa

A queda na produgdo de AC em 100% de BM tratado, observada na figura 18,

mostra que as fermentagdes em bandejas ndo seguiram a tendéncia apresentada nas
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fermentagbes em frascos Erlenmeyer, apesar destes dois tipos de biorreatores
utilizarem o mesmo sistema de aeragdo por difusdo O que pode ter ocormndo € que, no
caso das bandejas, a maior quantidade de substrato (em relagdo aos frascos
Erlenmeyer) e a elevada porcentagem de BM tratado conduziram a uma maior
compactagdo do substrato e consequentemente a um acimulo de CO, muito elevado
Sabe-se que a limitagdo no crescimento do fungo causada por alta concentragdo de
CO, conduz a um elevado acamulo de AC, porém o excesso de CO,, principalmente
apos 24 de fermentagdo provoca a queda no acamulo de AC (VANDENBERGHE,
2000)

Neste caso observa-se amnda a possibilidade de se trabalhar com até 40% de
BM cru Quando comparados aos resultados obtidos com 100% de BM termicamente
tratado, os valores da produgdo de AC usando 60% de BM tratado sdo supernores, em
todas as espessuras de substrato Assim, além da produgdo de AC ter sido maior com

60% de BM tratado, o custo para gelatimzar o aiido presente no BM fo1 menor, ja que
se utilizou 40% de BM cru

4 4 ENSAIOS EM BIORREATOR TIPO TAMBOR HORIZONTAL

As fermentagdes no biorreator tipo tambor horizontal (TH) foram testadas com
0, 40, 60, 80 ¢ 100% de BM termicamente tratado Os resultados da produgdo de acido
citrico em cada caso sdo apresentados na figura 19

A maior produgdo de AC em biorreator TH for de 268,94 g/kg de BM seco
usando 100% de BM termicamente tratado Novamente a produgdo do acido com 0%
de BM tratado fo1 baixa (27,24g/kg de BM seco), porém, se comparado a producgdo de
AC em frascos Erlenmeyer e bandejas com 100% de BM cru este valor ¢ bem
superior, representando um aumento em torno de 250%

A mfluéncia da porcentagem de BM termicamente tratado na produgio de AC
fo1 claramente observada em frascos Erlenmeyer Um fato muito stmilar for observado

no biorreator tipo TH, onde altas porcentagens de BM tratado sdo favoraveis
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FIGURA 19 — PRODUCAO DE ACIDO CITRICO EM TAMBOR HORIZONTAL
USANDO DIFERENTES PORCENTAGENS DE BAGACO DE
MANDIOCA TERMICAMENTE TRATADO
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No biorreator tipo TH, a compactagdo do substrato ndo fo1 tdo imtensa quanto
em bandejas porque o mesmo for revolvido de trés a quatro vezes ao dia Com o
decorrer da fermentagdo em TH, fo1 observada apenas a formagdo de pequenos grumos
de particulas de substrato Este fato, associado a aeragdo continua do melo,
provavelmente seja o motivo pelo qual neste tipo de biorreator o uso de porcentagens

maiores de BM termicamente tratado produzem maiores concentragdes de AC

4 5 COMPARACAO ENTRE BANDEJA E TAMBOR HORIZONTAL

Para uma melhor visualizagdo e comparagdo dos resultados da produgédo de
AC obtidos na FES em bandejas e em TH, os dados foram dispostos na tabela 9

Os dados mostram que a produgdo de AC fo1 maior em biorreator tipo TH
quando comparada a produgdo em biorreator tipo bandeja, com 2 cm de espessura de
substrato, em todas as porcentagens de BM termicamente tratado A producgdo de AC
também fo1 superior em biorreator tipo TH com 0, 40, 60 ¢ 100% de BM tratado em

comparagdo as bandejas com 4 cm de espessura de substrato E, somente com 0 e
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100% de BM termicamente tratado, a produgdo de AC fo1 superior em biorreator tipo

TH quando comparada a bandeja com 6 cm de espessura de substrato

TABELA 9 — COMPARACAO DA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO EM
BIORREATORES TIPO BANDEJA E TAMBOR HORIZONTAL

Biorreator tipo bandeja

Quantidade  Quantidade de Biorreator tipo (g de AC/kg de BM seco)
de BM cru BM tratado tambor horizontal Esnessura de substrato
(%) (%) (g de AC/kg de BM seco) 2 cm 4 cm 6 cm
0 100 269 144 181 219
20 80 245 184 263 260
40 60 231 168 224 240
60 40 194 98 161 214
100 0 27 7 8 7

Usando 100% de BM cru a produgdo de AC for bem maior em TH se
comparada as fermentagGes em bandejas em todas as espessuras de substrato Este
resultado mostra que quando se trabalha com quantidades matores de BM cru a
aeragdo a aeragdo forcada é um fator positivo que leva ao maior acamulo de acido
citrico

Outras observagdes mmportantes relacionadas a custo de produgido devem ser
consideradas O tempo de fermentagio em bandejas (120 h) € mnferior ao tempo de
fermentagdo em TH (144 h) Além disso, o consumo de energia para realizar uma
fermentacdo em biorreator tipo bandeja também € menor, pois na fermentagdo em TH
ha a necessidade de aeragdo continua e revolvimento esporadico do substrato

A fermentagdo em bandejas é mais simples ja que, apds a moculagdo do
substrato, € necessario apenas umidificar a superficie do substrato para evitar o
ressecamento muito rapido Em biorreator tipo TH deve-se controlar a vazido de ar
msenido no reator, a fim de manté-la constante, deve-se revolver esporadicamente o

substrato para evitar aquecimento excessivo do leito, o que prejudica a produgdo de
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AC e o substrato deve ser umedecido algumas vezes evitando que ocorra esporulagdo
muito rapida do 4 niger

4 6 CINETICA DA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO

4 6 1 Evolugdo dos parametros da fermentagao

Fo1 realizado um estudo cmético na condigdo em que se obteve a maior
produgio de acido citnco FES em biorreator tipo tambor horizontal com 100% de BM
tratado O tempo total de fermentagdo fo1 de 144 h Este estudo fo1 realizado com o
objetivo de acompanhar a evolugdo de alguns parametros no decorrer da fermentagao

As determunagdes foram feitas em triplicata e os resultados obtidos encontram-se na
tabela 10

TABELA 10 - PARAMETROS DA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO POR FES
DO BAGACO DE MANDIOCA PELO 4 miger

Tempo de fermentacio (h)

Parametro 0 24 48 72 9 120 144
Acido citrico (g/kg de BMS) 325 373 2714 96,76 161,56 193,56 268,94
pH 582 569 279 278 275 273 2,66
Protemas (g/100g de BMS) 139 172 205 247 214 221 226

Biomassa fungica (g/100 g de BMS) 0,02 0,35 0,68 1,10 0,77 0,34 0,89
Amudo residual (g/100g de BMS) 56,23 52,86 39,82 2425 21,85 1896 17,26
Amido consumido (g/100g de BMS) 0 337 16,41 3198 3438 37,27 38,97
Agucares redutores (g/100g de BMS) 0,24 0,60 1,27 10,05 9,07 7,53 7,11

As figuras 20 e 21 mostram a evolugio dos parametros cinéticos com o tempo
de fermentagdo

A reducio do pH durante a fermentacdo, mostrada na figura 20, ja era
esperada devido a produgéo do AC e outros acidos orgamicos A maior queda do pH

fo1 observada entre 24 e 48 h de fermentagdo A partir dai, o pH manteve-se mais ou
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menos constante entre 2,79 e 2,66 Exatamente nessa faixa de tempo em que houve
uma queda mais acentuada no pH € que se observa o nicio do aumento na quantidade
de AC produzido Durante as primeiras 24 h de fermentag@io praticamente ndo for

observada a produgdo do metabétito A maior producdo de AC for alcangada no
intervalo de 120 e 144 h

FIGURA 20 - EVOLUCAO DO pH DE DA CONCENTRACAO DE ACIDO
CITRICO NO DECORRER DA FERMENTACAO
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A redugdo de amido no decorrer da fermenta¢io, mostrada na figura 21, for
causada pela quebra de suas moléculas em agicares redutores pelo 4 niger Por esta
razdo, observa-se 1nicialmente um aumento na quantidade de glicose e logo apés seu
consumo pelo microrganismo O maior aumento na quantidade de agtcares redutores,

entre 48 e 72 h de fermentagéo, fo1 observado na mesma faixa de tempo em que houve

maior consumo de amido

4 6 2 Analise respirométrica

A biomassa celular ¢ um pardmetro fundamental na caracteriza¢gdo do
crescimento microbiano Porém, em FES, € o pardmetro mais dificil de se estimar As
hifas do fungo filamentoso penetram e se ligam fortemente ao substrato, dificultando

sua separacdo do material e consequentemente a determinagdo direta da biomassa
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fingica A biomassa celular pode ser estimada indiretamente através de medidas
metabolicas O consumo de O, e a produgdo de CO, sdo resultado da respiragdo do

fungo e estdo associadas ao crescimento (RAIMBAULT, 1997)

FIGURA 21 - EVOLUCAO DOS TEORES DE AMIDO E ~ACUCARES
REDUTORES NO DECORRER DA FERMENTACAO
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Para se estimar a taxa de consumo de O, (OUR) e a evolugdo da produgdo de
CO,, em termos de fluxo volumétrico (I/h), for realizado um balango de massa Para
um fluxo de ar na saida do fermentador Fg de 300 I/h € um fluxo de ar na entrada do

fermentador de Fg, foram consideradas as seguintes equagdes

%0
V.= 25 |y F (&)
0,8 ( 100 ) s
%CO
V., .= 25 |y F, )]
0,8 ( 100 ) s
Fs=Vos+Veos+Vys (10)

_0 -0
Vst(IOO %0, A)COZS)X F,

100 (11)
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onde

Vo, s = volume de O, na saida do biorreator,

%0, = porcentagem de O, na saida do biorreator,
Veo,s = volume de CO; na saida do biorreator,
%CO,, = porcentagem de CO, na saida do biorreator,

Vy,s = volume de N na saida do biorreator

Sabendo-se que

79
VNZE -':TO—(;XFE (12)
VNZE = Vst (13)

onde

Vv,z = volume de N> na entrada do biorreator,

chegou-se a seguinte equagdo que relaciona o fluxo de ar de entrada e de saida

(100 - %0, ~%CO, s )x F
79

F. =

E

(14)
onde

Vo,cons = volume de O, consumido

Para calcular o fluxo volumétrico de O, consumido fez-se um balango de

massa para o oxigémo obtendo-se a equagao
(21 %0, 4
Vo,cozvs ‘(ﬁijE _(IO_O)XFS (15)

Para estimar a taxa de consumo de O, e de produgdo de CO,, em moles/h,

considerou-se 0 ar como gas ideal e os fluxos volumétncos V, € V, s foram
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corrigidos para a temperatura de 25°C A evolugéio das taxas de consumo de O, ¢

produgio de CO; pelo A niger no decorrer da fermentagdo estdo na figura 22

FIGURA 22 — PERFIL CINETICO DO CONSUMO DE O, E DA PRODUGCAO DE
CO, DURANTE O PROCESSO FERMENTATIVO

50 -
40 -

moles de O,/h
W
[

moles de CO,/h

Tempo de fermentacio (h)

[—- moles O2/h ==moles CO2/h |

O modelo de consumo de oxigénio durante a fermentagcdo completa em um
sistema aerdbico € um modelo global que considera o consumo de O, para o
crescimento € manutengdo A manutengdo celular representa o metabolismo endégeno
sendo necessario realizar um balango para o consumo de oxigénio (PANDEY et al,
2001)

Em termos gerais e considerando um processo no qual somente biomassa

celular € produzida, e ndo metabolitos extra-celulares, pode-se dizer que

O, consumido = (O, empregado na sintese da biomassa celular +

(16)

0O, empregado na manuteng@o da biomassa celular)

A taxa de consumo de oxigénio (OUR) em um processo € definida como

AO,
Ve (17)

O,CONS =
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onde

Ry cons = Oz consumido em um mtervalo de tempo Az (g02/h)

O oxigémo empregado na sintese da biomassa (O, swr) € obtido pela
expressao

AO, snr 1 AX
R = = X
o At Y X/0 Az (18)

onde

R, vy = O2 empregado na sintese da biomassa celular (g O2/h),

Yxo = rendimento baseado no consumo de oxigénio para sintese da biomassa
celular no intervalo de tempo considerado (g de biomassa/g O,),
AX = biomassa sintetizada durante o mtervalo de tempo considerado (g),

At = mtervalo de tempo considerado (h)

O oxigémo empregado no processo endogeno ¢ estimado pela expressdo
defimda por Monod na qual emprega-se o conceito de coeficiente de manutengdo da
biomassa celular (PANDEY et al , 2001)

e 1
T X ) amoo (19)

onde
my = coeficiente de manutengio da biomassa celular (g O, x g biomassa™ x h),

X = biomassa celular em um tempo t (g),

Considerando o0 O, como substrato pode-se postular que

AO; mvpos

Ro,mvoc; = Ar

(20)

onde

R, mpoc = O2 empregado no processo endogeno (g Oo/h)
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Relacionando as equagdes (16) a (20) obtém-se a seguinte expressio

AO, 1 AX
Ar = X A +m, X (21)

A equagdo (21) permite estimar a quantidade de biomassa celular que exaste
em um tempo t de fermentagdo através de dados do consumo de oxigémio por
determinagGes finitas do seu consumo em intervalos de tempo particulares Integrando

a equagdo (21) pode-se afirmar que

=n t=n 1
Rozcozvsdt = ‘Lo Y

t=0
X/0

dt + t=OmXth (22)

O termo j R, cons Ma equagdo (22) mndica que o oxigénio consumido em um

tempo t = n pode ser estimado da relagdo entre OUR versus tempo Uma solugdo para
a equagdo diferencial (22) fo1 postulada por métodos numéricos Aphcando a regra do

trapézio para a integra¢do numérnca do primeiro termo na expressao tem-se que

j'=,.d02 dt ~ At |(dO, 40 do, _{dOzj . do, N do, 23)
=0 dft 2 |\ at )., dt ), at ),_, a ),._,., at ).,

onde

(dgtz ) = O, consumido no mtervalo de tempo 1 (g Ox/h),

At = mtervalo de tempo considerado na estimativa (h)

Considerando constante o rendimento baseado no consumo de O, (Yxo = k),
obtém-se

[ ax =——x, - X))

t=0
YX/O X/o

(24)
onde

Xo = biomassa no micio do mtervalo de tempo At (g),

X, = biomassa no final do intervalo de tempo At (g),
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O valor do ultimo termo da expressdo (22) é obtido usando o mesmo
procedimento para a obtengdo da expressdo (23) e considerando o coeficiente de

manutencdo da biomassa celular constante (my = k)

t=n

At
1=0mXth ~ny ?[tho + 2(X1=1 +X,+ X, )+ Xl:n] (25)

Relacionando as equagdes (22) a (25) obtém-se a seguinte equagdo (SATO et
al , 1983)

X, = <YX,ON{%[(¢’ZZ LO + (dgz )m] + ’iz:‘(dgtz )r} + (1 - %)XO - a’iz::lX,> / (1 + %) (26)

onde

a=myY,, At

A partir dos valores calculados para a taxa de consumo de O, e produgdo de
CO,, foi feita uma estimativa dos parametros biotecnologicos O procedimento para o
calculo da biomassa celular em tempo qualquer (X,) consistiu em assumir valores para
o rendimento de biomassa baseado no consumo de O, (Yxo) € no coeficiente de
manutengdo da biomassa celular (mx) For utihizado nos calculos um programa
denommado FERSOL (RODRIGUEZ-LEON et al , 1988)

Foram considerados sete valores de biomassa fingica determinados
analiticamente nos tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 h de fermentagdo O
programa permutiu determinar os coeficientes da equagdo por aproximagao sucessiva
A partir dos valores da taxa de consumo de O, e produgdo de CO,, obtidos
experimentalmente, o sistema determinou um rendimento de biomassa celular (Yxo)
de 4,372 g de biomassa/g de O, consumudo e um coeficiente de manutengdo da
biomassa celular (my) de 0,0162 g de O, consurmdo x (g de biomassa)™ x (h)’

Na figura 23 sdo apresentados os resultados de biomassa fiingica obtidos
analiicamente nos tempos considerados e determinados pela equagdo de X,

apresentada anteriormente Com base nos dados de biomassa fimgica estimada, a
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velocidade de crescimento especifica para a fase de crescimento exponencial (Mmax) for
calculada por uma regressdo de In(X,) pelo tempo de fermentagdo Considerando os
valores entre 24 ¢ 72 horas de fermentagdo, for obtido o valor de 0,055 h'l, com um
coeficiente de regressdo de 1,0 € um desvio de 14,51%

A figura 23 mostra que as duas determinagdes de biomassa fingica seguiram a
mesma tendéncia ficando os picos de biomassa em torno de 1,1 g/100g de BMS,
porém, o pico de biomassa fingica medida (72 h de fermentag@o) apresenta um certo
“adiantamento” em relagdo ao pico de biomassa fungica estimada (120 h)

A diferenca observada entre biomassa fungica estimada e medida,
principalmente em 72 horas de fermentagéo (figura 23), ¢ um indicativo de que o
método indireto de determinagio de biomassa celular, através do monitoramento em

linha da produgdo de CO,, pode corngir falhas apresentadas na determinagio da

biomassa celular por métodos analiticos

FIGURA 23 — COMPARACAO ENTRE BIOMASSA FUNGICA ESTIMADA E
MEDIDA DURANTE A FERMENTACAO DO BM PELO 4 rniger
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A solugdo nutritiva utilizada nas fermentagdes (VANDENBERGHE, 2000) fo1

eficientemente otimizada no sentido de maximizar a produgéo de acido citrico Isto €
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constatado pela produgdo de uma concentragdo mimma de biomassa fingica (figura
23).

FIGURA 24 — EVOLUCAO DE PARAMETROS CINETICOS DA PRODUCAO DE
ACIDO CITRICO POR FES DO BAGACO DE MANDIOCA

X (g/100g de BMS)

Tempo de fermentacio (h)

e ()} Q2 —h— Biomassa medida —#— Biomassa estimada

Na figura 24 percebe-se que a quantidade de O, utilizada para a produgéo de
AC neste processo fermentativo for pequena, mantendo-se préxima de 20,6%, e a
quantidade de CO, liberada for inferior a 0,4% O pico da produgdo de CO, for
atingido em 50 h de fermentagdo, periodo em que a quantidade de AC produzida ainda
estava préxima de 30g/kg de BMS A producdo de biomassa fiingica também fo1
baixa, ndo ultrapassando 1,2%

Como a taxa de produgido de CO, for baixa, consequientemente a taxa de O, se
manteve alta Isto mostra que o microrganismo desvia seu metabolismo
preferencialmente a produgéo de &cido citrico, e ndo a formagdo de biomassa celular

O coeficiente respirométrico (QR) do microrgamismo for determinado para
avaliar o processo de fermentagfo em termos de CO; produzido € O, consumido Os

resultados do QR para cada tempo de fermentagéio sdo apresentados na figura 25
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FIGURA 25 — COEFICIENTE RESPIROMETRICO DO 4 mger DURANTE O

PROCESSO DE FES DO BAGACO DE MANDIOCA
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Observa-se na figura 25 que até um tempo de fermentagdo de 142 h, apesar de

apresentar pequenas variagdes, 0 QR manteve-se em torno de 0,3 Isto significa que a

quantidade de CO2 produzida até este tempo de fermentagio fo1 inferior & quantidade

de O2 consumida e, neste caso, o processo fermentativo apresentou as caracteristicas

de um sistema aerébico A partir dai, 0 QR comegou a aumentar em virtude de um

consideravel aumento na produgdo de CO, em relagdo ao consumo de O,

4 6 3 Calculo do rendimento

Com o decorrer da fermentagdo, a fonte de carbono presente no substrato for

consumida em quatro principais transformagdes (VANDENBERGHE, 2000)

formacdo de biomassa celular,

manuten¢ao da biomassa celular,

produgdo de metabolitos primarios (4cido citrico),

produgdo de metabotitos secundérios (negligenciavel neste caso)

A biomassa celular do 4 nmiger utiiza a fonte de carbono para seu

desenvolvimento O rendimento proveniente desta transformagdo ¢ representado por
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Yx;s € medido em grama de biomassa celular por grama de substrato consummdo
Usando os dados da tabela 10, encontrou-se um valor para Yxss de 0,023.

Para a energia utilizada na manutengdo da biomassa celular, conhecida como
coeficiente de manutengdo (my) e dado em (grama de substrato consumido) x (grama
de biomassa)’ x (h)’, fo1 encontrado um valor de 0,0162, como ja fo1 visto
anteriormente

A principal utilizagdo da fonte de carbono, que é na produgdo de AC, €
representada por Yps € dada em grama de AC produzido por grama de substrato
consumido Da revisdo de literatura (item 2 1 5), a glhicose utilizada na sintese do AC
segutu duas vias reagdes de Embden Meyerhof Parnas (EMP), também chamada de
via ghcolitica, e reagGes do ciclo pentose-fosfato ou via das pentoses O rendimento
teorico maximo da produgdo de AC pela via da ghcolise, a qual converte uma

molécula de glicose em uma molécula de AC, fo1 calculado por

Rar=212 _1167
180

Os calculos foram fertos usando o peso molecular do AC monoidratado por ser
a forma cnistalina obtida industnalmente O rendimento tedrico da producdo de AC

pela via das pentoses, na qual trés moléculas de ghcose sdo convertidas em duas e

me1a moléculas de AC, fo1 calculado por

2,5%x210
3x180

Rdt =0,9722

Considerando-se que 80% do substrato passou pela via glicolitica e 20 % pela

via das pentoses (1tem 2 1 5), o rendimento tedrico maximo, representado por Y c/smax

fo1

Rdt =0,80x1,167+0,20x0,9722 =1,128

Resultados e Discussdo



68

Feitas as consideragdes anteriores, a equagdo seguinte relaciona o rendimento
teérico maximo baseado na quantidade de biomassa celular formada e substrato
consumido

S =i+mXXt+ ¢

X/s C/Smax

@7

onde
S = substrato consumido (g/kg de fermentado seco),
X = biomassa celular formada (g/100g de fermentado seco),
Yyx/s = coeficiente de conversdo de substrato em biomassa celular,
my = coeficiente de manutengio da biomassa celular (g substrato x g biomassa™
xh),
t = duracdo da fase estacionana (h),
C = AC produzzdo (g/kg de BMS),

Y c/smax = rendimento te6rico maximo

Rearranjando a equagdo 27

X
C= YC/SM[S . mXXt] (28)

Xx/s

Como o rendimento pratico ¢ Y = C/S, entdo

S Y

Y
y = o= [s— X —mXXtJ (29)
X/s

Conhecendo-se as vanaveis S = 389,7 g/kg, X = 0,89g/100g, Yx;s = 0,023,
my = 0,0162 g substrato x g bromassa’ x h'l, t=72h e Yosmex = 1,128, € substituindo

na equagdo 29, chegou-se a um rendimento pratico de

- 1,128 (389’ 0,89

7-—22__0,0162x 0,89 72
389,7 0,023

2

Y =1,013 ou 101,3%
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O rendimento global fo1 calculado pela seguinte relagéo

AC produzido 26894

= = =0,69
substrato consumido  389,7

b

G

Na literatura ndo ha dados em FES usando escala semipiloto para comparar a
este valor Assmm, o rendimento global de 69% pode ser considerado satisfatério
quando comparado ao rendimento teérico de 101,3% Além disso, em escala
laboratorial geralmente sdo obtidos rendimentos entre 70 ¢ 90% E natural que num

aumento de escala o rendimento do processo caia um pouco
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5 CONCLUSOES

Este estudo permitiu avahar o efeito da utihzagdo de duferentes porcentagens
de bagago de mandioca termicamente tratado na produgdo de acido citrico pelo
Aspergillus mger A gelatimzagdo do amido presente no substrato facilita seu consumo
pelo fungo filamentoso e, consequentemente, a sintese de acido citrico

Foram testados dois tipos diferentes de biorreatores em escala semipiloto
bandejas e tambor honizontal A influéncia da porcentagem de bagago de mandioca
tratado apresentou maior relevancia na producgio de acido citrico em biorreator tipo
tambor honzontal No biorreator tipo bandeja, ndo ha a necessidade de se utilizar
porcentagens tdo elevadas de bagago de mandioca termicamente tratado Neste caso, o
fator de maior mfluéncia fo1 a espessura do leito Espessuras de substrato maiores
favoreceram a producgdo do acido Este fato também € um fator muito importante, pois
permite o uso de maior volume itil no biorreator

A mator produgdo de acido citrico, 268,94 g/kg de BM seco, fo1 atingida em
biorreator tipo tambor horizontal com 100% de BM termicamente tratado. Apesar
disto, a fermentac@o em bandejas apresentou algumas vantagens sobre o biorreator tipo
tambor hornizontal

No biorreator tipo bandeja o gasto com energia fo1 inferior, o tempo de
fermentagdo for menor ¢ houve maior simplicidade durante o processo fermentativo,
principalmente no que diz respeito & mampulagio do substrato Estas vantagens
superam a pequena diferenca de 2% entre a maior produgdo do acido em tambor
horizontal e a maior producdo em bandejas, que fo1 de 263,65 g/kg de BM seco com
80% de BM termicamente tratado € 4 cm de espessura de substrato Observa-se amnda
que nesta produgdo de acido citrico em bandejas fo1 utihizada uma menor porcentagem
de bagago de mandioca tratado (80%), quando comparado a produgdo em tambor
horizontal (100%) Portanto, em termos de economua e simplicidade, o biorreator tipo

bandeja fo1 o melhor modelo de reator utihizado neste estudo
" Da evolugdo de parametros cmnéticos da fermentagdo do estado séhdo do

bagaco de mandioca pelo Aspergillus niger, como a taxa de produgio de gas carb6nico
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e consumo de oxigémio, verificou-se que baixas taxas de respiragido levam a produgado
de altas concentragdes de acido citrico

Na melhor condigio de fermentagido, conduzida em biorreator tipo tambor
horizontal, obteve-se um rendimento global de 69% Em escala laboratorial sdo
obtidos rendimentos entre 70 ¢ 90% E normal esta redugdo no rendimento, ao
transferir o processo para uma escala maior, assim, o rendimento global obtido for
satisfatorio

De modo geral, foram observadas grandes perspectivas na produgédo de acido
citrico nos biorreatores em escala semupiloto do tipo tambor horizontal e tipo bandeja,
usando o fungo Aspergillus niger LPB 21 e o bagago de mandioca como substrato em

fermentagdo no estado séhido
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabalho, podem ser sugeridos

ainda alguns experimentos a serem desenvolvidos futuramente

testar a produgdo de acido citrico em biorreator tipo bandeja usando 8 € 10 cm de
espessura de substrato,

realizar ensaios de extragdo do acido citrico produzido, usando diferentes tipos de
solventes e varniando fatores como tempo e velocidade de agitagdo, temperatura de
extragdo, volume de solvente a ser utilizado,

desenvolver um procedimento para recuperagdo e punficagdo do acido citrico
produzido,

apos a extracdo do acido citrico, testar o residuo do bagago de mandioca
fermentado como alimentag¢io animal,

misturar ao bagago de mandioca outros tipos de substrato, como por exemplo, o
bagago de cana-de-agucar, e testar a produtividade de acido citrico,

verificar a possibihidade de se utihizar o substrato fermentado, constituido de acido

citrico, como complemento de ragdes animais

Sugestoes para Trabalhos Futuros
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