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RESUMO

Estudou-se a produção do ácido glucônico por Aspergillus 
niger, utilizando-se, inicialmente, o macerado do resíduo de 
cervejaria "TRUB", como matéria prima.

Este contêm várias substâncias na sua composição: açú
car total 4% (açúcar redutor 3,9% e não redutor 0,1%); Nitro
génio 0,96%; Fósforo 0,074%; Potássio 0,0013%; Magnésio 0,0049% 
e Cálcio 0,0006%. O pH em torno de 5,5 a 6,0. Entre os açú
cares temos a glicose, maltose, galactose, sacarose e outros 
oligossacarídeos não caracterizados. A hidrólise ácida ou en- 
zimática do trub "in natura" resulta no aumento de 3,3 vezes 
em teor de açúcar redutor.

O trub foi estocado a -159C e o macerado obtido por ex
tração aquosa (1:2) foi utilizado como meio de crescimento e 
fermentação. O microorganismo cresce e esporula melhor no meio 
de trub acrescido de ãgar do que no meio de Czapeck; em pro
cessos fermentativos estacionários e sem aeração mecânica efe
tuada a temperatura de 299C - 19C, utilizando-se apenas o ma
cerado de TRUB como nutriente, obteve-se 56 mEq/1 de ácido glucôni
co. A utilização de CaC 0 3  não promoveu aumento significativo 
na produção de ácido. A reutilização do micêlio em fermenta
ções sucessivas, manteve os níveis de produção do ácido, porém, 
com redução do tempo em até 47%.



A utilização do melaço como fonte de açúcar na suple- 
mentação do meio de trub resulta na produção de ácido superior 
à soma das quantidades produzidas por eles isoladamente (55 
mEq/1 para o trub, 255 mEq/1 para o melaço e 313 mEq/1 para a 
associação do melaço com o trub).



1 INTRODUÇÃO

O ãcido glucônico, juntamente com seus sais, tornaram- 
se importantes produtos devido suas utilizações na Medicina, 
Farmácia, Alimentos, na Química e na Indústria em geral.

0 gluconato ferroso, devido às suas propriedades não ir
ritantes , é uma excelente fonte de ferro no tratamento de ane
mia nutricional e na terapia do ferro. Ê ainda altamente efe
tivo no tratamento de anemia secundária, e de grande eficiên
cia na introdução de elementos "traços" da dieta (59).

0 gluconato de cálcio mostrou-se eficaz agente terapêu
tico no tratamento de moléstias causadas ou agravadas pela de
ficiência de cálcio. Este sal é ainda, útil como adjuvante em 
injeções intramusculares de uma solução de d-tubocurarina que 
são utilizadas no tratamento de espasmos infantis. Gluconato de 
cálcio e gluconato de magnésio também são utilizados com in
gredientes de dentifrícios. 0 de magnésio foi reportado como 
sendo muito efetivo no tratamento de dismenorrêias, enquanto que 
Bernhard (13) reportou a utilização do gluconato de potássio 
no tratamento de hipopotassemia (59).

Preparações de gluconato de efedrina, demonstraram ser 
menos irritante do que o sulfato de efedrina normalmente uti
lizado. Pode-se preparar um preservativo eficaz do sangue hu
mano ou animal utilizando-se ãcido glucônico e aminas alifáti
cas terciárias (59).



O gluconato de clorhexidina ê atualmente bastante uti
lizado como antisséptico em produtos oftálmicos (19).

A inclusão de pequenas quantidades de ácido glucônico 
em alimentos conservados à base de gorduras ou õleos, vegetais 
ou animais, resulta em produtos mais estáveis, menos sujeitos 
à rancificação. Em panificação, a glucono-lactona causa uma 
liberação de dióxido de carbono mais gradual, produzindo uma 
massa mais uniforme (59).

Uma alimentação suplementada com gluconato de cálcio 
previne e cura a diarréia em bezerrbs e revelou-se satisfató
ria para a alimentação de galinhas. A qualidade das cascas de 
ovos é melhorada com sua inclusão na ração (.59). Impede o es
curecimento de produtos de batata (59).

O ácido glucônico tem larga aplicação na indústria de 
Laticínios para impedir a formação de crostas no leite e como 
constituinte ácido na lavagem dos latões de leite. É utiliza
do com finalidade semelhante na industria de Cervejaria (59).

Na indústria têxtil, emprega-se o ácido glucônico, glu
cono-lactona e o gluconato de amónia em larga escala como ca
talisador, devido ao fato de serem atõxicos, não amaciantes e 
não corrosivos (59).

Na impressão, tanto o ácido glucônico como o gluconato 
de amónia têm sido usados para a obtenção do meio ácido, ne
cessário ao desenvolvimento dos esteres corantes (59).

No campo dos detergentes, utiliza-se o ácido glucônico 
e seus derivados em virtude de sua ação sequestrante em meio 
alcalino (59).

A indústria do couro utiliza o ácido glucônico ou o glu
conato de sõdio com vantagens, sobre o curtimento com alúmen
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ou ferro, uma vez que os hidróxidos destes dois metais são im
pedidos de precipitar antes que o ponto isoelétrico do couro 
seja alcançado. O gluconato de titânio provou ser muito útil 
na preparação do couro branco (59).

O gluconato de sódio e a glucono-lactona encontram uti
lidade na indústria fotográfica, na preparação de misturas mais 
estáveis sob condições atmosféricas mais diversas, além do que, 
a propriedade sequestrante dos gluconatos impede a precipita
ção de hidróxidos metálicos na revelação. O ácido e a lactona 
são ainda utilizados na preparação de placas litográficas (59).

No tratamento de águas, utiliza-se o ácido glucônico e 
seus sais, particularmente o gluconato de sódio, para impedir 
a corrosão e a formação de crostas. Operações de galvanoplas- 
tia e eletroconservação também são desenvolvidas utilizando-se 
o ácido glucônico (.59) .

A adição de gluconato de sódio ás tintas solúveis em 
água impede reflexos e variações de cor (59).

Muitos métodos de preparação do ácido glucônico e seus 
sais são descritos em literatura, entre estes podemos citar: a 
oxidação química da glucose por hipoclorito e hipobromito em 
meio alcalino; outro processo ê a oxidação eletrolítica de so
luções alcalinas de glucose em presença de iodo (59).

Entretanto, o processo de produção de ácido glucônico 
mais prático e mais econômico ê sem dúvida o processo biológi
co.

Segundo Foster (26) a produção de ácido glucônico por 
oxidação microbiana foi relatada pela primeira vez por Bou- 
troux, no ano de 1880, em culturas de Aoetobacter aoeti. Em 
1887, o mesmo autor reportou que outras bactérias tinham a ca

03



pacidade de produzir o ácido glucônico (26).
A maioria das bactérias como Pseudomonas, Acinetobacter 

e Xantomonas produzem o ácido glucônico como intermediário na 
formação de ácidos ceto-glucônicos. O Acetobaeter suboxidans 

produz o ácido 5-cetoglucônico às expensas da glucose, ocorren
do a conversão de 100% em quatro dias (18).

Nas Pseudomonas, o gluconato ê um intermediário na for
mação de cetogluconato e fosfogluconato, sendo a via freqüen
temente encontrada a seguinte:
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Na etapa inicial a glicose é oxidada pela glucose desi- 
drodenase (extracelular ou ligada à membrana) dando o glucona
to, que por sua vez sofre nova desidrogenação catalisada pela



gluconato desidrogenase, também extracelular ou ligada â mem
brana; os produtos podem ser utilizados pelo microorganismo via 
fosforilação dos açúcares seguindo a via das pentoses fosfato, 
via de Entner Doudoroff, e metabolizar os mesmos via ciclo dos 
ácidos tricarboxllicos (18, 60).

Em fungos, a via de oxidação da glucose a ácido glucô 
nico ê semelhante â das bactérias e foi observado inicialmente 
por Muller em Aspergillus niger, em que a oxidação da glucose 
envolvia o consumo de oxigênio e a enzima foi denominada glu
cose-oxidase. Em 1942, um grupo de ingleses (20, 21) isolou 
um princípio ativo de Penicillium notatum com ação antibiótica 
e denominou de Notatina. Estudos posteriores demonstraram que 
a notatina catalisava a transformação da glucose em glucono- 
lactona graças â oxidação direta pelo oxigênio (12, 21, 37, 38 
e 39) como ê mostrada na equação abaixo:
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A gluconolactona resultante scfre hidratação, dando o
ácido glucônico (2).

A oxidação da glucose sem a participação direta de oxi
gênio tem sido observado em Asperg-illus ovyzae (53), sendo a
enzima induzida por hidroquinona e por benzoquinona (4) con
tendo como grupo prostêtico Pirrolquinolinaquinona; nem o FAD 
nem o NAD(.P) são os aceitadores de hidrogênio.

Em 1946, Bose (16) publicou um trabalho onde concluía
que a oxidação da glucose a ácido glucônico era devido tanto a



glucose-oxidase quanto a glucose desidrogenase e, segundo ele, 
ambas as enzimas podem agir independentemente, porém o efeito 
seria aditivo. A localização celular das enzimas que partici
pam do processo oxidativo é a membrana plasmãtica e são libe
radas ao meio do cultivo.

A descoberta da produção de ácido glucônico por fungos
filamentosos deve-se a Molliard em 1922 ( 48) , que estudou as
condições ótimas para a fermentação. Embora estivesse restri
to a uma ünica cepa, este trabalho foi de grande importância: 
demonstrou que controlando-se a composição do meio, o microor
ganismo podia ser induzido a formar apenas ácido glucônico, 
cítrico ou oxãlico; ou combinações destes ácidos; ou não for
mar virtualmente ácidos orgânicos. Com um meio balanceado, de 
modo a se obter um crescimento máximo, apenas traços de ácidos 
foram detectados. Diminuindo-se a quantidade de nitrogênio, 
obtinha-se um baixo peso miceliar, mas a produção de ácido era
altamente favorecida. Concluiu-se que a formação do ácido da
va-se âs expensas da síntese celular.

Com base neste trabalho, Bernhauer e Schuhof, 1932 (.14)
patentearam um processo para a produção de ácido glucônico: no 
primeiro estágio o Aspergi-llus niger era cultivado em meio nu
tritivo; apôs o desenvolvimento do micélio, este era utilizado 
para oxidar uma solução de glucose.

Estudos sobre a produção de ácido glucônico foram rea
lizados por Wells et al.(71/3/4) com relação ao efeito da pres
são, agitação-aeração, tamanho do inõculo e composição do meio, 
utilizando o Aspevg-illus niger cepa 67, com concentração de glu
cose entre 15 a 20%.

Porges et al. (57) utilizaram um processo semi-contínuo
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com reutilização do micêlio; o mesmo micélio de Aspergillus 

niger foi utilizado até 13 vezes para fermentar uma solução de 
glucose a 13%, sem contudo perder a atividade. Este processo 
ê útil pois elimina o período de lag na etapa inicial de ger
minação do fungo.

Moyer et al. (50) apresentaram em 1940 um processo de
fermentação de soluções concentradas de glucose utilizando um 
meio de cultivo onde o boro, impedia a precipitação do
gluconato de cãlcio, permitindo o uso de soluções com até 25-30% 
de glucose sem que ocorrese a inibição de fermentação pela pre
cipitação do gluconato de cãlcio ou provocasse danos no orga
nismo fermentador pela exposição ao âcido glucônico.

Em 1941, Porges et al. (58), otimizaram o processo de
reutilização do micêlio, possibilitando a remoção de todo o 
ácido formado. Até então, o processo utilizado provocava uma 
perda de cerca de 20% do produto obtido.

Blom et al. (15) em 1952, publicaram um trabalho sobre 
a produção comercial de gluconato de sódio, utilizando o i4s- 
pergillus niger NRRL-3 em fermentação submersa e como substra
to utilizavam glucose comercial e o produto obtido possuía um 
grau dé pureza de até 99%.

Prescott et al. (59) citam em sua revisão sobre o ácido 
glucônico e seus derivados, a produção por fermentação a par
tir de "eorn sugar". Uma patente de Pabst Brewing Co. de 1973 
(29), cita a produção de ácido glucônico gluconato de sódio, 
utilizando-se glucose e Aspevgillus niger, com 98% de conver
são a gluconato de sódio.

Em 1976, Mahmoud et al. (44) realizaram estudos sobre 
os fatores nutricionais que têm influência na produção de ãci-
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do glucônico em Asgevgillus nigev NRRL-3 e observaram que a 
concentração ideal de glucose era de 13%, e que o xarope de 
glucose representa uma fonte barata de açúcar, podendo substi
tuir a glucose em pó.

Após isto, pouco ou nada foi encontrado sobre a produ
ção de ácido glucônico ou seus sais por fermentação. No Bra
sil, cita-se produtos como gluconato de sódio e gluconato de 
cálcio de indústrias como Sandoz ou Pfizer, sem contudo ser 
possível saber-se a existência ou nao da produção da referida 
substância pelas mesmas.

Atualmente, com o grande número de resíduos industriais 
e domiciliares, a atenção geral está cada vez mais voltada pa
ra sua utilização industrial (10). Inúmeros estudos têm sido 
feitos no sentido de reciclar estes materiais, para que ao in
vés de representarem um ônus e uma ameaça, possam ser utiliza
dos como bens econômicos capazes de aumentar receitas públicas, 
proporcionar maiores oportunidades de emprego, minimizar a po
luição, e melhorar a qualidade de vida.

Entre os resíduos industriais, chamou-nos particularmen
te a atenção, um dos resíduos da indústria de cervejaria: o
TRUB.

O TRUB foi largamente utilizado por pequenos produtores 
de leite de nossa região como complemento alimentar animal de
vido seu alto teor protêico; no entanto, com o crescimento da 
cidade, as zonas produtoras distanciaram-se cada vez mais e 
tornou-se anti-econômico o transporte do produto, que passou a 
ser vim resíduo difícil de ser disposto. Segundo Mohlman (47), 
o resíduo de um barril de cerveja, tomando por base sua Deman
da Biológica de Oxigênio, equivale a uma população de dezenove
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pessoas; para produzí-lo são liberados 772,12g de sólidos em
suspensão e 1211 litros de resíduos por dia. Assim este resí
duo ê responsável por uma parte apreciável da carga de poluen
tes de uma cidade e merece atenção especial no tocante a um
possível aproveitamento.

O trub ê uma massa amorfa na qual predominam proteínas 
coaguladas, que se forma, parte na fase de decocção e parte na 
fase de filtração do mosto através do lúpulo. Durante o pro
cesso há a formação de dois tipos de trub, que são:

- o TRUB QUENTE, que se forma pela coagulação das subs
tâncias nitrogenadas e pela presença de polifenóis;

- o TRUB FRIO, que se forma no processo de clarificação, 
quando o mosto á resfriado.

Atualmente, o trub pode ser retirado como sedimento, 
dentro do tanque de mosto quente, por centrifugação ou ainda 
por filtração. A quantidade de trub obtida varia, de acordo 
com diversos fatores como:

1) O conteúdo proteico do malte.
2) A técnica de maceração.
3) O tempo e a temperatura utilizados no cozimento do

mosto.
Seu conteúdo, em matéria seca, ê de:
. 50 - 60% proteínas
. 16 - 20% resinas de lúpulo
. 20 - 30% polifenóis
. 02 - 03% cinzas.
O trub não ê o único resíduo da Indústria de Cerveja

ria; sem considerarmos o processo de mailteação, temos vários 
outros resíduos como:
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- cevada esgotada
- restos de lüpulo
- levedura decantada ou centrifugada
- águas de lavagens
- papéis, vidros, etc.,.
Cada um destes resíduos já possui um grande número de 

utilizações possíveis, por exemplo: os grãos esgotados de ce
vada são utilizados como complemento alimentar animal (6, 8, 
25, 31, 43, 65) e na produção de biogãs (11). Os restos de lú
pulo são utilizados como fertilizantes (30, 33, 68), como com
plemento de rações animais (22) e como combustível para a ge
ração de calor na própria cervejaria (48). A levedura, o mais 
valioso subproduto da cervejaria, tem grande utilização como 
alimento humano (8) e animal (8), como fonte de vitaminas (8), 
substrato para a produção de proteína unicelular (9, 42, 56, 63), 
na indústria Farmacêutica (41) ou ainda reutilização na pró
pria cervejaria (41).

Quanto ao trub, pouco foi encontrado sobre sua utiliza
ção. Lewis (40) relata sua utilização na própria cervejaria, 
fornecendo sítios que promovem inter-reações adicionais de pro
teínas e polifenõis, permitindo assim maior estabilidade ao res
friamento e â fragrância da cerveja.

O melaço, mel, licor-mãe, ê o subproduto da Indústria 
Açucareira. É obtido após a cristalização e a centrifugação 
da sacarose, do caldo-de-cana ou, em determinados países, da 
beterraba. O processo de cristalização ê repetido pelo menos 
por três vezes ou até que o açúcar invertido, os componentes 
não açucarados e a alta viscosidade não permitam maior crista
lização.
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0 melaço ê portanto um líquido viscoso, escuro, conten
do sacarose, açucares invertidos, sais e demais compostos não 
açucarados.

Segundo Almeida (1), a composição do melaço residual é a 
seguinte:

MÍNIMA MÁXIMA MÉDIA
Brix 73,35 91,60 83,20%
Bê 44,70 48,70 42,80%
Peso Específico 1,41 1,49 1,43%
Pol 10,68 41,85 28,12%
Sacarose (Clerget) 15,79 46,90 32,25%
Açucares Redutores 9,66 39,40 20,98%
Açúcares Totais Ferment. 47,70 58,70 52,20%
Pureza Aparente 30,00 63,90 42,45%
Cinzas 4,58 9,40 8,20%
Proteínas 2,80 12,00 8,20%
Nas cinzas, a composição dos principais elementos é a
:e:

MÍNIMA MÁXIMA MÉDIA
Sílica (SiC^) 0,40 1,55 0,80%
Potássio (̂ 2*3) 3,00 7,00 5,00%
Cálcio (CaO) 0,90 1,50 0,30%
Magnésio (MgO) 0,40 0,70 0,10%
Fósforo (P2 O,-) 0,30 0,50 0,15%
Sódio (Na2 C>2 ) 0,20 0,50 0,15%
Ferro (Fe 0 C) 2 5 0,20 1,00 0,40%
Sulfatos (SO^) 2,00 3,00 2,15%
Cloretos (Cl) 0,10 0,90 0,45%
Segundo Olbrich (54) encontra -se ainda no melaço , tra-



ços dos seguintes ácidos: Oxãlico, Lãtico, Oxiglutârico, Saca- 
rínico, Hümico, Aconítico e Arábico.

O Brasil ê atualmente um dos maiores exportadores de me
laço residual/ no entanto, com a criação do PROALCOOL, grande 
parte deste melaço passou a ser utilizado para a produção de 
álcool, diminuindo sensivelmente a quantidade exportada (7). A 
maior utilização do melaço ê na produção de álcool: uma tone
lada de melaço, após o tratamento adequado, pode gerar entre 
270-280g de etanol absoluto (7). 0 melaço é ainda utilizado na
produção de ácidos orgânicos como: ácido cítrico, lãtico, ita- 
cônico, butírico, acético, fumárico e glucônico (54). É maté
ria-prima para a obtenção de solventes orgânicos como: aceto
na, butanol, dioxiacetona, etc. (61). Pode ser empregado na 
produção de antibióticos, enzimas, vitamina B e glutamato mo- 
nossõdico (61). É um substrato bastante utilizado na produção 
de células como Candida sp, Sacaharomyces e na produção de co
gumelos (61). 0 melaço ê também utilizado na produção de be
bidas fermentadas com rum, arak, etc. (61).
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista o grande interesse que apresenta o ácido
glucônico na Industria em geral, tanto que a Central de Medi
camentos destaca este produto em sua Relação Nacional de Subs
tâncias para Medicamentos, nossa atenção foi voltada para a
produção do mesmo.

Levando-se em conta as condições potenciais do TRUB co
mo matéria-prima, pensou-se em utilizar o mesmo na produção do 
ácido glucônico, utilizando-se o processo mais econômico pos
sível, ou seja, o processo fermentativo. Procurou-se orientar 
o trabalho no sentido de obter o produto desejado utilizando- 
se o processo mais econômico, o mínimo de nutrientes sintéti
cos e equipamentos menos sofisticados possíveis; para tanto, 
optou-se por crescimento estacionário.

Houve uma preocupação fundamental em se determinar a 
composição química e as características físico-químicas do trub, 
uma vez que as mesmas não foram encontradas integralmente na 
literatura.

Procurou-se as condições ideais na preparação dos mos
tos (extrato de trub), no sentido de se aproveitar ao máximo 
os nutrientes presentes nos mesmos.

O objetivo do presente trabalho ê averiguar as possibi
lidades potenciais do trub como matéria-prima para a produção
de ácido glucônico, ou como nutriente no processo de fermenta
ção do melaço na produção do ácido glucônico.



3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Trub
O trub utilizado foi cedido pela Companhia Cervejaria 

Brahma de Curitiba, Paraná. As amostras recebidas, represen
tando produções diferentes, eram misturadas a fim de propor
cionar homogeneidade ao material a ser utilizado. As amostras 
eram então embaladas em sacos plásticos em unidades de l,0kg, 
removia-se o ar do mesmo e a seguir, estocava-se em fveezer a 
-159C até o momento de uso. Quando da utilização o material 
era descongelado sob água corrente.

3.1.2 Melaço
O melaço foi cedido pela Destilaria de Álcool Correia 

Arruda - DACALDA, de Jacarezinho, Paraná. Estocado em galões 
plásticos, foi guardado em freezer a -159C (açúcar total: 75,24%: 
15,20% açúcar redutor e 60,05% açúcar não redutor).

3.1.3 Microorganismo
O microorganismo utilizado, fornecido pela Disciplina

de Enzimologia e Tecnologia das Fermentações, UFPR, foi uma
cepa de Aspevgillus ni-ger NRRL-3, obtida do Northern Regional 
Research Laboratory - Peoria - Illinois, USA.



3.1.4 Enzimas
A celulase foi cedida pela Biobrãs - Bioquímica do Bra

sil S/A - Montes Claros, Minas Gerais. Lote Nr. C-108/195, de 
23 de junho de 1982.

3.1.5 Reagentes
Os reagentes utilizados durante O trabalho eram de mar

cas diversas, particularmente Merck, Cario Erba, J. T. Baker e 
Mallinckrodt, todos considerados quimicamente puros.

3.1.6 Aparelhos e materiais
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a) Potenciômetros Methrom e Micronal
b) agitador Jouan
c) autoclaves Fabbe e Fanen
d) balança analítica Sartorius
e) estufas Fabbe e Fanen
f) espectrofotômetros Jena e Coleman Júnior

g) concentrador â vácuo Quimis
h) mufla IPL
i) microscópio Olimpus

j) lupa Jena
1) digestor e destilador micro Kjeldahl
m) fogareiros Ful-kontrol
n) fluxo laminar Trox
o) freezer Prosdócimo

P) geladeira Prosdócimo

g) cubas para cromatografia
r) resinas trocadoras de íons Dowex e Merck.
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3.2 MÉTODOS

3.2.1 Determinação da composição do TRUB

3.2.1.1 Determinações £ísico-químicas

3.2.1.1.1 Determinação do pH - Para a determinação do oH, uti
lizou-se cinco amostras diferentes. Cada amostra foi subdivi
dida em três grupos e determinou-se o pH:

a) logo apõs o preparo da suspensão aquosa (1:1);
b) apõs 45 minutos de maceração;
c) apõs 20 minutos de autoclavação a 1219C a 1 atmosfera.

3.2.1.1.2 Umidade - Para a determinação da umidade do trub, 
utilizou-se cinco amostras em duplicata, provenientes de par
tidas diversas, e o método utilizado foi aquele descrito pela 
AOAC (36).

3.2.1.1.3 Cinzas - Foi utilizada a técnica preconizada pela 
AOAC (36), método 14006. Utilizou-se cinco amostras em tri- 
plicâta.

3.2.2 Determinação quantitativa dos componentes do TRUB

3.2.2.1 Nitrogênio total - O nitrogênio foi determinado pelo 
método de Kjeldahl (36). Seis amostras foram dessecadas em es
tufas a 1059C por três horas e apõs a homogeneização em um gral, 
procedeu-se â digestão, posteriormente â destilação e â deter
minação do nitrogênio. Todas as amostras foram determinadas 
em triplicata. O nitrogênio total do extrato aquoso do trub 
também foi determinado de acordo com o método descrito.



3.2.2.2 Componente mineral ^ Para determinação dos componen
tes minerais como Fósforo, Potássio, Magnésio e Cálcio, foram 
utilizadas técnicas de AOAC (36), métodos 25084, 25085, 25086 
e 25087, respectivamente. As determinações foram feitas a par
tir do macerado e em triplicata, e em trub "in natura".

3.2.2.3 Determinação quantitativa de açucares - Testou-se di
ferentes métodos para a determinação dos açúcares nos extratos 
aquosos de trub, usando sempre as mesmas amostras para todos 
os métodos. O extrato aquoso foi desproteinizado utilizando- 
se o Sulfato de Zinco e Hidróxido de Bario (70) e/ou Ãcido Tri- 
cloroacêtico (70). Os métodos utilizados foram:

a) Método de Fehling - técnica descrita por Terra (67).
b) Método de Eynon-Lane, descrita no Diário Oficial (17).
c) Método de Fenol Sulfürico, segundo Dubois et al. (23).
d) Método de Somogyi-Nelson (70).
e) Método do Acido Dinitrossalicílico, segundo Summer (66).

3.2.2.4 Detecção de açúcares no extrato aquoso do TRUB - No 
extrato aquoso, obtido e desproteinizado conforme já descrito, 
no item 3.2.2.3, e tratado alternadamente com resinas catiôni- 
cas e aniônicas, foram identificados alguns açúcares utilizan
do-se a cromatografia em camada delgada e em papel whatman n9l.

As condições utilizadas foram as seguintes:
a) fase estacionária - sílica gel C, tamponada com so

lução aquosa de NaH 2 PO^ 0,5M (1:2), ativada por uma 
hora a 1109C;

b) fase móvel - isopropanol : Piridina : Agua (3:1:1);
c) desenvolvimento - 10 cm;
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d) câmara - retangular saturada;
e) padrões - sacarose, glucose, maltose, xilose, todos 

dissolvidos em solução de piridina 1%;
f) visualizador oi-naf tol-ãcido sulfürico segundo Stahl 

(64) .

3.3 HIDRÕLISE DE CARBOHIDRATOS DO TRUB

3.3.1 Hidrólise âcida
A hidrólise ácida baseou-se no método descrito por Sel- 

vendran (62). Os autores recomendam a utilização de 2,0 ml de 
^ S O ^  2N para cada 5 mg de amostra. Cinco amostras em tripli- 
cata de trub seco foram submetidas â hidrólise ácida por 60, 
120, 180, 240 e 300 minutos. Após estes tempos, neutralizava- 
se o ácido com NaOH IN e determinava-se a quantidade de ART pe
lo método de DNS.

3.3.2 Hidrólise enzimãtica
A hidrólise enzimática foi realizada com trub seco (o 

trub foi levado â estufa (60-709C) durante 72 horas, ou até pe
so constante, e triturado até se obter um pó uniforme).

As proporções testadaá variavam de 2 a 1000 mg de trub 
para 1 mg de enzima e os tempos variavam de 0 a 240 minutos. O 
sistema de incubação continha: 5,0 mg de trub seco, tampão ci
trato 50 mM pH 4,8, celulase (Biobrás), 54 UBfm e incubadas a 
509C sob agitação por tempos estabelecidos. A reação foi in
terrompida pela adição de DNS e os açúcares determinados.

3.4 ESTABILIDADE NA CONSERVAÇÃO DO TRUB
O trub para este trabalho, foi conservado em .freezeraté
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sua utilização, entretanto o emprego de grandes volumes do mes
mo acarretou problemas de armazenamento. Este experimento te
ve por finalidade, determinar a viabilidade de se conservar o 
trub fora de refrigeração. Amostras contendo cerca de l,0kg 
foram colocadas em recipientes abertos de grande superfície e 
deixados â temperatura ambiente. Coletou-se amostras diárias 
é determinou-se o ART pelo DNS. Procedeu-se de modo análogo 
com amostras conservadas em freezev e em refrigerador (49C).

3.5 EXTRAÇÃO AQUOSA

3.5.1 Extração aquosa de nutrientes do TRUB
Para a extração dos nutrientes escolheu-se o processo 

de maceração com água de torneira (pH 7,2). Colocava-se o trub 
em água fria, permitindo a solubilização dos elementos nutri
tivos e a seguir procedia-se uma filtração por tecido (pano de 
algodão), e posteriormente, pelo papel de filtro (Mellita).

3.5.2 Determinação da proporção TRUB:água 
Determinou-se, inicialmente, a proporção ideal de trub

e água, baseando-se na liberação de ART pelo método DNS. Para 
tanto, variou-se as proporções de trub e água em um tempo fi
xo. As proporções testadas foram as seguintes:

a) uma parte de água para uma de trub;
b) uma parte de trub para duas de água;
c) uma parte de trub para cinco de água.

3.5.3 Determinação do tempo de maceração
Utilizando-se a proporção já estabelecida de trub:água 

determinou-se o tempo ideal de maceração, utilizando-se para
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isto, cinco amostras diferentes, em duplicatas. Os tempos uti
lizados foram: 15, 30, 45, 60, 960 e 1440 minutos. Após os tem
pos determinados, media-se a quantidade de açúcares redutores 
liberados pelo método de DNS.

3.5.4 Efeito da temperatura na extração aquosa do TRUB
Com a finalidade de se verificar a possibilidade de 

ocorrer uma diferença significativa na extração de açúcares, 
por maceração e extração por aquecimento simples e por pressão, 
foi realizada uma comparação entre estes métodos, utili
zando 5 grupos de amostras diferentes de TRUB, que foram pre
paradas, utilizando-se o tempo de maceração e a proporção do 
trub/ãgua já padronizados.

As amostras foram submetidas â maceração com água:
a) a temperatura ambiente (179C em média), por 45 minu

tos;
b) por aquecimento até ebulição, por 45 minutos;
c) autoclavadas por 30 minutos a 1219C a 1 atmosfera; 

após o tempo determinado,, as amostras eram filtradas 
e determinava-se o ART pelo método DNS.

3.6 MANUTENÇÃO DO MICROORGANISMO
O microorganismo foi mantido em um meio sólido prepara

do com o macerado de trub acrescido de 3% de agar. Esterilizou- 
se o meio por autoclavação a 1109C, por trinta minutos. Após 
a inoculação os tubos eram mantidos a 209C por cinco a oito 
dias, até obter-se abundante esporulação. Os cultives já desen
volvidos eram guardados em freezev: até o momento de sua utili
zação.
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3.7 PADRONIZAÇÃO DO INÕCULO
Os esporos eram coletados dos tubos com o auxílio da 

adição de uma solução de TWEEN 80 a 0,05%. Após coletados, os 
esporos eram contados em câmara de Neubauer ou determinados pe
lo método espectrofotométrico segundo Moyer e Stork (51).

Na determinação de comprimento de onda de absorção má
xima, foi preparada uma suspensão de esporos e a absorbância 
determinada em diferentes comprimentos de onda (380 - 700 nm).
Preparou-se a seguir uma curva de calibração. De uma suspen-
~ - ** 8são contendo número conhecido de esporos (média de 6,5 x 10

esporos/ml) preparou-se uma série de dez tubos com diluições 
crescentes de esporos. Determinou-se a D.O. de cada tubo e a 
seguir, utilizando-se a câmara de Neubauer, o número de espo
ros .

Uma vez padronizado o número de esporos, estes eram trans
feridos para garrafas de Roux contendo 200 ml de macerado de 
trub esterilizado a 1109C por trinta minutos. As garrafas se
meadas eram levadas â estufa (309C) por 5 a 8 dias para permi
tir a germinação. Como controle utilizou-se o meio recomenda
do por Moyer para germinação (49). Este meio era utilizado co
mo inõculo para a fermentação.

3.8 PREPARO DOS MEIOS PARA FERMENTAÇÃO

3.8.1 Meio de Moyer
O meio recomendado por Moyer (49) contendo: 125g de glu

cose, 0,156g de MgSO^. 7 t^O; 0,188g de Kí^PO^; 0,388g de (NH^)HPO^ 
e 26,0g de CaCO^ para 1 litro de água. Este meio foi utiliza
do como controle.



3.8.2 Meio de Moyer substituído
Utilizou-se o meio tal como no item 3.8.1, porém subs

tituindo-se a glucose por melaço como fonte de carbono (con
centração de açúcar entre 10 - 15%).

3.8.3 Meio de TRUB
O meio de trub foi preparado utilizando-se o macerado 

obtido segundo as especificações anteriores; o meio foi este
rilizado por 30 minutos a 1109C.

3.8.4 Meio de TRUB acrescido de CaCO^
Ao meio de trub foi adicionado 26 g/l de CaCOy A quan

tidade adicionada foi calculada em função da quantidade de ART 
de cada meio. Adicionava-se uma quantidade capaz de neutrali
zar 94% do ácido formado. Para estes cálculos tomou-se por ba
se as quantidades utilizadas por Moyer (49). O meio e o CaCO^ 
eram esterilizados separadamente e misturados no momento de 
utilização.

3.8.5 Meio de TRUB contendo melaço
Utilizou-se o meio de trub com adição de melaço como 

fonte de açúcares. Diluiu-se o melaço no macerado de trub de 
modo que a concentração final de açúcares ficasse entre 10 e 
15%. Apõs a autoclavação adicionava-se o CaCO^, calculado pa
ra neutralizar 94% do ácido teoricamente formado.

3.8.6 Meio de melaço
Diluiu-se o melaço com água até que a concentração de 

açúcares ficasse entre 10 e 15%. Adicionou-se CaCO^ após a
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esterilização, calculado como para os meios jã citados.

3.9 FERMENTAÇÃO
Para a fermentação utilizou-se garrafas de Povitzky, que 

fornecem uma grande área superficial. A relação superfície/vo-^ 
lume utilizada foi de 1,125. O crescimento foi realizado sem 
agitação e sem aeração artificial. Transferiu-se o micélio 
prê~germinado da garrafa de Roux para a de Povitzky contendo 900 
ml do mosto esterilizado (45).

Vedava-se as garrafas com uma camada de algodão reco
berta com gaze, que permitia fácil aeração e impedia a conta
minação. A garrafa foi mantida na estufa a 309C por todo o 
tempo do processo. A evolução da fermentação foi seguida atra
vés de determinações diárias do ART (66), da variação da aci
dez (17) e do pH.

3.9.1 Coleta do material
Durante e após o término da fermentação, retirava-se o 

líquido por sifonação e filtrava-se o mesmo, primeiro por te
cido para reter as impurezas e micêlios e posteriormente atra
vés de papel. Nas fermentações onde não tivesse sido utiliza
do o CaC03 , precipitava-se o ácido formado com Ca(OH)2.

Nas fermentações onde se utilizava o CaCO^, o líquido, 
após separado era filtrado por papel (Mellita). O líquido fil
trado era concentrado até um terço de seu volume original.

Para se proceder à identificação, o ácido foi liberado 
por vima resina trocada de íons (Permutador de íons I , forte
mente ácido, Merck, capacidade total de troca 4,5 eq/g) e pos
teriormente identificado por TLC e fenilhidrazina.
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0 ART era determinado pelo DNS após as amostras terem 
sido desproteinizadas com ãcido tricloroacêtico (70) e neutra
lizadas com NaOH IN.

A acidez era determinada, após a passagem da amostra por 
uma resina trocadora de íons ãcida (Merck) por titulação com 
NaOH 0,1N utilizando-se fenolftaleína como indicador e calcu
lados os miliequivalentes do ãcido. Apenas as amostras que 
demonstravam através de cromatografia possuir apenas ãcido glu- 
cônico eram consideradas.

O pH era verificado diretamente após a coleta da amos
tra, através da medida do pHmetro.

3.10 IDENTIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS FORMADOS DURANTE A FERMENTAÇÃO
Após a extração, o líquido fermentado era identificado 

através de cromatografia em camada delgada.
O eluente n? 1 até então utilizado não resultava em uma 

boa separação. Quando eluídos os padrões utilizados (ãcido 
glucônico, ãcido cítrico e ãcido oxãlico), o ãcido cítrico mi- 
.grava bem, porém não havia uma separação satisfatória entre os 
ácidos glucônico e oxãlico. Assim, testou-se uma série de ou
tros sistemas citados em literatura, como:

1) n-butanol-propanona-ãgua (4:5:1)
2) n-butanol-piridina-ãgua (.45:25:40)
3) acetona-ãgua (85:15) (7)
4) ãlcool isoamílico-ãcido fõrmico-ãgua (48,8:48,8:2,4) (7)
5) n-butanol-ãcido acêtico-ãgua (2:1:1) (7)
6) etanol-amoníaco-água (100:16:12)
7) metanol-amoníaco-ãgua (7,5:1,5:1,0).
8) metanol-amoníaco concentrado (8:2)
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9) metanol-amoníaco concentrado (7:3)
10) acetato de etila-ácido fõrmico-âgua (6 : 2)
11) n-butanol-ácido fõrmico-água (6:1:2)
12) isobutanol-ãcido fõrmico-água (.8:1:1) (5)
13) álcool isoamílico-clorofõrrnio -água (4 : 1:1)
14) butanol-água (9: 1)
15) etanol-amônia-água (20:1:4)
16) n-butanol-ácido fõrmico-água (8:1:1)
17) n-butanol-ácido fõrmico-água (.6:2:2)
18) isobutanol-ácido fõrmico-água (6:2:2)
19) isobutanol-ácido fõrmico-água (6:1:2)
20) isobutanol-ácido fõrmico-água (8:1:0,5)
21) isobutanol-ácido fõrmico (8:1)
22) isobutanol-ácido fõrmico (8:1) sat. em água
23) isobutanol-ácido fõrmico (5:1)
24) metiletiIcetona- diclorometano-ácido fõrmico (3:5:1).
Com o eluente n? 1 preparou-se uma serie de placas que 

foram reveladas com:
1
2
3
4
5
6
7
8 
9
10
11

visualização pelos raios U.V.
solução de metavanadato de amónia (3)
verde de bromocresol (5)
reativo de Barfoed (3)
reativo de Wayne (3)
reativo de Benedict (3)
reativo de Criswell (3)
reagente de Dudley (3)
reagente de Knapp (3)
reagente de Nylander (3)
para-anisidina (69)



12) periodato (69).
Todos estes sistemas foram testados sucessivamente em: 

sílica gel G, sílica gel H e celulose.
Nenhum deles mostrou-se eficiente isoladamente: a sepa

ração entre o ácido glucônico e o ácido oxãlico era muito pe
quena. Imaginando-se que seria problema da espessura da síli
ca, testou-se diferentes proporções de sílica e água.

Testou-se os sistemas já citados, utilizando-se cada um 
deles com as seguintes proporções de sílica e água: 1:1; 1:2;
1:3 e 1:4.

Após a identificação por TLC, realizou-se uma cromoto- 
grafia preparativa e o ácido isolado foi identificado como sen
do ácido glucônico.

3.11 REUTILIZAÇÃO DOS MICÉLIOS DE /Aspevgillus niger EM CULTU
RA SEMICONTlNUA
0 líquido fermentado era retirado por sifonação e nova 

quantidade de macerado de trub estéril era adicionada assepti- 
camente. A garrafa voltava à estufa e a fermentação seguida no
vamente. A coleta e identificação dos produtos formados du
rante a fermentação foram realizadas de acordo com as técnicas 
citadas no item 3.9.1 e 3.10.



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

COMPOSIÇÃO DO TRUB
Durante o processo de separação do TRUB, segundo escla

recimentos prestados pelo pessoal técnico da fábrica, o teor 
de umidade, material sólido, etc., não ê sempre o mesmo. Isto 
significa que em cada partida, o TRUB pode apresentar algumas 
diferenças quantitativas em sua composição. Isto foi eviden
ciado nas determinações realizadas onde a concentração de ART 
variava entre 3,0 e 4,8g%.

Houve uma preocupação em se obter o máximo de informa
ções possíveis a respeito da composição do trub, assim, reali
zou-se uma série de experimentos utilizando-se os recursos téc
nicos disponíveis.

O pH do macerado, logo após a filtração, variava de 5,9 
a 6,0 e após 45 minutos oscilava entre 5,6 - 5,9, enquanto que, 
após a autoclavação o pH decrescia a 5,45 -5,6.

Segundo a literatura (24, 52) o teor de cinzas no trub 
é de 0,2 a 0,3%, no entanto, encontrou-se valores de 2,37g% no 
presente trabalho, o que significa um elevado teor de compo
nentes minerais, possivelmente devido â presença de palha de 
arroz presente na composição do preparo do mosto.

Pesquisou-se apenas alguns dos componentes como N, P, 
K, Ca e Mg, devido ao fato deles serem os elementos necessários 
para o preparo do meio de crescimento do microorganismo e o



resultado é mostrado na tabela I, onde podemos observar o alto 
teor em nitrogênio. Segundo Herrick (35), o teor de N na for
ma de NaNO^ não deve ser superior a 0,024% devido ao declínio 
na produção de ácido glucônico.

A tabela abaixo mostra a composição do,meio de Moyer 
idealizado para a obtenção de ácido glucônico comparado com a 
do extrato aquoso do trub e do melaço. Esta composição, em al
guns pontos são compatíveis mas em outros são deficientes, co
mo no caso do açúcar e do cálcio no TRUB.

Tabela de composição de diversos meios de fermentação
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MOYER TRUB MELAÇO MAHMOUD

Glucose ou ART 12,5% 4,0% 10-15% 13 %
Mg 0,0156% 0,005% 0 ,0 1 2 % 0,025%
P 0,0185% 0,074% 0,08% 0,025%
N 0,0388% 0,96% 0,08% 0 ,1 %
Ca 2,5% 0,0006 % 0,06% 0,5%

Os açúcares determinados foram somente aqueles solúveis
em água, e os resultados obtidos na determinação de ART pelos 
diversos métodos testados,entre eles o de DNS, Somogyi-Nelson, 
Eynon-Lane e Fehling foram consistentes. Os métodos de DNS e 
Somogyi-Nelson foram os mais sensíveis, no entanto, a despro- 
teinização com o ácido tricloroacêtico e posterior neutraliza
ção ocasionava interferência no método de Somogyi-Nelson, não 
havendo desenvolvimento de cor. Optando pelo método de DNS nas 
determinações de ART. A média dos valores encontrada foi de 
3,9%. Quanto â dosagem dos açúcares não redutores obtida, foi



de 0,09%. O método de Fenol-Sulfúrico, apesar de mais sensí
vel do que a técnica titulomêtrica de Fehling e Enyon-Lane, 
resultou em valores inferiores â do açúcar redutor, possivelmen
te, devido â presença de compostos que reduzem o cobre mesmo a 
frio, talvez substâncias com grupamento aldeídico ou cetônico 
livre (trioses e tetroses ou outros compostos), o que não ocor
re na determinação pelo método de Fenol-Sulfúrico, que requer 
a formação de furfural ou seu derivado para que haja condensa
ção com o fenol, o que resulta no desenvolvimento da cor final 
característica. É conhecida a presença de quantidades apre
ciáveis de polifenõis em TRUB, que pode interferir nas dosa
gens.

Tabela I - COMPOSIÇÃO DO TRUB "IN NATURA" E NO EX
TRATO AQUOSO
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EXTRATO AQUOSO TKÜB "IN NATURA"

PH 5,75 5,96
Umidade - 75,41%
Cinzas - 2,37g%
Fósforo 0,074g% 0,17g%
Potássio 0,0013g% 0 ,0 2 g%
Magnésio 0,0049g% 0,0098g%
Cálcio 0,0006g% 0 ,0 1 2 0 g%
Nitrogênio 0,96g% 3,9lg %

Não redutores 0,09g% _  .

Açúcares
solúveis Redutores 3,92g% . -
em água Totais 4, 0 1 g% ■ . -
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TEMPO ( H.ORAS )

Figura 1 - ESTABILIDADE DO CONTEÚDO DE ART DURANTE A CON
SERVAÇÃO DO TRUB EM DIFERENTES TEMPERATURAS

O TRUB foi conservado em congelador (-159C), refrigerador 
(49C) e ä temperatura ambiente (179C). O macerado foi obtido se
gundo Materiais e Métodos (3.5.1). O ART foi determinado pelo 
DNS.

Temperatura ambiente ( © ), refrigerador ( o  ) , conge
lador ( A  ) •



ESTABILIDADE DO CONTEÜDO EM ART NA ESTOCAGEM DO TRUB
Foi analisada a viabilidade de se conservar o trub em 

recipientes abertos e â temperatura ambiente (Fig. 1), assim co
mo sob refrigeração e sob congelamento. Observou-se que o teor 
em ART decrescia com o decorrer do tempo, ficando reduzido â 
metade em 6  dias, enquanto que sob refrigeração o decréscimo 
era menos acentuado, porém progressivo, sendo assim necessário 
a sua manutenção a -159C em que era mantido o teor de ART, in
definidamente .

A diminuição no teor de ART durante a estocagem torna a 
manutenção dos nutrientes fundamentais, para o crescimento e 
produção de ãcido glucônico pelo microorganismo, um processo 
oneroso, mas necessário no presente trabalho.

HIDRÕLISE DE CARBCUIDFATOS DO TRUB
Segundo a literatura (52) o trub contêm entre 40-70% de 

celulose, estando ainda presentes, grãos de malte e outros com
ponentes. Com a finalidade de se liberar maior quantidade de 
açúcares redutores, experimentou-se utilizar a hidrólise ácida 
e enzimãtica. Tanto a hidrólise ácida como a enzimãtica do 
trub resultaram num aumento de 3,3 vezes no teor de ART (28g% 
de ART). As Figuras 2 e 3 mostram o perfil do processo hidro- 
lítico. O pico máximo da hidrólise enzimãtica ocorre aos 15 
minutos de incubação, enquanto que a ácida leva 3 horas.

Não se utilizou a hidrólise do trub no presente traba
lho, uma vez que o processo é bastante dispendioso e observou- 
se que o extrato do trub poderia funcionar mais como fonte de 
diversos nutrientes e utilizar outra fonte de suplementação em 
açúcar, no presente, o melaço que é bastante disponível no nos
so Estado, e de baixo custo.
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TEMPO í MÍNUTOS )

Figura 2 - CURVA DE HIDRÕLISE ÃCIDA DO TRUB SECÒ EM FUNÇÃO 
DE TEMPO

O sistema de incubação continha 5mg de trub seco em 2,0ml 
de í^SO^ 2N. A temperatura durante os tempos de incubação foi man
tida em 1209C. Após estes períodos as amostras eram neutralizadas 
com NaOH IN e os ART determinados pelo DNS.
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TEMPO ÍM/NUTOS)

Figura 3 - CURVA DE HIDRÕLISE ENZIMÂTICA (CELULASE) DO TRUB 
SECO EM FUNÇÃO DO TEMPO

O sistema de incubação continha 5mg de TRUB e 1,Omg de ce- 
lulase Biobrãs (40 Bfm) e 0,05M de tampão' citrato pH 4,8. O sis
tema foi incubado a 509C, com agitação de 110 rpm nos tempos es
tabelecidos; o ART foi determinado pelo DNS.



EXTRAÇÃO AQUOSA DOS NUTRIENTES DO TRUB
Para que o microorganismo utilize os elementos nutriti

vos durante o processo de fermentação é necessário que estes 
sejam solúveis em água. Uma vez que o pH da água de torneira 
{1,2) está bem mais próximo â neutralidade do que da água deio- 
nizada (5,3), a extração do trub foi realizada com a mesma. 
Os resultados comparativos quanto ao crescimento e subseqüente 
esporulação no meio de trub do Aspergillus niger extraído com 
água de torneira e deionizada ê observado na Figura 4. Não hou
ve diferença sensível quanto ao número de esporos formados nos 
dois meios, bem como no teor de ART, podendo então ser possí
vel o uso da água de torneira.

DETERMINAÇÃO DA PROPORÇÃO TRUB : ÃGUA
A proporção que permitiu melhor manuseio foi a de uma 

parte de TRUB para duas partes de água. As demais proporções 
resultaram muito concentradas ou diluídas.

DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE MACERAÇÃO
0  tempo ideal de maceração do trub foi de 45 minutos 

(Fig. 5). Não houve aumento significativo na quantidade de 
ART liberada após este tempo, sendo fixado o tempo de 45 minu
tos nos experimentos subseqüentes.

EFEITO DA TEMPERATURA NA EXTRAÇÃO DO TRUB
Não houve vantagens apreciáveis entre a extração por 

maceração e aquela por aquecimento atê ebulição ou por aqueci
mento sob pressão, na quantidade de ART, como se pode ver a se
guir:
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- Extração por maceração â tempe--
ratura ambiente .......................  3,96g% - 100%

- Extração por ebulição    4,05g% - 102%
- Extração por autoclavação     4,64g% - 107%.
A diferença de ART extraída por autoclavação não ê sig

nificativa se levarmos em conta os gastos que ela representa, 
em trabalho, tempo e energia.
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TEMPO ( DIAS)

Figura 4 - ESPORULAÇÃO DO Aspergillus n-iger EM MACERADO, 
UTILIZANDO-SE AGUA DEIONIZADA E DE TORNEIRA

O microorganismo foi crescido como está descrito no item 
3 .6 , e a produção de esporos avaliada por contagem de esporos 
em câmara de Neubauer.

( o ) ãgua deionizada, ( ® ) ãgua de torneira.
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TEMP'0 ( MÍNUTOS)

Figura 5 - DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE EXTRAÇÃO DE ART DO TRUB

Macerado preparado com uma parte de trub para duas de água. 
ART determinado pelo método do DNS.
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Figura 6  - DETECÇÃO DE AÇÚCARES NO EXTRATO AQUOSO DO TRUB

1) Frutose 6 ) Trub (Somogyi)
2) Galactose 7) Maltose
3) Melaço 8 ) Sacarose
4) Glucose 9) Trub (ácido tricloroacitico)
5) Lactose 10) Xilose



A cromatografia do macerado de trub, revelou a presença 
dos seguintes açúcares: glucose, maltose, lactose, sacarose, alêm 
de uma série de outros açúcares não identificados (Fig. 6 ).

No melaço, constatou-se a presença de glucose, frutose, 
sacarose, , galactose, maltose e outros açúcares (oli-
gossacarídeos) não identificados. Segundo Olbrich (54), no me
laço estão presentes, alêm da glucose, sacarose e frutose cin
co oligossacarídeos, os quais são denominados de cestose, que 
são constituídos de duas moléculas de frutose e uma de gluco
se .

MANUTENÇÃO DO MICROORGANISMO
É desejável que o microorganismo cresça e esporule em 

meio tão semelhante quanto possível ao que irá fermentar. Se
gundo May (45) , o ãgar mosto favorece o crescimento e não in
terfere na capacidade produtora do ácido pelo microorganismo, 
portanto, foi utilizado um meio preparado com o prõprio mace
rado do trub. 0  crescimento do fungo em meio de.trub foi com
parado ao crescimento do mesmo em Czapeck (27). Para que a 
área utilizada fosse constante, utilizou-se plaquinhas de Mi- 
lipore, ao invés de tubos com ágar inclinado. Verificou-se que 
a esporulação do Aspergillus nigev no meio de trub apresentou 
maior esporulação do que no meio de Czapeck, como pode ser ob
servado na Tabela II.
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Tabela II - COMPARAÇÃO DA ESPORULAÇÃO DO Asper

gillus nig er EM MEIO DE CZAPECK E MA
CERADO DE TRUB

NÖMERO DE ESPOROS x  io6

TEMPO TRUB CZAPECK

14 dias 438 303
15 dias 600 450
16 dias 740 570
2 2  dias 1080 650
24 dias 1287 670

Na padronização do inóculo, inicialmente, os esporos 
eram contados em câmara de Neubauer, porem, posteriormente, pas
sou-se a utilizar o método espectrofotomêtrico baseado no tra
balho de Moyer & Stork (51); no entanto, a determinação de com
primento de onda de absorção mãxima obtida no presente traba
lho foi de 400 nm, ligeiramente diferente dos constantes na 
literatura, que ê de 440 nm (51). O gráfico resultante i mos
trado na Figura 7.

De posse das informações relacionadas ao comprimento de 
onda na determinação da absorbância foi montada uma curva de 
calibração, onde obtivemos uma proporcionalidade no número de 
esporos com relação â absorbância, como pode ser observado na 
Figura 7.
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Figura 7 - ESPECTRO DE ABSORÇÃO DA SUSPENSÃO DE ESPOROS DE 
Aspergillus niger EM COLORlMETRO COLEMAN JÚNIOR

~ 7Suspensão contendo 9 x 10 esporos/ml.
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NÚMERO DE ESPOROS ( x 10 )

Figura 8  - CURVA DE CALIBRAÇÃO (ABSORBÂNCIA CONTRA NÖMERO 
DE ESPOROS)

A suspensão de esporos de Aspergillus nig er foi feita em 
Tween 80 a 0,05% e os esporos contados em Câmara de Neubauer. 

Leitura 400 nm.



FERMENTAÇÃO

Identificação de ácidos carboxtlicos

Para se proceder a análise das fermentações foi neces
sário realizar a identificação dos ácidos resultantes das mes
mas. Na cromatografia em camada delgada, verificou-se que as 
técnicas preconizadas na literatura não eram satisfatórias, sen
do necessário modificações tanto no suporte como nos solven
tes. 0  suporte que permitiu melhor separação dos ácidos, foi 
com uma parte de sílica gel H para três partes de água.

A distinção entre o ácido cítrico e glucônico foi rea
lizada utilizando duas placas cromatográficas, sendo cada uma 
delas tratada com um tipo de solvente para a eluição. 0  iso- 
butanol-ãcido fõrmico-ãgua (.8 :1 :1 ) permitiu uma boa separação 
do ácido cítrico, enquanto que a etanol-amônia-ãgua (20:1:4), 
permitiu melhor migração do ácido glucônico. Ambas as placas 
eram reveladas com verde de bromocresol, produzindo manchas de 
um amarelo vivo em fundo verde-azulado.

De posse dos dados de composição do TRUB e métodos de 
identificação de ácidos carboxílicos , foram realizados os ex
perimentos de fermentação, utilizando o Aspergillus niger NRRL-3, 
conhecido como bom produtor de ácido glucônico.

Meio de Moyer

A fermentação em meio sintético recomendado por Moyer 
demonstrou que a cepa de Aspergillus niger utilizada era uma 
boa produtora de ácido glucônico. Não houve nesta fermentação 
a formação de outros ácidos (cítrico ou oxãlico) e a fermenta
ção atingiu o máximo da produção de ácido (147 meq/1) no 119 
dia; a partir daí, embora a quantidade de ART diminuísse, a pro-



dução do ãcido entrou em plateau (Fig. 9).
May et al. (45) citam um rendimento de 57% em ãcido glu- 

cônico quando utilizavam solução de glucose a 2 0 % em fermenta
ção de superfície. No presente trabalho, utilizando-se o meio 
recomendado por estes autores, obteve-se um rendimento de ape-
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Figura 9 - FERMENTAÇÃO DA GLICOSE (12,5%) PELO Aspergillus 
niger EM MEIO DE MOYER

O consumo de ART foi determinado pelo DNS; acidez titulada 
pelo NaOH 0,IN.

( © ) produção de ãcido; ( o ) consumo de ART.
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Figura 10 - FERMENTAÇÃO DOS AÇÚCARES DO MELAÇO PELO Asper
gillus niger EM MEIO DE MOYER SUBSTITUÍDO

(. • ) produção de ãcido
( o ) consumo de ART



Moyer substituído

A fim de utilizar matéria bruta barata e disponível no 
nosso Estado, experimentou-se utilizar o melaço como fonte de 
carbono no experimento seguinte, substituindo a glucose pura, 
e procedendo a fermentação no meio de Moyer agora com fonte de 
açúcar modificado. Na Figura 10, podemos observar que a produ
ção máxima do ácido glucônico ocorreu no 109 dia, obtendo um 
valor de 312 mE q/l, valor este bastante superior ao do meio 
de Moyer suprido com glucose. O teor de açúcar redutor no iní
cio da fermentação era de 12,5% (equivalente a 694 mEq/1 de 
glucose), e durante o processo de fermentação foi observado que 
os valores de ART aumentavam no decorrer do período, isto por
que o açúcar predominante no melaço i a  sacarose, que não é re
dutora, e uma vez hidrolizada para a metabolização pelo micro- 
organismo produz o equivalente a dois moles de açúcares redu
tores. Podemos observar que o aumento no teor de ART ocorreu 
até o 79 dia de fermentação a posterior consumo dos açúcares
até o 129 dia, em que ainda h^ria 16,78% de ART. O perfil de
produção do ácido glucônico é *'bi€ãsico, ocorrendo grande pro
dução no 19 dia e reduzindo a velocidade de síntese ati o 49
dia na primeira etapa da produção, e nova aceleração a partir 
do 5 9  dia, até o 109 dia.

Fermentação em meio de TRUB

O intuito do experimento com o macerado do trub era de 
utilizá-lo como matéria-prima na produção do ácido glucônico, 
através da fermentação dos açúcares presentes no macerado. Pa
ra tanto, o meio de fermentação consistia somente de macerado 
do TRUB sem nenhuma suplementação. Quando o Aspergillus niger
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fermentou os açúcares (4,46% = 247 mE q/l) resultou na produ
ção de 55 mEq/1 de ácido glucônico, resultando em rendimento 
de cerca de 22% (considerando que todo AR seja glucose). Embo
ra a produção de ácido glucônico seja baixa devido à pequena 
quantidade de açúcar presente, o processo fermentativo foi mais 
rápido e eficiente do que no meio de Moyer, pois todo o pro
cesso ocorreu em 6  dias, como pode ser observado na Figura 11.

A adição de CaCO^ no meio de TRUB que serve para a neu
tralização contínua do ácido recém-formado e que diminui a ina- 
tivação da enzima responsável pela conversão da glucose em áci
do glucônico, proporcionou um aumento mínimo de 5%, quando com
parado com o meio de trub. Este resultado era esperado, uma 
vez que o incremento só ocorre quando a fermentação se proces
sa com agitação e aeração vigorosa (28, 50).

Pitt et al. (55) observaram que Penicilli-umnotatumcres
cido em meio de CZAPECK-DOX modificado produzia gluconato e a 
adição de cálcio ao meio aumentava tanto a produção de ácido 
bem como a esporulação do fungo, sugerindo que a regulação da 
esporulação talvez seja influenciada pelo gluconato de cálcio.
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Figura 11 - FERMENTAÇÃO DOS AÇOCARES PRESENTES NO TRUB PE
LO Àsp ergillus ni-ger.

C o )  consumo de ART 
( © ) produção de âcido

ACIDEZ 
(mEq/i)
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Figura 12 - FERMENTAÇÃO DOS AÇÚCARES PELO Aspergillus 
ger EM MEIO DE TRUB ACRESCIDO DE CaC0 3

( O ) consumo de ART 
( © 1  produção de acido

ni-
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Quando se admitiu a possibilidade de utilizar o TRUB 
para a produção de ácido glucônico por fermentação, observou- 
se o seu baixo teor em açúcares fermentecíveis, porém rico em 
sais minerais e nitrogénio proteico, conseqüentemente, consi
derou-se válida uma suplementação em fonte de carbono com ma
téria-prima rica em carbohidratos. Nestas condições, o melaço 
de cana, um subproduto da Indústria Açucareira, cujo teor em 
açúcares está na média de 55% e que constitui matéria-prima por 
excelência para muitos processos fermentativos, seria a subs
tância indicada para a complementação. Deve-se ainda conside
rar o custo relativamento baixo deste material, bem como a fa
cilidade de aquisição do mesmo. Pelas razões expostas, foram 
executados experimentos utilizando-se o melaço juntamente com 
o macerado de trub. Neste caso o trub seria uma fonte de su
plementação a sais minerais e alguns compostos necessários pa
ra o crescimento do fungo.

Na Figura 13 podemos observar que a produção de ácido 
foi da mesma ordem de grandeza que aquela de Moyer suprido com 
melaço, ou seja, 312,98 mEq/1, porém em tempo menor, ou seja, 
a fermentação ocorria em 7 dias. A curva de produção de ácido 
glucônico é também bifásica. Havia rápida formação do ácido 
nos primeiros dias e declinava até o 49 dia, ocorrendo súbito 
crescimento do 59 ao 79 dia, como se houvesse uma etapa de 
adaptação na conversão da glucose a ácido glucônico. O perfil 
de consumo de ÂRT foi similar ao do meio de Moyer suplementado, 
porém com consumo maior.

Fermentação do melaço

A fim de saber o comportamento do melaço como fonte de
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Carbono para a fermentação, sem nenhuma suplementação (Fig. 
14), podemos ver que a produção do ãcido ocorre de modo eficaz 
resultando na formação de 255 mEq/1 do ãcido glucônico, atin
gindo esse valor em 1 1  dias de fermentação, ou seja, um pouco 
mais lento do que em presença do trub e com taxa de 13% infe
rior.

Foi relatado por Mahmoud, em 1976 (44), que a produção
de ãcido glucônico por Aspergillus niger era favorecida quando 
se utilizava a glucose em pó como fonte de açúcar para fermen
tação, seguida por xarope de glucose e por último o melaço, em 
que os autores obtiveram rendimentos de 75,4%, 59,4% e 47,9%, 
respectivamente, na produção de ãcido glucônico. Os autores 
ressaltam que o melaço, embora rico em açúcar e sais minerais, 
contém elementos inibitórios que constituem um problema para a 
fermentação industrial e que merece investigação.

Um fato interessante que pode ser observado nos experi
mentos realizados com o meio contendo o TRUB, foi que em todos 
eles houve melhor utilização dos açúcares. Enquanto a fermen
tação do melaço em meio de Moyer e o melaço sozinho continha 
ainda cerca de 10 a 16% em ART, o do meio em TRUB foi de 0,97%.
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Figura 13 - FERMENTAÇÃO DO TRUB COM MELAÇO PELO Aspergillus 
niger.

( ® ) produção de âcido
( o ) consumo de ART
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Figura 14 — FERMENTAÇÃO DO MELAÇO PELO Àspergiltus nigév 
EM MEIO CONTENDO SOMENTE 0 MELAÇO

( O ) consumo de ART 
( @ ) produção de ácido
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Reutilização do micélio

Quando se reutilizou o micélio de um processo fermenta- 
tivo, foi possível obter uma diminuição no tempo de fermenta
ção e pequeno aumento na produção de ácido glucônico, como po
de ser observado na Figura 15. 0 processo realizado foi semi-
contínuo, conseguindo obter cerca de 57 mEq/1 de ácido na fer
mentação do trub, sem adição de outros elementos. Em algumas 
etapas foi possível reduzir em até 47% o tempo de fermentação.

0  trub não se revelou como uma matéria-prima eficiente 
para a produção de ácido glucônico. Possui os elementos mine
rais necessários, mas a quantidade de açúcar disponível é mui
to pequena para obter bom rendimento. A simples adição de CaCO^ 
não é suficiente para que haja um aumento substancial na pro
dução.

0  melaço, quando utilizado sozinho, não apresenta re
sultado satisfatório, talvez devido à ausência dos nutrientes 
minerais que quando acrescidos, como recomendado no meio sin^ 
têtico, eleva a produção.

A combinação do melaço com o trub parece atuar de ma
neira satisfatória.

No presente trabalho tentou-se obter a produção de áci
do glucônico utilizando produtos de resíduos industriais e de 
matéria-prima de baixo custo, bem como processos fermentativos 
simples. Para tanto, foi utilizado fermentação estacionária a 
299C, e obteve-se um rendimento de 20% na produção de ácido quan
do a glucose era a fonte de carbono. Na Figura 16 podemos com
parar a produção realizada em diferentes condições. A produ
ção de ácido foi baixa quando se utilizou o meio de Moyer, meio 
de trub, meio de trub acrescido de CaCO^- A suplementação com
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melaço, em todos os experimentos, resultou no aumento da pro
dução de ácido, sendo que a combinação melhor resultou da mis
tura do trub com melaço. Talvez a complementação com o CaCO^ 
que tem a capacidade de neutralizar os ácidos resultasse numa 
produção mais rendosa.

A fermentação utilizando melaço merece' melhores estudos, 
utilizando condições aerõbicas ideais (alta oxigenação e agi
tação), para que o país possa usufruir dos produtos que têm tan
tas aplicações industriais e que poderiam ser obtidos de modo 
mais barato.
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Figura 16 - FERMENTAÇÃO DE AÇÚCARES DO TRUB E NO MELAÇO EM 
DIFERENTES CONDIÇÕES, PELO Às-pergillus nigev.

( O ) Moyer mais melaço ( M  ) melaço ( © ) Moyer
( O  ) TRUB mais melaço (. A  ) TRUB
( h  ) TRUB mais Carbonato de Cálcio



CONCLUSÕES

a) O tempo ideal de maceração do TRUB é de 45 minutos.

b) O meio preparado com macerado de TRUB acrescido de 
ãgar, produz uma esporulação mais abundante do que 
o meio de Czapeck.

c) A adição de CaCO^ ao TRUB produziu um aumento de 
10,18% na produção de ácido, diminuiu o tempo de fer
mentação em 33%, a produção máxima foi obtida no 49 
dia ao invés de no 69 dia.

d) A reutilização do micélio germinado diminuiu em até 
34% o tempo de fermentação e aumentou a quantidade 
de ácido produzido em até 0,85%.

e) A quantidade de ácido produzida, utilizando-se o me
laço como complemento de açúcares para o TRUB é maior 
que a soma das quantidades produzidas por cada vim 
destes isoladamente (55,17 mEq/1 para o TRUB, 255,07 
mEq/1 para o melaço e 312,98 mEq/1 para a associação 
do melaço com o TRUB).

f) O macerado do TRUB obtido por extração aquosa (1:2) 
contêm: 4% de açúcar total (3,9% de açúcar redutor e 
0,1% de açúcar não redutor); 0,96% de Nitrogênio; 
0,074% de Fósforo; 0,0013 de Potássio; 0,0049% de



Magnésio; 0,0006% de Cálcio. Entre os açúcares te
mos glicose, maltose e outros oligossacarídeos, ga- 
lactose, sacarose. A hidrólise do TRUB "in natura" 

aumenta em 3,3 vezes o teor em açucares redutores.
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