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RESUMO 

 

A importância comercial do cacau se deve à popularidade do chocolate. No processo 
de sua produção geram-se muitos resíduos, os quais, se descartados sem qualquer tratamento, 
tornam-se um problema ambiental e econômico. A casca de cacau, por outro lado, possui 
composição físico-química de interesse ao desenvolvimento do fungo Aspergillus niger, 
associado à síntese de compostos bioativos – tais como o ácido cítrico (AC) e o ácido elágico 
(AE). A motivação da presente pesquisa reside no interesse pela produção de biomoléculas de 
interesse comercial, por meio da caracterização físico-química parcial da casca de cacau e a 
exploração das suas potencialidades em vias fermentativas. A casca foi utilizada como suporte 
e fonte de carbono para a produção de AC em fermentação no estado sólido (FES). Linhagens 
do gênero A. niger foram testadas para encontrar a melhor cepa produtora. Realizou-se a 
produção de AC durante 168 horas com a cepa de A. niger LPB B6 (CCT 7717). Foram 
acompanhados os parâmetros de pH, umidade e a análise de açúcares redutores e totais. O 
pico de produção foi alcançado em 72 horas, neste momento, a cepa apresentou uma 
produtividade expressiva – de 13,59 g AC kg h-1, acumulando 978,52 g AC kg-1 de casca de 
cacau seca. O rendimento do processo foi de 0,8542 g AC kg-1 de substrato, superando os 
maiores relatos de produção contidos na literatura. Para o AE, foi quantificada, em análise de 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), a concentração de 0,0272 mg g-1 de casca de 
cacau. Objetivando elevar a concentração de AE através da bioconversão microbiana, 
linhagens do gênero Aspergillus foram selecionadas em fermentação submersa com meio de 
cultivo contendo extrato da casca de cacau. A cepa com melhor resultado, A. niger LPB B6 
(CCT 7717), apresentou produção de 0,1511 mg AE g-1 de casca de cacau. Em seguida, outra 
fermentação submersa foi realizada. O meio foi constituído por extrato de casca de cacau 
suplementado com suco de romã – em diferentes proporções – para avaliar seu potencial 
como agente indutor de produção. A concentração de AE mais expressiva foi de 0,0861 mg g-
1 em meio contendo suco de romã e extrato da casca de cacau (3:17). Uma extração em fase 
sólida (SPE) foi realizada para a clarificação das amostras fermentadas, em etapa prévia às 
análises em CLAE.  Duas colunas de sílica adsorvente de porosidades diferentes foram 
testadas, quando a coluna com maior porosidade apresentou resultado mais satisfatório. Após 
a passagem do solvente de eluição e posterior concentração em estufa a vácuo, o conteúdo 
recuperado (46%) apresentou concentração de 2,3 mg AE g-1 de casca de cacau. Por meio da 
produção dessas duas biomoléculas, evidenciou-se o potencial da casca de cacau como 
substrato durante um processo fermentativo. Testes devem ser continuados, tendo em vista os 
resultados obtidos, para a otimização da produção de AE em fermentação submersa, bem 
como para a SPE. É relevante ressaltar que ainda não existem registros na literatura indicando 
a produção de AC e AE utilizando como substrato a casca de cacau.  

 

Palavras-chave: Casca de cacau. Ácido cítrico. Fermentação no estado sólido. Ácido elágico. 
Fermentação submersa. Extração em fase sólida.  

 

 

 



ABSTRACT 

 

The commercial importance of the cocoa is due to the popularity of the chocolate. In 
the process of its production a lot of residue is produced, which, if discarded without 
treatment, can become an ambiental and economical problem. The cocoa husk, in turn, has an 
interesting physical-chemical composition for the Aspergillus niger growing, that is 
associated to the synthesis of bioactive compounds – such as the citric acid (CA) and the 
ellagic acid (EA). The motivation of the present research resides in the interest for the 
production of commercial biomolecules, by the partial physical-chemical characterization of 
the cocoa husk and the exploration of its potentials in fermentative process. The cocoa husk 
was utilized as a support and carbon source for the CA production in solid state fermentation 
(SSF). Strains of the genre A. niger were tested to find the most productive strain. A study 
about the CA production was executed during 168 hours with the A. niger LPB B6 (CCT 
7717) strain. Parameters such as pH, humidity and the analysis of reducing and total sugars 
were observed. The peak of production was reached at 72 hours. At this point, the strain 
showed an expressive productivity – of 13.59 g CA kg h-1, accumulating 978.52 g CA kg-1 of 
dried matter. The yield was 0.8542 g CA kg-1 of substrate, surpassing the highest rates 
reported in literature about CA production. For the EA, it was quantified, with a high 
performance liquid chromatography (HPLC) analysis, a concentration of 0.0272 mg g-1 of 
cocoa husk. With the objective of elevating the concentration of EA by bioconversion, strains 
of the genre Aspergillus were selected by submerged fermentation in cultivation medium 
containing cocoa husk extract. The strain yielding best results, the A. niger LPB B6 (CCT 
7717), exhibited production of 0.1511 mg EA g-1 of cocoa husk. Afterwards, another 
submerged fermentation was conducted. The medium consisted in cocoa husk extract 
supplemented by pomegranate juice – in different proportions – to evaluate its potential as an 
inductor of production. The most expressive concentration of EA was 0.0861 mg g-1 in 
medium containing pomegranate juice and cocoa husk extract (3:17). A solid phase extraction 
(SPE) was performed with the fermented samples as a clean-up step prior to the analysis with 
HPLC. Two silica adsorbent cartridges of different porosities were tested, in which the 
cartridge with superior porosity showed better results. After the passage of the elution solvent 
and its later concentration in the vacuum heating chamber, the recovery content (46%) 
showed a concentration of 2.3 mg EA g-1 cocoa husk. Through the production of these two 
biomolecules, it evidenced the cocoa husk potential as a substrate during a fermentative 
process. Tests must be continued, considering the results obtained, to optimize the production 
of EA in submerged fermentation, as well as to the SPE. It is relevant to emphasize that there 
is no record in literature about the production of CA and EA in which cocoa husk is 
conducted as substrate. 
 

Key-words: Cocoa husk. Citric acid. Solid state fermentation. Ellagic acid. Submerged 
fermentation. Solid phase extraction.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

Comercialmente, a importância do cacau se deve à produção do chocolate. Durante 

décadas, após a retirada das amêndoas, as partes restantes do fruto (polpa/mucilagem, cascas 

das amêndoas e cascas do fruto) permaneciam nas fazendas cacaueiras sem qualquer tipo de 

tratamento ou quaisquer precauções com relação à proliferação de doenças prejudiciais à 

própria cultura do cacau. O Brasil, na década de 90, quase teve toda a sua cultura cacaueira 

extinta por conta da ausência de cuidados desta natureza (FIGUEIRA; JANICK; BEMILLER, 

1993).  

Investigações acerca da composição dos resíduos do cacau e suas possíveis 

aplicações têm surgido discretamente. A casca do fruto do cacau está entre estes resíduos, 

porém ainda são poucos relatos sobre a sua composição. O que se tem conhecimento é que 

mais de 40% da composição da casca refere-se à fração péctica e aproximadamente 35% 

refere-se à estrutura lignocelulósica (ADAMAFIO, 2013). O teor de proteínas pode variar até 

18 g 100 g-1, e o conteúdo de açúcares geralmente se encontra na faixa de 3 g 100 g-1 além do 

conteúdo mineral e também de compostos fenólicos (ADOMAKO, 1972; BONVEHÍ; COLL, 

1999).  

Por apresentar nutrientes de interesse para o desenvolvimento de microrganismos, as 

cascas, quando descartadas de forma inadequada no ambiente, rapidamente iniciam o seu 

processo de decomposição. Além do ponto de vista ambiental, a utilização dos resíduos 

agroindustriais em processos fermentativos apresenta potencial econômico. A exploração 

desses resíduos visa uma maior produtividade e menor custo, pois são materiais de 

disponibilidade ao longo do ano e em grandes volumes. Isso traz como possibilidade o 

emprego desses resíduos como substrato e suporte em fermentação no estado só lido (FES) 

para a produção de biomoléculas, a exemplo dos ácidos orgânicos. 

Os ácidos orgânicos são caracterizados pela estrutura molecular composta de grupos 

carboxílicos. Normalmente são encontrados em frutas, e industrialmente são aplicados como 

agentes antioxidantes, reguladores de acidez, atuando na estabilidade e manutenção da 

qualidade final do produto.  

O ácido cítrico (AC) é um ácido mundialmente conhecido e amplamente aplicado em 

diversos segmentos industriais, com aplicações desde a indústria de alimentos até o 

tratamento de efluentes. Isso se deve à versatilidade do ácido, considerado uma substância 

segura e biodegradável, e também pelo alto volume de produção. Atualmente, a produção em 

escala industrial se realiza pelo processo de fermentação submersa com o uso do fungo 
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Aspergillus niger, é o microrganismo com a maior capacidade de acúmulo de AC por 

proporcionar fácil manipulação e adaptação a condições e substratos variados. 

Com a descoberta da sua potencial atividade antioxidante – uma propriedade comum 

aos compostos polifenólicos – o ácido elágico (AE) é, atualmente, visado pela indústria para 

aplicações em cosméticos, fármacos e em alguns alimentos considerados nutracêuticos, ou na 

forma de agente conservante. Porém, sua produção ainda é baixa devido à estrutura complexa 

e ao elevado custo do processo de obtenção por métodos convencionais, sendo, por isso, 

estudada a possibilidade de produção por microrganismos. Com alta biodisponibilidade, 

estudos evidenciam que a romã é a fruta que armazena maiores quantidades do ácido, sendo 

largamente encontrado em frutas berries como morangos, amoras e framboesas. Pode ser 

encontrado também em nozes e castanhas, assim como em madeiras utilizadas para o 

envelhecimento de bebidas.  

A presente pesquisa pertence à Rede Biocau, que consiste na integração dos 

Programas de Pós-Graduação em Biotecnologia para promover o desenvolvimento científico, 

tecnológico, de inovação e formação de recursos na cadeia produtiva do cacau com o auxílio 

financeiro da CAPES. Em parceria, as Universidades Federal do Paraná, Federal do Pará e 

Estadual de Feira de Santana desenvolvem quatro subprojetos: o apoio à formação de recursos 

humanos e inovação (subprojeto 1), aproveitamento da casca de cacau (subprojeto 2), 

identificação da diversidade microbiana (subprojeto 3) e a fermentação controlada das 

amêndoas do cacau (subprojeto 4). A “Produção de ácidos orgânicos (cítrico e elágico) a 

partir de casca de cacau” está inserida no subprojeto 2, e como mencionado, as universidades 

realizam as pesquisas em conjunto, dessa maneira ocorre a troca de conhecimentos e de 

técnicas, e ao final, apresentará um retorno à nossa cultura cacaueira com os dados pertinentes 

para a melhoria de toda a cadeia produtiva.  

O Capítulo de Revisão apresenta dados e informações gerais sobre o cacau e seus 

resíduos, composição química e exemplos de aplicações diversas aos resíduos. Para o AC, são 

apresentadas suas características, aplicações, e técnicas de produção com enfoque na 

fermentação em estado sólido (FES), as preferências do Aspergillus niger para o seu 

desenvolvimento e metabolismo de produção do ácido. Para o AE são apresentadas as 

características e definições gerais sobre as classes de taninos e sobre o AE, seus efeitos  

biológicos, fontes naturais, síntese por via sintética e via biotecnológica, e técnicas analíticas 

para sua quantificação.  

Esta pesquisa foi motivada pelo fato de a casca de cacau apresentar composição 

físico-química que pode favorecer o desenvolvimento do processo por fermentação submersa 
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ou fermentação no estado sólido. Ainda não existem relatos na literatura sobre a produção 

desses ácidos orgânicos – cítrico e elágico – a partir de casca de cacau. Dessa forma, o 

presente trabalho visa à caracterização físico-química parcial da casca de cacau e a exploração 

das suas potencialidades para a produção de biomoléculas de interesse comercial.  
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1.2 OBJETIVOS  

 

 Objetivo Geral 

 

Investigar o potencial da casca de cacau como substrato/suporte na produção de 

ácidos orgânicos de interesse comercial.  

 

 Objetivos Específicos 

  

- Caracterizar parcialmente a casca de cacau por meio de análises físico-químicas; 

- Testar a viabilidade de uso da casca como fonte de carbono em fermentação no estado sólido 

e em fermentação submersa; 

- Testar cepas do gênero Aspergillus niger pertencentes ao banco de cepas do Laboratório de 

Bioprocessos e Biotecnologia para a produção de AC; 

- Quantificar o AC produzido em fermentação no estado sólido utilizando casca de cacau 

como única fonte de carbono, acompanhando o metabolismo do microrganismo selecionado 

através da produção de AC em função do tempo; 

- Selecionar cepas do gênero Aspergillus pertencentes ao banco de cepas do Laboratório de 

Bioprocessos e Biotecnologia para a produção e quantificação de AE em fermentação 

submersa utilizando extrato de casca de cacau como única fonte de carbono, e posterior 

suplementação com suco de romã como indutor de produção.  
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CAPÍTULO I – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1 CACAU 

 

O cacau (Theobroma cacao L.) é o fruto da árvore cacaueira (FIGURA I.1) 

pertencente à família Malvacecea e cuja origem remonta à América Central e América do Sul. 

Existem dois grandes grupos de cacau, o Criollo e o Forastero. O Brasil cultiva e exporta a 

variedade Amelonado, de sabor suave e atraente ao paladar europeu (OETTERER et al., 2006; 

CEPLAC, 2016). 

 
FIGURA I.1 – ÁRVORE CACAUEIRA DE Theobroma cacao 

 
FONTE: UNICAMP (2017). 

 

Para a promoção de um desenvolvimento adequado dos frutos do cacaueiro, algumas 

condições ambientais a favorecem, notadamente: climas tropicais, cujas temperaturas 

permanecem entre 18 °C e 32 °C e umidade em torno de 70% e 90% – sendo o volume de 

chuva bem distribuído ao longo do ano. As amêndoas são fermentadas por microrganismos 

naturalmente presentes no fruto que produzem metabólitos variados durante oito dias. Esses 

metabólitos promovem alterações bioquímicas que desencadeiam a formação de precursores 

aromáticos após a torrefação das amêndoas, responsáveis pelas características sensoriais do 

chocolate (SCHWAN; WHEALS, 2004; APROTOSOAIE; LUCA; MIRON, 2016). Na 

FIGURA I.2 podem ser observadas as amêndoas do cacau ainda envoltas pela mucilagem, que 

são expostas através de um corte transversal do fruto do cacau.  
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FIGURA I.2 – CORTE TRANSVERSAL DO FRUTO DO CACAU 

 
FONTE: SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA (2017).  

 

O mercado consumidor do chocolate é crescente, principalmente na União Europeia 

e América do Norte, apresentando um consumo anual de 1,7% e 3,6%, respectivamente 

(AFOAKWA, 2010; FAO, 2017). A produção mundial de cacau para a safra 2015/16 é 

estimada em mais de 4 milhões de toneladas. A Costa do Marfim, o Gana e a Nigéria são os 

maiores produtores do fruto, sendo que 70% do total da produção, nestes países, advêm de 

pequenos produtores (DONALD, 2004; FRANZEN; MULDER, 2007). Por esse motivo trata-

se de uma commodity de grande importância econômica para os países africanos. O Brasil, 

por sua vez, é o quinto produtor mundial, com destaque de produção dos estados da Bahia e 

do Pará. Na safra de 2016, a Bahia alcançou uma produção de 101.308 toneladas, e o estado 

do Pará, que recentemente tem ascendido em produtividade, atingiu 118.400 toneladas. No 

ano de 2016, a Bahia sofreu com forte estiagem, o que acabou favorecendo o Pará, com 

projeção de produção para a próxima safra de 110 mil e 120 mil tonelad as, respectivamente 

(CEPLAC, 2017; SBDA, 2017). 

 

1.1 RESÍDUOS DO CACAU 

 

Para a produção do chocolate e demais produtos de menor valor agregado – manteiga 

de cacau, cacau em pó e licor de cacau – é gerado um volume muito grande de resíduos, dos 

quais são descartadas as cascas do fruto inteiro, as cascas das amêndoas e a polpa ou 

mucilagem. Aproximadamente 80% do peso do fruto seco corresponde aos resíduos, 

utilizados para a fertilização da própria lavoura; porém, o descarte ocorre de forma 

inadequada sem tratamento prévio. Tal prática resulta na propagação de doenças para a 
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cultura do cacau, como é o caso da “vassoura-de-bruxa” (FIGUEIRA; JANICK; BEMILLER, 

1993).  

A maior parte dos resíduos é constituída por uma fração abundante de celulose, 

lignina e pectina. Foram encontrados aproximadamente 209 g kg-1 de lignina insolúvel em 

ácido, 128 g kg-1 hemicelulose e 262 g kg-1 de celulose (ALEMAWOR et al., 2010) e 

aproximadamente 45% de polissacarídeos pécticos nas cascas (KRISHNA; 

CHANDRASEKARAN, 2013). Para elucidar as diferenças de composição entre os resíduos 

do cacau, Adamafio (2013) listou a porcentagem dos compostos principais, apresentados na 

TABELA I.1.  

 
   TABELA I.1 – COMPOSIÇÃO DOS RESÍDUOS DE CACAU 

MATERIAL PROTEÍNA 
(% ) 

FIBRA 
(% ) 

GORDURA 
(% ) 

CARBOIDRATO 
NÃO 

CELULÓS ICO (% ) 

ENERGIA 
TOTAL (MJ kg-1) 

Casca do fruto 6,8 – 10 24 – 35,4 1,6 – 2,4 46,6 10,7 

Torta das 
amêndoas  15,1 – 28,6 5,8 – 10,3 5,5 – 16,5 42,1 7,0 

Casca das 
amêndoas 14,5 – 21,6 17,4 – 20,9 3,1 – 5,2 40,6 5,1 

   FONTE: Adaptado de ADAMAFIO, 2013.  
 

Há um crescente interesse na utilização desses resíduos para a geração de energia e 

biocombustíveis – o que tornaria a cultura do cacau sustentável econômica e ambientalmente 

(DELLA; KÜHN; HOTZA, 2005). Oddoye et al. (2013) listaram outros produtos que podem 

ser obtidos a partir de frações variadas do resíduo de cacau, apresentados no QUADRO I.1. 

 
QUADRO I.1 – PRODUTOS QUE PODEM SER OBTIDOS DOS RESÍDUOS DE CACAU  

SUBPRODUTO FONTE 
Goma  Cascas, folhas 

Carvão ativado Cascas 
Fibra d ietética  Cascas 

Enzima pectinolítica  Cascas 
Metilxant ina Cascas, folhas e amêndoas 
Teobromina Cascas e amêndoas 

Compostos polifenólicos Cascas, folhas e ramos 
Painel de partículas  Cascas 

Óleos essenciais  Folhas, flo res e cascas 
Adubo Cascas 
Biogás Cascas 

FONTE: ODDOYE; AGYENTE-BADU; AKOTO (2013). 
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Na literatura também são relatadas propriedades medicinais dos resíduos do cacau, 

tais como atividade antioxidante e antitumoral (PREZA et al., 2010; KHAN et al., 2015), 

antimicrobiana (SMULLEN et al., 2007) e antiviral (KAMEI et al., 2015). Apesar do fruto do 

cacau ser utilizado com a finalidade medicinal há mais de 3 mil anos, os estudos e aplicações 

direcionados às potencialidades presentes nos resíduos ainda são pouco explorados.  

 

1.2 APLICAÇÕES DIVERSAS PARA OS SUBPRODUTOS DO CACAU 

 

Para o aproveitamento dos nutrientes remanescentes dos resíduos de cacau existe a 

possibilidade de sua aplicação em ração animal. Oddoye et al. (2010) desenvolveram ração 

para suínos em fase de crescimento a partir de casca de cacau úmida. 20 suínos em fase de 

crescimento foram alimentados com três dietas: a primeira com 250 g de casca de cacau seca 

(controle), a segunda com 200 g de casca de cacau úmida e a terceira com 300 g de casca de 

cacau úmida por 140 dias. As dietas não afetaram de forma significativa o ganho de peso, o 

consumo diário e a conversão alimentar. Os suínos consumiram toda a ração oferecida, o que 

significa que ela é palatável aos mesmos. A terceira dieta tornou-se mais cara que as demais 

visto que, dado ao alto custo do concentrado utilizado, havendo o aumento da quantidade de 

casca fresca, aumenta, também, a demanda em suprir os outros nutrientes necessários. Isto 

porque a casca possui baixo teor de energia metabolizável, por conter alto teor de fibra, o que 

exige um concentrado com alto nível de nutrientes.  

Como alternativa às fontes não renováveis de energia, o emprego da biomassa de 

resíduo agroindustrial surge como alternativa sustentável, sendo, porém, necessárias as 

análises dos fundamentos de combustão direta, pirólise e digestão anaeróbica para uma 

discussão sobre a satisfatoriedade do seu desempenho (BATISTA et al., 2015). Em seu 

trabalho, Syamsiro et al. (2012) utilizaram a casca de cacau como uma fonte de energia 

renovável para averiguar o comportamento dela em uma câmara. A casca moída foi 

carbonizada a 400 °C por 2 horas e, como resultado, obtiveram um alto aquecimento (17 MJ 

kg-1) com elevado conteúdo de cinzas.  

Os resíduos de cacau são interessantes à indústria de cosméticos devido aos seus 

elevados teores de compostos fenólicos e antioxidantes, que agem de forma positiva contra 

radicais livres e sinais de envelhecimento em tratamentos dermatológicos. Karim et al. (2016) 

testaram a eficácia do extrato da casca do cacau como um gel redutor dos sinais de rugas na 

superfície da pele. No extrato foram encontrados, através da detecção em cromatografia 

líquida acoplada a um espectro de massas: ácido málico, dois flavonoides procianidinas B1 e 
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C2, ácido rosmarínico, dimetil ácido elágico e a flavona anabinosil-glucosil-apigenina – que 

contribuem para o efeito funcional do cosmético. A concentração efetiva dos extratos (50%) 

foi determinada e aplicada em uma formulação em gel. Suas doses, com propriedades 

funcionais e não tóxicas para as células, continham mais de 60% de água na composição e, 

pelo menos, 10% do extrato da casca de cacau, o que, segundo os autores, é uma concentração 

suficiente para inibir os efeitos da colagenase e elastase na pele. Testadores receberam o gel 

em estudo para aplicação no lado direito da face e um gel sem o extrato e demais compostos 

ativos (placebo) para a aplicação do lado esquerdo da face. Após cinco semanas de aplicação, 

a hidratação e os sinais de rugas na pele melhoraram em torno de 13% comparados aos efeitos 

do placebo, o que atesta o potencial de uso do extrato de casca de cacau como um agente anti-

idade. 

Uma boa alternativa de uso dos resíduos do processamento do cacau é a fertilização 

do solo, devido à elevada concentração de minerais presentes nas cascas. Sodré et al. (2012) 

realizaram um estudo de caracterização do extrato orgânico resultante da compostagem da 

casca de cacau e uma avaliação de aplicabilidade do extrato como um fertilizante de potássio 

para o solo no crescimento de mudas do cacaueiro. Ensaios foram realizados com dosagens 

que variaram de zero a 1000 mg de potássio dm-3 de solo homogeneizado ao extrato, sendo a 

quantidade de extrato necessária calculada de acordo com a análise química da presença de 

potássio no extrato da casca de cacau (em torno de 145,9 g kg-1). Após 120 dias o solo 

apresentou mudanças: elevaram-se os teores de Ca, Mg, K e Zn e o seu pH, bem como, 

houveram reduções nos teores de Al e Fe. Para o cultivo do cacaueiro, os autores concluíram 

que é viável o uso do extrato obtido a partir da casca de cacau como fonte de potássio, na 

concentração de 391,6 mg de potássio dm-3 de solo para a fertilização. 

A casca de cacau também é utilizada como um adubo para a jardinagem, mantendo a 

temperatura e a umidade do solo, fornecendo nitrogênio e emanando aroma de chocolate. No 

entanto, o aroma acaba atraindo animais de estimação o que pode ser perigoso, pois os 

resíduos contêm teobromina – tóxica aos pequenos animais. Com respeito à toxicidade da 

teobromina, Adamafio (2013) fez uma comparação entre os níveis de concentração do 

composto nos diferentes resíduos do cacau, dispostos na TABELA I.2. 
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TABELA I.2 - CONCENTRAÇÃO DE TEOBROMINA EM RESÍDUOS DE CACAU  
PRODUTO CONCENTRAÇÃO DE TEOBROMINA (g kg-1) 

Casca de cacau 1,5 – 4 
Torta de amêndoas de cacau 20 – 23 

Casca das amêndoas de cacau 5 – 21 
Amêndoas fermentadas 23 – 29 

Amêndoas não fermentadas 31 - 38 
FONTE: Adaptado de ADAMAFIO, 2013.  

 

As gomas são amplamente empregadas na indústria química de polímeros e também 

na indústria de alimentos. Diniz, Druzian e Audibert (2012) produziram goma xantana 

utilizando a casca de cacau como fonte de carbono para a fermentação com a bactéria 

Xanthomonas campestris. Além da fonte de carbono, o meio foi composto por potássio e 

nitrogênio, mantido a 25 °C e agitação de 250 rpm por 120 horas. A casca mostrou-se viável 

como substrato para a produção da goma, apresentando concentração de 4,99 g l-1 contra   

2,33 g l-1 do meio utilizando sacarose. 

Resíduos do cacau também apresentam compostos com propriedades antiplaca 

bacteriana dos dentes, o que desperta o interesse em produzir, a partir deles, soluções orais e 

cremes dentais com o agradável sabor do chocolate. Smullen et al. (2007) testaram a 

habilidade dos extratos de cacau não fermentado e de outras plantas na inibição de placa 

bacteriana, em modelo in vitro, utilizando dente bovino em um meio líquido contendo 

Streptococcus mutans. Os extratos das plantas inibiram o crescimento da bactéria, e o extrato 

de cacau não fermentado apresentou inibição de glucana bacteriana de 14,5%.  

Em conjunto com outros microrganismos, Streptococcus mutans é o principal 

causador de cáries e biofilmes bacterianos. Em apenas um único uso, as escovas de dente 

podem ser contaminadas por diversas espécies de microrganismos que permanecem ativos por 

até uma semana. Na busca de uma alternativa para esta questão de armazenamento de escovas 

de dente, Badiyani et al. (2013) desenvolveram uma solução desinfetante para a limpeza de 

escovas de dente utilizando extrato da casca das amêndoas de cacau com concentração final 

de 1 mg ml-1. Para as análises, a cabeça de cada escova foi retirada e imersa em grupos de 

tubos esterilizados contendo tampão fosfato pH 7,4 e outro contendo extrato. Os resultados 

mostraram uma redução de aproximadamente 32% de Streptococcus mutans no grupo 

contendo o extrato da casca, demonstrando dois tipos de substâncias cariostáticas: um anti-

glucosiltransferase e outro anti-atividade bacteriana.  

A pectina é o principal interesse dos países importadores de resíduos de cacau, 

devido a sua presença em quantidade abundante principalmente na casca. Chan e Choo (2013) 
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realizaram extrações de pectina em variações de tempo, temperatura e grau da substância 

extrativa, com precipitação em etanol 70%. O maior rendimento de pectina (7,6%) foi com 

ácido cítrico (1:25 m/v) em pH 2,5 a 95 °C por 3 horas; neste caso, as pectinas obtidas foram 

de baixa metoxilação. Mollea, Chiampo e Conti (2008), por sua vez, extraíram pectinas de 

alto grau de metoxilação em cascas de cacau provenientes de Gana e Venezuela. As extrações 

foram realizadas em temperatura de 95 °C com variação de tempo e pH; a precipitação de 

pectina ocorreu em etanol 99,8%. A casca proveniente de Gana obteve rendimento próximo a 

9% (ácido anidrogalacturônico) em pH 2,5 após 1 hora, e a casca proveniente da Venezuela 

obteve rendimento próximo a 8% (ácido anidrogalacturônico) em 1 hora de extração com pH 

1. Barazarte, Sangronis e Unai (2008) também investigaram as condições de extração de 

pectina da casca de cacau e suas características. Eles utilizaram EDTA com variações de pH e 

temperatura, e posterior precipitação em etanol 70%. O maior rendimento (4,56 g 100 g-1) 

ocorreu em pH 5 a 90 °C. Os autores concluíram que as variáveis temperatura e pH 

influenciam nas características das pectinas obtidas: em altas temperaturas de extração as 

pectinas apresentam melhor qualidade.  

A coloração das amêndoas de cacau está diretamente relacionada aos compostos 

fenólicos presentes e também aos açúcares redutores que influenciam durante o processo de 

fermentação. Arlorio et al. (2005) utilizaram as cascas das amêndoas de cacau como matéria-

prima. Empregaram o uso da extração de fluido supercrítico com CO2 para extrair frações 

fenólicas pigmentadas com posterior caracterização.  Em uma caracterização prévia, as cascas 

das amêndoas apresentaram uma concentração de 18,2 g kg-1 de compostos fenólicos em peso 

seco, aproximadamente 1,8% do total de compostos, pelo método de Folin Ciocalteu. Após 

uma extração supercrítica as frações obtidas apresentaram uma discreta contaminação por 

lipídeos. Os extratos foram dissolvidos em diferentes solventes para a análise de atividade 

antioxidante. O extrato que apresentou melhor resultado foi o metanólico (1:500), com 

percentual de inibição de 96,5%, o qual era proveniente de Gana. Os autores sugerem a 

aplicação, de forma segura, dos pigmentos das cascas das amêndoas de cacau na tecnologia de 

alimentos como um corante funcional ou como um complexo de antioxidantes. Tu (2016) 

testou a estabilidade dos pigmentos da casca de cacau em algodão, como um corante natural. 

Os pigmentos possuem boa resistência em pH 6,4, os íons metálicos aumentam a fixação do 

corante no tecido. O autor constatou que a melhor condição ambiental para a coloração do 

tecido foi acima de 100 °C durante 1 hora.  

Além das cascas de cacau, a polpa também é resíduo obtido durante a retirada das 

amêndoas para a produção de chocolate. Denominada regionalmente como “mel” de cacau, 
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consiste em um líquido extraído da polpa ou mucilagem, que envolve as amêndoas do cacau. 

Santos (2012) utilizou este resíduo em sua dissertação com o objetivo de formular uma geleia 

com “mel” de cacau; uma formulação padrão de controle conteve sacarose e, às outras 

formulações, foram adicionados diferentes edulcorantes. Os resultados mostraram 

aproximadamente 70% de umidade, pH entre 3,9 e 4,15, o maior teor de pectina ficou em  

1,46 g 100 g-1. No teste de intenção de compra e preferência da análise sensorial, a 

formulação que conteve acessulfame de potássio e sucralose obteve maior aceitação e a 

melhor textura na análise física. Com relação aos compostos fenólicos e atividade 

antioxidante, Endraiyani et al. (2016) encontraram os seguintes valores para a polpa de cacau 

sem tratamento: 103,76 mg de GAE 100 g-1 de polpa para compostos fenólicos; capacidade de 

absorção de oxigênio de 1871 μmol TE 100 g-1 de polpa; e atividade antioxidante celular de 

23,71 μmol QE 100 g-1 de polpa. São necessários estudos contínuos para que se possam 

provar possíveis ações benéficas desse subproduto do cacau para a saúde. 

A casca de cacau também é interessante de um ponto de vista ecológico, visto que 

suas propriedades físicas e químicas podem auxiliar na remoção de compostos indesejá veis 

em efluentes de indústrias. Krishna (2014) utilizou a casca de cacau para atuar como um 

carvão ativado na remoção de corante na água residual da indústria têxtil. A casca foi 

quimicamente ativada (ZnCl2, K2CO3 e KOH), carbonizada e o tamanho dos poros ficou entre 

0,25 – 0,5 mm e 0,5 – 1 mm. Durante o teste de ativação com o valor de pH entre 6 e 7 e 

concentração de carvão entre 0,5 e 1 g l-1, o melhor desempenho foi com o ZnCl2 (780 m2 g-1) 

devido a melhor área de contato, melhor porosidade (0,58 m3 g-1) e menor conteúdo de cinzas 

(aproximadamente 6%), atingindo 86% de conteúdo de carvão ativado. Bello e Ahmada 

(2011) também testaram a casca de cacau como um agente de remoção de corante presente em 

efluente têxtil (Remazol Brilliant Black Reactive). A casca, com tamanho de partícula entre 1 

e 2 mm, foi ativada com reativo Orange e carbonizada a 500  °C e 700 °C em uma segunda 

etapa. A cinética demonstrou se tratar de um agente eficiente na adsorção, com uma adsorção 

máxima de 111 mg g-1 – sendo uma reação endotérmica de 22,6 kJ mol-1 fisicamente 

controlável.  
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2 ÁCIDO CÍTRICO 

 

2.1 DEFINIÇÃO E CARACTERÍSTICAS 

 

O ácido cítrico (AC) é o ácido orgânico conhecidamente mais antigo e com maior 

diversidade de aplicação mundial. O seu descobrimento data de 1784, quando Scheele 

alcançou seu isolamento a partir do suco de limão. Quimicamente, o AC foi sintetizado a 

partir de um derivado de glicerol em 1880 por Grimoux e Adam. E por fim, a primeira via 

fermentativa de produção em escala industrial foi demonstrada por Currie em 1917 

(BEROVIC; LEGISA, 2007; SOCCOL et al., 2017; VANDENBERGHE et al., 2016).  

 O AC (2-hidroxi-propano-1, 2, 3- ácido tricarboxílico) é um ácido fraco, com baixa 

toxicidade e solúvel em água, que contém três grupamentos carboxílicos em sua estrutura 

molecular (FIGURA I.3), e massa molecular de 210,14 Da. O AC apresenta aspecto de 

cristais brancos que em solução aquosa desempenha um ótimo efeito tamponante, com pH 

entre 2,5 e 6,5, devido à estrutura admitir três diferentes pKas em temperatura ambiente (pKa 

1=3,15; pKa 2=4,77 e pKa 3=6,39, respectivamente) (BLAIR; STAAL, 1991; PAPAGIANNI, 

2011).  
 

FIGURA I.3 – FÓRMULA ESTRUTURAL DO ÁCIDO CÍTRICO 

 
FONTE: PAPAGIANNI (2011). 

 

Com um mercado mundial pujante (US $ 2,6 bilhões em 2014) a Europa ainda possui 

a maior parcela de consumo e aplicação do AC, e estima-se que até o ano de 2020 o seu 

crescimento atinja um valor de 3,6 bilhões de dólares (MARKETS; MARKETS, 2016). As 

aplicações industriais são diversas (QUADRO I.2), sendo que a indústria alimentícia ainda 

detém 70% dessa aplicabilidade, pelo motivo do AC ser considerado uma substância segura 

pelo FAO – WHO Expert Committee on Food Additives (SOCCOL et al., 2006). 
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QUADRO I.2 – APLICAÇÕES INDUSTRIAIS DO ÁCIDO CÍTRICO 

APLICAÇÃO AÇÃO 

Geleias, gelatinas e balas  Saborizante, ajuste de pH, conservante, controle de 
açúcar invertido 

Alimentos congelados Prolongamento de shelf-life através de inativações 
enzimáticas e ação antioxidante 

Alimentos enlatados Manutenção da cor, antioxidante e antimicrobiano 

Frutas congeladas Diminui a deterio ração do sabor e aroma  

Carnes  Manutenção de cor e odor, anticoagulante 

Bebidas  Ajuste de pH, acidez, saborizante, conservante 

Sorvetes Saborizante 

Óleos e gorduras Antioxidante, auxilia na degomagem e desodorização 

Alimentação animal 
Saborizante, estabilizante de pH gástrico, agente 

quelante de íons metálicos, aumenta solubilidade e 
digestibilidade  

Produtos fármacos  Estabilizante, conservante, anticoagulante 

Cosméticos e detergentes Agente quelante de íons metálicos e estabilizante de 
pH 

Limpeza de metais  Removedor de oxidação em superfícies metálicas  

Tratamento de água/efluentes Agente quelante de íons metálicos, remoção de algas  

Indústria têxtil Agente quelante de íons metálicos, ajuste de pH 

Fertilizantes Remoção de contaminantes, agente quelante de íons 
metálicos 

FONTE: Adaptado de SOCCOL et al. (2004); BEROVIC; LEGISA (2007); KUBICEK; 
PUNT; VISSER, (2011); DHILLON et al. (2011a);  SOCCOL et al. (2017). 

 

2.2 TÉCNICAS DE PRODUÇÃO 

 

Antigamente o AC era obtido pela extração direta do limão, tal prática é inviável 

devido ao baixo rendimento e ao alto custo do processo. Técnicas de fermentação foram 

desenvolvidas e testadas para a produção de AC por meio de diversos fungos filamentosos, 

especialmente o Aspergillus niger, em processos fermentativos de superfície, fermentação no 

estado sólido, e fermentação submersa – sendo esta última amplamente aplicada em escala 

industrial (SOCCOL et al., 2006; VANDENBERGHE et al., 2016). As técnicas de 

fermentação utilizadas para a produção de AC estão descritas no QUADRO I.3. 
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     QUADRO I.3 – COMPARATIVO DE TÉCNICAS DE FERMENTAÇÃO UTILIZADAS PARA A 
PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO 

FERMENTAÇÃO EM 
SUPERFÍCIE 

FERMENTAÇÃO 
SUBMERS A 

FERMENTAÇÃO EM ES TADO 
SÓLIDO 

Substrato líquido com fluxo  
contínuo; 

 
Baixo custo de energia e 

investimento; 
 

Fermentação em bandejas de 
alumín io dispostas em estantes em 

salas apropriadas; 
 

Alta demanda de tempo e espaço 
físico; 

 
Sensível a contaminações; 

 
Utilizada em indústrias de 

pequeno/médio porte. 

Baixo investimento; 
 

Controle de esterilização e 
parâmetros do processo; 

 
Alta demanda de energia e água; 

 
Alto rendimento; 

 
Dificu ldade de recuperação; 

 
Geração de resíduos; 

 
Técnica utilizada em n ível de 
produção industrial – tanque 

agitado, airlift e batelada são os 
biorreatores mais empregados. 

Substrato sólido com teor de 
umidade entre 65-70%;  

 
Técnica simples; 

 
Uso de resíduos agroindustriais; 

 
Baixo custo de energia e 

investimento; 
 

Simula habitat natural do 
microrganismo; 

 
Dificu ldade de controle de 

parâmetros e escalonamento; 
 

Geração de baixo  volume de 
resíduos. 

FONTE: Adaptado de BEROVIC; LEGISA (2007); DHILLON et al. (2011a); VANDENBERGHE et al. (2016). 
 

A produção industrial de AC iniciou a partir do processo de fermentação em 

superfície, que consiste no cultivo estático do fungo em um substrato líquido, geralmente 

realizada em bandejas que propiciam a formação de uma camada micelial. A inoculação pode 

ser por suspensão de esporos ou esporos em ar estéril, com propagação em aerossol. As 

condições são: temperatura constante de 30 °C, aeração por circulação de ar estéril, pH 

próximo de 6, duração entre 8 a 14 dias e retenção pelos micélios de aproximadamente 15% 

do produto. Durante a recuperação de AC, o micélio passa por um processo de lavagem após 

a drenagem do caldo fermentado, com posterior prensagem – para extração de maior volume 

de AC – ou secagem – quando destinado à alimentação animal (SOCCOL et al., 2004; 

BEROVIC; LEGISA, 2007; PAPAGIANNI, 2007). 

A característica principal da fermentação em estado sólido (FES) é a ausência de 

água livre, onde o microrganismo consegue se desenvolver em substratos sólidos contendo 

apenas a umidade, absorvida no suporte sólido, adequada para o seu crescimento. O cultivo 

em meio sólido oferece alternativas de destino aos resíduos agroindustriais, geralmente são 

substratos baratos e abundantes, com alta quantidade de nutrientes. Esses resíduos, 

infelizmente, não são descartados de maneira apropriada, contaminando o ambiente e as 

plantações, favorecendo o aparecimento de pragas (RAMACHANDRAN et al., 2004; 

CHUNDAKKADU, 2005; VANDENBERGHE et al., 2013). 

Por ser um processo relativamente simples, o cultivo sólido é baseado no modelo 

fermentativo do tradicional Koji, uma técnica bastante difundida na Ásia. Ele não requer 
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equipamentos específicos, consequentemente demanda pouca energia, possui menor risco de 

contaminação por bactérias, melhor circulação de oxigênio e gera menos resíduos se 

comparado com as demais técnicas. Porém, o controle de parâmetros essenciais e 

escalonamento são mais difíceis. Ainda assim, a FES favorece a produção de altas 

concentrações de AC em resposta à rápida assimilação de substrato pelo microrganismo 

(PANDEY et al., 1999; DHILLON et al., 2011a; SOCCOL et al., 2017). 

Atualmente a produção industrial de AC é realizada por fermentação submersa, por 

se tratar de um processo que permite automatização em larga escala. Geralmente, a produção 

ocorre em biorreatores do tipo tanque agitado ou coluna de bolhas. Ao meio nutritivo são 

adicionados sais de amônio ou fosfato e inoculo com taxa de 106 esporos/ml de substrato. O 

pH é ajustado para próximo de 5, a disponibilidade do nível de aeração é elevado, a 

temperatura é mantida entre 28 °C e 32 °C e a duração média de processo é de 5 a 10 dias 

(PAPAGIANNI, 2011; VANDENBERGHE et al., 2016).  

 

2.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ÁCIDO CÍTRICO 

 

Foi a partir de um meio rico em açúcares que Currie, em 1917, desenvolveu a 

produção de AC por vias fermentativas através do fungo Aspergillus niger, observando que os 

fungos crescem mais satisfatoriamente em meios cujos níveis de minerais são mais elevados e 

o pH está em torno de 3. Geralmente, os fungos apresentam uma ampla faixa de temperatura 

que propicia o seu desenvolvimento, que vai de 20 °C a 55 °C, assim como o pH, que pode 

variar desde o ácido ao básico, ou seja, entre 2 e 9 (YADAV, 1988; PAPAGIANNI, 2007). 

Vários microrganismos podem produzir AC, No entanto, o A. niger continua sendo o 

microrganismo com maior capacidade de acúmulo de AC em escala industrial. Isso se deve à 

facilidade de manipulação, pois seus filamentos se adaptam a diversos substratos – 

principalmente substratos sólidos que simulam o seu habitat natura l – e também ao fato de 

possuir a regulação do fluxo glicolítico por enzimas metabólicas, o controle da excreção de 

AC e sua fácil recuperação (KARAFFA; KUBICEK, 2003; PAPAGIANNI, 2007). Além do 

A. niger, diversos outros fungos e leveduras são capazes de acumular AC, apresentados no 

QUADRO I.4. 
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QUADRO I.4 – MICRORGANISMOS COM CAPACIDADE DE PRODUÇÃO DE 
ÁCIDO CÍTRICO 

FUNGOS  LEVEDURAS 
Aspergillus niger,  A. awamori,  

A. nidulans, A. fonsecaeus,  
A. luchensis, A. phoenicus,  

A. wentii, A. saitoi, A. flavus 

Candida tropicalis,  
C. catenula,  

C. guilliermondii,  
C. intermedia 

Penicillium janthinellum e P. restrictum Hansenula sp. 
Absidia sp. Pichia sp. 

Acremonium sp. Debaromyces sp. 
Botrytis sp. Torula sp. 

Eupenicillium sp. Torulopsis sp. 
Mucor piriformis Kloekera sp. 
Talaromyces sp. Saccharomyces sp. 

Trichoderma viride Zygosaccharomyces sp. 
Ustulina vulgaris Yarrowia lipolytica 

FONTE: Adaptado de PAPAGIANNI (2011).  
 

A principal diferença entre a produção de AC por fungos e a por leveduras está no 

rendimento insatisfatório de AC a nível industrial destas, devido à conversão de boa parte do 

substrato em ácido isocítrico. Uma alternativa a essa conversão é a seleção de cepas mutantes 

que desenvolvam baixa atividade de aconitase que regula a produção do ácido isocítrico  

(SOCCOL et al., 2004). 

 

2.4 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO POR Aspergillus niger 

 

De modo geral, a via metabólica do AC pode ser resumida nas seguintes etapas: 

assimilação do substrato; degradação da glicose por via glicolítica até a formação de duas 

moléculas de piruvato; conversão de piruvato até os precursores oxaloacetato e acetil-CoA; 

condensação dos precursores a AC; e por fim a sua excreção (KUBICEK; PUNT; VISSER, 

2011). 

O fungo A. niger é notadamente reconhecido como o maior produtor de AC. Porém, 

essa produção pode ser limitada durante a via glicolítica devido à quantidade inicial de glicose 

e a retirada do produto final. Seu metabolismo apresenta dois transmissores de glicose, um de 

alta e outro de baixa afinidade, o que explica o mecanismo de difusão simples durante a 

superprodução de AC. Não é possível a regulação direta da difusão simples, quando a glicose 

entra por um transmissor positivo a captação de glicose e a concentração de AC são 

acentuados. Durante a difusão, esses eventos são ajustados conforme a excreção de AC pela 

relação entre taxa de captação específica e concentração de glicose (BEROVIC; LEGISA, 

2007; VANDENBERGHE et al., 2016). 
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O percurso metabólico de produção de AC começa no citoplasma. O fungo consome 

substratos variados, com preferência pela glicose, direcionada para as reações em via 

glicolítica e de pentose fosfato. A produção é iniciada na via de pentose fosfato durante a fase 

de germinação dos esporos. O acúmulo de AC pela conversão direta de substrato em via 

glicolítica é iniciado nas primeiras 24 horas e intensificado entre 40 e 50 horas. São nessas 

fases iniciais de produção que também são acumulados compostos intermediários como poliol 

e aminoácidos. As duas moléculas de piruvato, originadas da oxidação de uma molécula de 

glicose, seguem para a mitocôndria desencadeando as reações do Ciclo do Ácido Cítrico 

(também denominado Ciclo do Ácido Tricarboxílico ou Ciclo de Krebs). Essas duas 

moléculas de piruvato sofrem descarboxilação até a formação de precursores essenciais para o 

ciclo, oxaloacetato e acetil-CoA. As moléculas de CO2 liberadas durante as reações são 

armazenadas pela ação da enzima piruvato carboxilase, produzida pelo fungo para a síntese 

destes compostos. Este é um fator positivo que elimina uma volta completa no ciclo, com 

influência no saldo final, pois eleva o acúmulo de AC e evita o desperdício de substrato. Na 

via de pentose fosfato poucos carbonos são metabolizados gerando baixo acúmulo de AC 

(CLELAND; JOHNSON, 1954; LEGISA; MATTEY, 1986; PAPAGIANNI, 2007; MAX et 

al., 2010).  

A FIGURA I.4 esquematiza o fluxo da glicose até a formação de citrato em A. niger. 

Primeiramente, a glicose presente no ambiente extracelular é transportada para o citosol, que 

por meio da glicólise é convertida em duas moléculas de piruvato. Ainda no citosol, a partir 

do piruvato é formado o oxaloacetato por intermédio da enzima piruvato carboxilase. Em 

seguida, ocorre a sua conversão em malato, pela malato desidrogenase. Durante essas reações 

são produzidos 50% do NADH por via glicolítica. O malato tem papel ativo na superprodução 

do AC, por atuar no transporte do ácido dentro da mitocôndria (KUBICEK; PUNT; VISSER, 

2011; PAPAGIANNI, 2011). 
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FIGURA I.4 – REPRESENTAÇÃO DA FORMAÇÃO DE CITRATO 

 
FONTE: Adaptado de KUBICEK; PUNT; VISSER, (2011). 

 

Estima-se que o transporte de moléculas interna e externamente à mitocôndria tenha 

relação com um alto acúmulo de AC. A enzima citrato sintase, que regula a produção de 

citrato, situa-se na mitocôndria. O oxaloacetato, por sua vez, é produzido externamente, para, 

em seguida, ser transferido do citosol para a mitocôndria, onde se iniciam as reações de 

condensação. Portanto, este mecanismo controla a porcentagem de produção de AC por meio 

do transporte do citrato para o citosol antes da excreção (KARAFFA; KUBICEK, 2003).  

Ao final do ciclo o oxaloacetato é distribuído, tornando possível o recomeço do ciclo 

através de sua condensação com a molécula de acetil-CoA formando citrato, por meio da 

citrato sintase, e por fim gerando AC. O ácido sofre reações sequenciais com liberação de 

duas moléculas de CO2, o que reestrutura o oxaloacetato para iniciar uma nova volta no ciclo, 

sendo que, a cada volta, são produzidas duas moléculas de CO2 e ATP. Para um acúmulo de 

citrato, a enzima aconitase deve ser inibida pela limitação de concentração de ferro, para 

assim, o ciclo tornar-se ativo apenas para a formação de citrato (BEROVIC; LEGISA, 2007; 

MAX et al., 2010). 

A biossíntese de AC por A. niger é altamente dependente de enzimas regulatórias 

durante o ciclo. Alvarez-Vasquez, González-Alcón e Torres (2000) estimam que 

aproximadamente 13 regulações enzimáticas devam ser moduladas para se atingir um 

aumento de produção de AC.  

As enzimas requerem a presença de íons metálicos, os quais exercem uma forma de 

controle da atividade enzimática. Um a lto acúmulo de AC é alcançado quando a enzima α-
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cetoglutarato desidrogenase não é produzida em presença de altas concentrações de amônio e 

glicose. Os íons necessários ao desenvolvimento microbiano conhecidamente são o magnésio 

e o zinco, sendo afetado pela limitação de fonte de nitrogênio, fostato e quantidades 

insuficientes de manganês (ANGUMEENAL et al., 2002). 

A deficiência de manganês afeta diretamente a ação da fosfofrutoquinase, a qual 

regula o fluxo glicolítico. No interior da célula a presença de citrato inibe a glicólise; no 

entanto, sua ação é minimizada em condições favoráveis de componentes inibidores, como é o 

caso dos íons de amônia. A concentração de amônia possui um forte efeito sobre a 

fosfofrutoquinase. Essa concentração é aumentada com o processo de decomposição proteica 

em ambiente deficiente em manganês, o que propicia a formação da “piscina de amônia”, por 

meio da qual ocorre a inibição da enzima, o que termina favorecendo o acúmulo e transporte 

de AC (ANGUMEENAL et al., 2002; BEROVIC; LEGISA, 2007; LEGISA; MATTEY, 

2007). 

Ainda são poucas as respostas acerca da compreensão do percurso bioquímico que 

ocorre durante a produção de AC por A. niger. Atualmente, estudos são direcionados para a 

engenharia metabólica, tendo em vista as informações sobre a fisiologia dos fungos, 

mapeamento e identificação dos genomas. Sendo assim, é possível a mediação das atividades 

enzimáticas e o desenvolvimento de microrganismos fortemente produtores de AC, com 

melhor adaptação ao processo fermentativo e aos seus parâmetros, a partir da redução da 

liberação de compostos que interferem nesse acúmulo (SOCCOL et al., 2004). 

 

2.5 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO 

 

De um modo geral, Seviour et al. (2013) elencam os principais pontos para se atingir 

uma alta produção de AC, dentre os quais estão:  

A) altas concentrações de carbono e de oxigênio dissolvido, aproximadamente 50 g l-1 de 

açúcares são consumidos pelo fungo por difusão passiva; 

B) baixo pH – em torno de 2,5 – visando impedir a produção de outros ácidos; 

C) concentração – em conformidade com o substrato – de fosfato e limitação de metais 

pesados, principalmente manganês.  

O nível de rendimento da produção é afetado pela quantidade disponível de fonte de 

carbono, onde, à medida que se aumenta a concentração de açúcares, eleva-se o acúmulo de 

AC. Os açúcares são facilmente assimilados pelo fungo, com preferência por glicose, frutose 

e sacarose, para uma rápida produção de AC (MATTEY, 1992). A título de curiosidade, 
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Karaffa e Kubicek (2003) citam que a partir de 100 g de um substrato açucarado, é possível 

ser produzido aproximadamente 95 g de AC. 

O nível de umidade em (FES) é ajustado de acordo com a composição física da 

matriz sólida. Os fungos se adaptam melhor a substratos com umidade em torno de 20% a 

70%. Um baixo nível de umidade interfere negativamente no crescimento microbiano, da 

mesma maneira que altera a conformação física das partículas do substrato, o que acarreta um 

inchaço, o que, por sua vez, compromete a difusão de nutrientes e a estabilidade enzimática. 

No caso contrário, um nível elevado de umidade promove uma competição com outros 

microrganismos, ao ponto de limitar as trocas gasosas e gerar uma aglomeração das partículas 

do substrato (GOWTHAMAN; KRISHNA; MOO-YOUNG, 2001; CHUNDAKKADU, 

2005).  

A temperatura é outro parâmetro que pode apresentar influência negativa durante o 

processo fermentativo, seja para o crescimento celular, seja durante a estabilidade enzimática 

e a produção de biomoléculas. A remoção de excesso de aquecimento gerado pelo 

metabolismo microbiano durante a FES é impossibilitada pela pouca condutividade térmica 

presente em um substrato sólido. Para isso, uma melhor oxigenação do ambiente é necessária 

para a dissipação do calor excessivo (VIESTURS et al., 1981; PANDEY et al., 2001). Além 

de ter a função principal de dissipar o calor gerado removendo CO2, a aeração forçada fornece 

a quantidade ideal de oxigênio para o crescimento dos microrganismos e auxilia a 

transferência de umidade entre as partículas porosas do substrato (RAIMBAULT, 1998; 

PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000; PRADO; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2005a; 

RODRIGUES et al., 2013). No caso da aeração por difusão (sem aeração forçada) não há 

dissipação do calor, o que, em alguns casos, pode prejudicar o processo.  

As condições de aeração podem interferir no rendimento final de AC devido ao fato 

de que o CO2 é uma molécula importante durante o Ciclo do AC. Derivado das moléculas de 

piruvato, ele atua para o provimento de oxaloacetato à citrato sintase, que em grandes 

quantidades pode prejudicar os níveis finais de citrato e biomassa (PAPAGIANNI, 2007). O 

ambiente fermentativo necessita da presença de oxigênio dissolvido durante a produção de 

AC. O rendimento aumenta quando a aeração é elevada; caso seja interrompida, a sua 

influência passa a ser para a produção de biomassa. Em níveis adequados de oxigênio 

dissolvido, a quantidade de CO2 fornecida é suficiente para as reações enzimáticas. A enzima 

piruvato carboxilase age no substrato CO2 para produzir oxaloacetato, e, posteriormente, para 

obter o citrato (PAPAGIANNI, 2011).  
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Outro fator importante é o tamanho de partícula do substrato – geralmente, o 

tamanho mais adequado está entre 0,6 e 2 mm para FES. Este parâmetro tem relação com a 

difusão de nutrientes e oxigênio, e interfere, também, na quantidade inicial de substrato 

disponível para a assimilação do microrganismo. Substratos com partículas grandes possuem 

a vantagem de melhor aeração do meio, porém limitam o desempenho microbiano; as 

partículas menores, por outro lado, promovem uma melhor transferência de nutrientes 

(KRISHNA, 1999; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000; SOCCOL et al., 2017). 

O pH desempenha papel importante na produção de ácidos orgânicos, processo no 

qual o metabolismo é altamente dependente de reações enzimáticas. Neste sentido, as enzimas 

atuam em meios com pHs específicos. Andersen, Lehmann e Nielsen (2009) relatam que em 

pH entre 6 e 8 há um maior favorecimento à produção de ácido oxálico por A. niger; em pH 

próximo a 5,5 ocorre a produção de ácido glucônico e em pH 3 a produção de AC se inicia, 

sendo o pH ótimo aquele abaixo de 2. Uma produção adequada de AC requer um pH baixo, 

que dificulte a liberação de ácidos indesejáveis como o oxálico e glucônico,  e que, além disso, 

diminua o risco de contaminação durante o processo.  

Os esporos de A. niger germinam em um meio com pH em torno de 5.  Ao iniciar a 

produção de AC o pH do meio reduz – em torno de 2 – devido à assimilação dos sais de 

amônia pelo fungo e liberação de prótons. O pH do meio de fermentação pode ser diminuído 

com sais de amônio – nitrato e sulfato – e também pode ser alterado em decorrência do tipo 

de substrato e do metabolismo microbiano. Para a produção de AC os sais de fosfato não 

precisam estar em concentrações limitantes. Porém, quando há uma limitação nos níveis dos 

íons metálicos, a adição suplementar de fosfato ocasiona aumento de biomassa 

(PAPAGIANNI, 2007; MAX et al., 2010; ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013).  

Elementos minerais são essenciais para a produção de AC. O ferro é o íon principal, 

pois atua na ativação da acetil-CoA. Porém, em excesso, ativa a enzima aconitase que regula a 

produção do ácido isocítrico – um isômero de AC indesejável durante o processo capaz de 

reduzir o acúmulo final de AC. Além de contribuir para a produção de AC, o magnésio 

estimula a formação de biomassa. A presença de cobre, zinco e a baixa disponibilidade de 

fósforo aumentam a capacidade de produção do AC (MILSOM; MEERS, 1985; SATO; 

SUDO, 1999; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000; SOCCOL et al., 2004). Os íons de 

manganês também interferem nas funções celulares do fungo, como na esporulação, síntese 

da parede celular e produção de metabólitos secundários (PAPAGIANNI, 2011).  

Angumeenal e Venkappayya (2004) constataram que íons tais como molibdênio, 

cádmio, chumbo e cromo são estimulantes para a produção do AC em um meio contendo 
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glicose como fonte de carbono, os quais podem interagir com a estrutura da parede celular. 

Sabe-se que os íons de ferro e manganês podem afetar a morfologia das células. A 

concentração não controlada desses metais promove o crescimento de micélio não produtor de 

AC, enquanto que, um alto rendimento de produção é associado às células em formato de 

pellets (SAUER; MATTANOVICH; MARX, 2013). 

Além dos íons metálicos, a estrutura morfológica dos microrganismos pode ser 

alterada por fatores tais como pH, agitação e concentração dos demais nutrientes. Durante a 

fermentação submersa, os micélios são alterados pela agitação e aeração do meio. Nos 

primeiros dias de fermentação o fungo se desenvolve em formato de pellets. Esse formato 

favorece a transferência de calor junto à baixa viscosidade do meio de cultura; por outro lado, 

em alta concentração de ferro e manganês o fungo desenvolve filamentos incapazes de 

produzir AC, o que aumenta a viscosidade do meio nutritivo dificultando as trocas de calor  

(BEROVIC; LEGISA, 2007; PAPAGIANNI, 2011).  

A adição de alcoóis, em concentrações de até 6%, como etanol e metanol, favorece a 

produção de AC devido às suas interações com os íons metálicos, anulando o efeito inibidor, e 

sem interferir no metabolismo do fungo. O etanol age na redução da atividade da aconitase 

minimizando a degradação de AC e aumentando a atividade de outras enzimas presentes no 

ciclo. O metanol também altera a atividade de algumas enzimas do ciclo e altera a morfologia 

dos micélios, provocando a formação de pellets em fermentação submersa, o que estimula, 

por sua vez, a excreção de AC (SOCCOL et al., 2004; DHILLON et al., 2011a; 

VANDENBERGHE et al., 2016). 

 

2.6 SUBSTRATOS PARA A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO  

 

Diversos estudos são realizados para se encontrar um destino adequado aos resíduos 

agroindustriais. Por isso, estes estão sendo aplicados como substrato para a produção de 

diferentes biomoléculas. Apesar de serem classificados como resíduos, eles são materiais 

portadores de uma riqueza nutricional ainda remanescente e de interesse aos microrganismos, 

proveitosos em processos fermentativos, principalmente em FES. São, em grande parte, 

substratos compostos de alta concentração fibrosa e amilácea, e resíduos provenientes de 

diversas culturas, tais como: abacaxi, banana, kiwi, maçã, uva, polpa cítrica, bagaço de cana, 

arroz, mandioca, beterraba, batata, milho, palha de trigo, casca de café entre outros materiais 

celulósicos (SOCCOL et al., 2004; PRADO et al., 2005b). A TABELA I.3 apresenta a 

produção de AC a partir dos mais variados substratos e suas respectivas produções.  
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TABELA I.3 – SUBSTRATOS UTILIZADOS PARA A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO  
SUBSTRATO PRODUÇÃO (AC/S UBSTRATO) REFERÊNCIA 

Bagaço de cana 
75,45 g kg-1 a;  

97,81 g kg-1 tratamento alcalino;  
87,32 g kg-1 tratamento ácido  

Yadegary et al. (2013) 

Bagaço de maçã 
Bagaço de maçã 
Bagaço de maçã 

159,14 g kg-1 b Hoseyini, Asefi e Mozaffari (2011) 
294,19 g kg-1 b Dhillon et al. (2013) 
127,9 g kg-1 b Dhillon et al. (2011b) 

Bagaço de mandioca 347 g kg-1 b Vandenberghe et al. (2000) 
Cachos de palma o leaginosa 337,94 g kg-1 b Bari et al. (2009) 

Casca de banana 82 g kg-1 b Kareem e Rahman (2013) 
Casca de café 187,54 g kg-1 b Ramachandra et al. (2013) 

Casca de laranja  193 mg g-1 b Torrado et al. (2011) 
Espiga de milho  603,5 g kg-1 b Hang e Woodams (1998) 
Farelo de aveia 62 g kg-1 b Rao e Reddy (2013) 

Polpa cítrica  616,5 g kg-1 b Rodrigues et al. (2009) 
Polpa de tamarindo 14,07 mg  g-1 b Ajiboye e Sani (2015) 
Resíduo de abacaxi 60,61 g kg-1 b Kareem, Akpan e Aleb iowu (2010) 
Resíduo de cenoura 29 g kg-1 a Garg e Hang (1995) 
Vagem de alfarroba 264 g kg-1 b Roukas (1999) 

LEGENDA: a: baseado em açúcar consumido; b: baseado em substrato seco. 
FONTE: A AUTORA (2017). 

 

3 ÁCIDO ELÁGICO 

 

3.1 DEFINIÇÕES E CARACTERÍSTICAS 

 

Detalhando a sua estrutura, ilustrada na FIGURA I.5, o ácido elágico (AE) é formado 

por uma dilactona do ácido hexahidroxidifênico (HHDP) e quatro anéis aromáticos (que 

conferem termoestabilidade), os quais representam zonas hidrofílicas e lipofílicas, 

respectivamente. Seu peso molecular é de 338,2 g mol-1 com ponto de fusão de 362 °C. Essas 

características conferem ao AE uma baixa solubilidade em água, com melhor solubilidade em 

solventes polares como o metanol e etanol (BALA et  al., 2006). O AE está presente na 

natureza em três formas: elagitaninos, onde o ácido HHDP forma ésteres com açúcar; AE 

livre e AE glicosídico – sendo estes os menos frequentes (ZAFRILLA; FERRERES; 

TOMÁS-BARBERÁN, 2001). A hidrólise do elagitanino produz o HHDP, espontaneamente 

lactonizado em AE. Na FIGURA I.5, as setas indicam os carbonos suscetíveis a ataques 

eletrofílicos por solventes orgânicos.  
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FIGURA I.5 – ESTRUTURA DO ÁCIDO ELÁGICO FORMADA A PARTIR DA HIDRÓLISE DO 
ELAGITANINO 

 
FONTE: Adaptado de HÄKKINEN et al. (2000). 

 

Os elagitaninos são taninos precursores do AE. Os taninos se dividem nas seguintes 

classes: galotaninos (GT), elagitaninos (ET), taninos complexos e taninos condensados. Essa 

divisão pode ser observada na FIGURA I.6.  

 
FIGURA I.6 – CLASSIFICAÇÃO DOS TANINOS  

 
FONTE: Adaptado de KHANBABAEE; REE (2001).  

 

Os taninos são produtos do metabolismo secundário dos vegetais, distribuídos por 

toda a estrutura vegetal, e atuam como protetores dos tecidos em caso de ataque de insetos e 

microrganismos (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). Possuem alta massa 

molecular, que varia dentre 500 a 3000 Da, definidos como compostos fenólicos solúveis em 

água, cuja principal característica é a habilidade em precipitar proteínas. Essa interação 

resulta na formação de substâncias adstringentes que participam no mecanismo de defesa 

celular e também relacionadas com o estádio de maturação das frutas, o nde, a redução da 

adstringência indica um sinal de maturação (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004; 

MELO, 2008; GONÇALVES, 2012).  

Mueller-Harvey (2001) afirma que os taninos hidrolisáveis são sintetizados por uma 

ampla variedade de plantas e árvores, geralmente utilizadas para a alimentação animal, com 
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ocorrência em madeiras, cascas, folhas, frutos e galhos. Os taninos mais complexos, como 

elagitaninos, também são derivados biosinteticamente de pentagaloilglicose por reações 

oxidativas entre unidades de ácido gálico. De acordo com Pansera et al. (2003), os taninos são 

aplicados em diversos segmentos industriais, tais como: clarificantes em vinhos e 

antioxidantes em sucos de frutas e bebidas; corantes na indústria têxtil; produção de 

borrachas; como agente coagulante e floculante em tratamento de água; curtimento do couro, 

onde ocorre a associação de compostos polifenólicos ao colágeno.  

Os galotaninos são componentes do grupo de taninos hidrolisáveis mais simples, 

formados por unidades galoil ligados a um núcleo glicosídico, contendo um resíduo poliol ou 

polifenol. Assim como os elagitaninos, são suscetíveis a hidrólises por ácido, base ou 

enzimas, geralmente a tanase (KHANBABAEE; REE, 2001; AGUILERA-CARBÓ, 2009).  

Os elagitaninos, também pertencentes ao grupo dos taninos hidrolisáveis, são 

compostos de ésteres do ácido HHDP com um poliol, geralmente uma glicose. São 

classificados de acordo com o número de grupos HHDP na molécula, formando estruturas 

monoméricas até oligômeros e polímeros. Quando expostos a condições ácidas ou básicas, a 

estrutura sofre hidrólise nas ligações éster, liberando o açúcar, e formando de maneira 

espontânea o AE. Através de uma lactonização esse rearranjo espontâneo permite a detecção e 

quantificação do ácido (CLIFFORD; SCALBERT, 2000; AGUILERA-CARBÓ et al., 2008a). 

Geralmente, os elagitaninos derivam de um mesmo precursor, o penta-O-galoil-β-D-glicose, 

que sofre oxidação e forma os resíduos galoil com ligações éster (HASLAM, 1989). Ainda na 

estrutura vegetal, os monômeros de elagitaninos quando sofrem oxidação podem formar de 

dímeros a tetrâmeros, com massa molecular que pode chegar a 4000 Da (CLIFFORD; 

SCALBERT, 2000). 

Os taninos complexos possuem uma unidade de catequina unida aos resíduos de 

galotanino ou elagitanino por ligações glicosídicas (KHANBABAEE; REE, 2001). 

Os taninos condensados são polímeros de flavan-3,4-diol sem molécula de açúcar em 

sua estrutura e suas ligações carbono-carbono não são suscetíveis a novas ligações após a 

hidrólise, tal como ocorre com os taninos hidrolisáveis (AGUILERA-CARBÓ, 2009). 

O interesse pelo AE aumentou a partir do desenvolvimento de estudos considerando 

sua possível atividade antimutagênica e anticarcinogênica. Também tem demonstrado 

propriedades antioxidantes como um efeito inibidor em peroxidação lipídica em testes in vitro 

(HÄKKINEN et al., 2000). A descoberta do AE remonta ao ano de 1968, quando Bhargava e 

Westfall, em um experimento com ratos com câncer de mama, administraram o extrato de 

nozes e obtiveram a regressão dos tumores. Em 1982, Wood e colaboradores renovaram o 
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interesse pelo ácido por este ter apresentado inibição a benzo-α-pireno-7,8-diol-9, IO-epoxi-2 

de mutações induzidas em Salmonella typhimurium e em células V79 de hamsters chineses.  

Estudos também são realizados para se conhecer como o AE é absorvido no intestino humano. 

A absorção é possibilitada pelo potencial da microflora intestinal em metabolizar o AE e seus 

derivados em um composto nomeado Urolitina A, conforme demonstrado pelo esquema na 

FIGURA I.7. Como exemplo, o elagitanino peduncalagina, presente na fruta romã, é 

hidrolisado pelo pH do ambiente intestinal ou pela ação da micro flora presente no intestino, 

formando o AE, também degradado pela ação da microbiota, resultando na excreção do 

composto Urolitina A, conhecido por inibir a proliferação de células cancerosas no cólon 

intestinal. O desempenho da microflora provavelmente está ligado à ação de uma bactéria 

específica, ainda não conhecida (GONZÁLEZ-SARRÍAS et al., 2009; LANDETE, 2011).  

 
FIGURA I.7 – METABOLIZAÇÃO DO ELAGITANINO E ÁCIDO 

ELÁGICO NO INTESTINO HUMANO 

 
FONTE: Adaptado de LANDETE (2011).  

 

Em seu estudo, Sharma et al. (2010) comentam que o composto Urolitina A, 

resultante da hidrólise de elagitaninos no intestino humano, quando em quantidade 

considerável pode apresentar atividade inibitória das células cancerosas em proliferação.  

Além de serem integrantes do mecanismo de defesa da estrutura vegetal, os taninos 

são utilizados pela medicina asiática como agentes bactericidas e fungicidas  – atividades 

resultantes principalmente da ação antioxidante e sequestradora de radicais livres, também da 
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complexação com íons metálicos ou com outras moléculas como proteínas e polissacarídeos 

(HAYOUNI et al., 2011). 

Aguilera-Carbó (2009) e Landete (2011) listaram diversas atividades exercidas pelos 

elagitaninos e AE, apresentadas no QUADRO I.5. 

 
QUADRO I.5 – EFEITOS BIOLÓGICOS DE ELAGITANINOS E ÁCIDO ELÁGICO 

ATIVIDADES  EXEMPLOS  REFERÊNCIAS  

 
Antioxidante 

Em sucos de romã, o elag itanino punicalagina é o 
responsável; 

O consumo de morangos pode aumentar a capacidade 
antioxidante no organismo pela presença de elagitaninos  

Gil et al. (2000);  
Henning et al. (2010) 

 
Estrogênica e/ou 
Antiestrogênica 

Atividade apresentada pelo ácido elágico em células MCF-
7 derivadas do câncer de mama; 

Urolit inas A e B 

Papoutsi et al. (2005);  
Larrosa et al. (2006) 

 
Anticarcinogênica 

Atividade apresentada pelo ácido elágico em 
carcinogênese no cólon de ratos; 

Extratos de romã contendo elagitaninos podem reduzir 
câncer de próstata humano por inib ir o caminho 

angiogênico 

Umesalma e Sudhandiran 
(2010); 

Albrecht et al. (2004) 

 
Antimicrobiana  

Elagitaninos punicalaginas inibiram o crescimento de 
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa; 

Extratos contendo elagitaninos inibiram microrganismos 
patogênicos como Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae e 

Campylobacter spp. 

Reddy et al. (2007);  
 

Scalbert (1991) 

 
Prebiótica  

Elagitanino punicalagina aumentou significat ivamente o 
crescimento de Bifidobacterium breve e Bifidobacterium 

infantis; 
E aumentou o crescimento de Bifidobacterium spp. e 

Lactobacillus spp. 

Bialonska et al. (2009); 
 

Bialonska et al. (2010) 

Anticolesterol Prevenção de problemas cardíacos inib indo a síntese de 
colesterol por ação de elagitaninos Abe et al. (2001) 

Quimioprotetor Ácido elágico reduz a incidência de N-2- 
fluorenilacetamida induzida (tumor de fígado) Ahn et al. (1996) 

FONTE: Adaptado de AGUILERA -CARBÓ (2009) e LANDETE (2011).  
 

3.2 SÍNTESE DO ÁCIDO ELÁGICO 

 

O composto mais aceito como o precursor majoritário de elagitaninos e galotaninos 

em vegetais é o 1,2,3,4,6,-penta-O-galloyl-β-Dglicose (PPG). Sua oxidação ocorre por ação 

enzimática da polifenoloxidase (lacase) que catalisa a formação do ácido HHDP. Para a 

biosíntese do PPG é necessária uma série de posições específicas para que ocorra a reação da 

enzima galoiltransferase, e isso depende do principal composto doador de acil, o  β-

glucogallin, que pode originar também complexos de galotaninos (AGUILERA-CARBÓ et 

al., 2008a). A FIGURA I.8 ilustra a rota biossintética de produção de ácidos orgânicos a partir 

de elagitaninos. Todo o processo está cercado de enzimas ainda desconhecidas, mas 

fundamentais para a transformação dos compostos.  
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FIGURA I.8 – BIODEGRADAÇÃO DE ELAGITANINOS ATÉ ÁCIDOS ORGÂNICOS  

 
LEGENDA: Enzima desconhecida (E?), tanino acil h idrolase (TAH), peroxidase (PO), polifenoloxidase (PFO), 
                     ácido gálico descarboxilase (GAD), p irogalo ild ioxigenase (PGDOX), hidroxiltransferase (OHT),  
                     pirogaloildesidroxilase (PGDOH), floroglucinol hid rolase (PGH), monoxigenase (MOX), 
                     lactonização espontânea ou catalisada enzimaticamente (Q?).  
FONTE: Adaptado de AQUILERA-CARBÓ et al. (2008a). 
 

3.3 PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO 

 

Comercialmente, o AE é produzido somente por síntese química. Isto implica em 

alto custo, uma vez que é necessário o emprego de grandes quantidades de solventes e ácidos 

fortes em processos demorados que exigem equipamentos sofisticados. No entanto, este 

grande dispêndio de trabalho propicia uma produção de baixo rendimento e com o risco de 

contaminação do produto. Devido ao seu alto custo, a exploração do AE ainda é pequena e 

para contornar essas condições, nos últimos anos pesquisadores têm testado microrganismos 

produtores de enzimas para atuarem como catalisadoras da hidrólise de elagitaninos até o AE. 

Dessa forma, aumenta-se o rendimento e a qualidade do produto, além de facilitar-se o 

processo de obtenção do ácido orgânico com o possível estudo das enzimas produzidas 

(CRUZ-ANTONIO et al., 2010). 
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A aplicação do AE está limitada à indústria de cosméticos: em cremes com efeitos 

rejuvenescedores, em cremes com efeitos clareadores de pele, aplicações em tratamentos 

clareadores e perfumes (AGUILERA-CARBÓ et al., 2008a). 

 

3.4 FONTES NATURAIS DE ÁCIDO ELÁGICO  

 

Tomás-Barberán e Clifford (2000) informam que o AE é um dos principais 

componentes das frutas que geralmente consumimos, principalmente as berries, por 

possuírem maiores quantidades do ácido – em torno de 15 vezes mais do que outras frutas. 

Outras fontes de AE na dieta, conforme Sharma et al. (2010), são nozes, romã, castanhas, 

uvas muscadine, amêndoas e bebidas envelhecidas em barris de carvalho.  

Anttonen e Karjalainen (2005) relatam que a concentração do ácido em framboesas 

varia conforme a cultivar – estando em torno de 38 a 118 mg g-1 de fruta seca. Os autores 

dizem ainda que, nas framboesas, os principais elagitaninos encontrados são o saguinin H-6 e 

lambertin, os precursores do AE na fruta. 

O conteúdo de AE varia de acordo com o tipo de fruta, com o tipo de cultivar e com 

o estádio de maturação. Se a amostra for analisada no estado in natura, o AE estará presente 

na forma dos precursores elagitaninos, compostos solúveis em água; ou se a amostra a ser 

analisada sofreu algum processamento ou esteve armazenada, é possível que uma fração do 

AE esteja presente na forma livre, de baixa solubilidade em água (PINTO, 2008). 

Em comparações com o grau de maturação de uvas moscatel, estes frutos maduros 

contém elevada concentração de AE em relação às frutas menos maduras, o que pode ser 

justificado levando-se em conta o processo de hidrólise acelerada que ocorre durante sua 

maturação, na qual a hidrólise atua sobre os elagitaninos e libera o AE (LEE; TALCOTT, 

2004). 

Häkkinen et al. (2000) analisaram o conteúdo de AE em frutas berries durante o 

processamento e armazenamento por meio de extrações com metanol e ácido clorídrico para 

posterior injeção em CLAE. Os melhores resultados foram 40,3 mg 100 g-1 em morango in 

natura (base úmida); 38,4 mg 100 g-1 em morango congelado e armazenado a -20 °C por 3 

meses; 30,5 mg 100 g-1 em morango congelado e armazenado por 6 meses; e 24,9 mg 100 g-1 

em morango armazenado e congelado por 9 meses. Em amostras de framboesa vermelha, os 

teores de ácido foram de 70,8 mg 100 g-1 na fruta in natura; 63,8 mg 100 g-1 na fruta 

armazenada e congelada a -20 °C por 3 meses; 61,6 mg 100 g-1 na fruta armazenada e 

congelada por 6 meses; e 49,9 mg 100 g-1 na fruta armazenada e congelada por 9 meses.  
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Durante o processamento do morango em geleia, os melhores resultados foram: 23,8 mg    

100 g-1; 24 mg 100 g-1; 25,4 mg 100 g-1; 21 mg 100 g-1 para o armazenamento inicial a 5 °C e 

para 3, 6 e 9 meses, respectivamente. Os autores comentam que o conteúdo de AE em 

morangos durante o armazenamento, aumentou significativamente mesmo com concentrações 

elevadas de CO2 – o que pode ser justificado pela degradação dos elagitaninos.  

Vekiari et al. (2008) realizaram a extração com metanol a partir dos frutos e da casca 

de árvores de castanha, com posterior hidrólise em ácido trifluoracético 2 N para a 

determinação do conteúdo de AE por CLAE. O conteúdo de AE na casca variou de 0,71 a 

21,6 mg g-1 de peso seco em amostras não hidrolisadas. Para as amostras hidrolisadas, os 

valores variaram de 2,83 a 18,4 mg g-1 de peso seco. Nos frutos, o conteúdo de AE no 

pericarpo não hidrolisado foi de 0,04 e 0,19 mg g-1, e no pericarpo hidrolisado foi entre 0,74 e 

5,98 mg g-1. Na película os valores corresponderam a 0,03 – 0,091 mg g-1 para amostras não 

hidrolisadas, e 0,54 a 0,79 mg g-1 para amostras hidrolisadas. O AE se apresentou 

principalmente na forma de elagitanino nas cascas e películas; nas polpas, os autores 

encontraram apenas traços de AE. 

 

3.5 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ÁCIDO ELÁGICO 

 

Visando uma produção eficiente de AE, convertido a partir dos elagitaninos por 

hidrólise, é necessário a ocorrência de uma ação sinérgica de um complexo enzimático capaz 

de romper as ligações ésteres, ligações C-glicosídicas e ligações carbono-carbono. Para essa 

conversão, além das enzimas comerciais, as tanases acil hidrolases são enzimas usualmente 

utilizadas para romper ligações ésteres, obtidas a partir de microrganismos; já as celulases e 

xilanases, também produzidas por microrganismos, atuam na quebra das ligações C-

glicosídicas e ligações carbono-carbono. Essas enzimas podem ser produzidas a partir da 

fermentação dos elagitaninos e aplicadas para a produção do AE – processo este que pode 

aumentar o potencial de rentabilidade do ácido e evitar o encarecimento de produção com o 

uso das enzimas comerciais (HUANG et al., 2007). Os microrganismos relatados na literatura 

capazes de produzir tais enzimas estão listados na TABELA I.4.  
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TABELA I.4 – CEPAS FÚNGICAS E FONTES VEGETAIS MAIS COMUNS PARA A PRODUÇÃO DE 
ÁCIDO ELÁGICO 

MICRORGANIS MO FONTE DE 
ELAGITANINOS  PRODUÇÃO REFERÊNCIAS  

Lentinus edodes Bagaço de mirtilo  350 μg g-1 Vattem e Shetty (2003) 
Rhizopus oligosporus Bagaço de mirtilo  375 μg g-1 Vattem e Shetty (2002) 

Aspergillus niger SHL 6 Casca de carvalho 160 mg  g-1 Huang, Ni e Borthwick 
(2005) 

Aspergillus niger GH1e 
Aspergillus niger PSH Casca de romã 6,3 mg g-1 e 4,6 mg g-1 Robledo et al. (2008) 

Aspergillus niger GH1 Casca de romã 12,39 mg g-1 Aguilera-Carbó (2009) 

Aspergillus niger PSH Plantas creosote e  
tar bush 4,74 mg g-1 e 7,56 mg g-1 Ventura et al. (2008) 

FONTE: Adaptado de CRUZ et al. (2011). 
 

Ventura et al. (2008) realizaram a produção de AE a partir das plantas creosote e tar 

bush por intermédio do fungo Aspergillus niger PSH. Para a extração dos taninos utilizaram 

acetona 70% e H2SO4 e quantificação pelo método de Wilson e Hagerman (1990). A 

biodegradação dos elagitaninos a AE foi equivalente para as duas plantas: a concentração 

inicial de AE para a planta tar bush foi de 2,72 mg g-1 e para a planta creosote foi de 2,49 mg 

g-1. Após 96 horas de fermentação, o acúmulo foi de 4,74 mg g-1 e 7,56 mg g-1 para as plantas 

creosote e tar bush, respectivamente. 

Vattem e Shetty (2003) testaram a produção de AE por intermédio do fungo Lentinus 

edodes tendo a fruta cranberry como substrato. Foram realizadas extrações com água e com 

etanol e posterior análise em CLAE. Durante a fermentação, o extrato aquoso contendo 

NH4NO3 como fonte de nitrogênio levou a um aumento do conteúdo de AE em 49% a partir 

do quinto dia, o que corresponde a uma concentração de 116 μg g-1 (base seca) de polpa. Com 

o uso de proteína hidrolisada de peixe como fonte de nitrogênio no extrato aquoso, o conteúdo 

de AE aumentou 37% a partir do quinto dia, correspondendo a 107 μg g-1 (base seca) de 

polpa, de um conteúdo inicial do ácido de 78 μg g-1 (base seca), havendo decréscimo após o 

quinto dia de fermentação. No extrato etanólico, com proteína hidrolisada de peixe como 

fonte de nitrogênio, o conteúdo de AE aumentou 35% a partir do quinto dia (320 μg g-1 base 

seca de polpa) com um rápido decréscimo e estabilização até o décimo quinto dia. Com 

NH4NO3 como fonte de nitrogênio, o conteúdo do ácido aumentou gradualmente até o décimo 

quinto dia de fermentação em 23%, partindo de uma concentração inicial de 260 μg g-1 de 

polpa (base seca) para 350 μg g-1 (base seca). 
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3.6 TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA SEPARAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE ÁCIDO 

ELÁGICO 

 

Os elagitaninos são detectados e quantificados através da sua exposição a ácidos ou 

bases, ocorrendo hidrólise das ligações éster e liberando as unidades do ácido HHDP. Essas 

unidades sofrem um rearranjo, de maneira espontânea, formando o AE (CLIFFORD; 

SCALBERT, 2000). Essa reação de hidrólise torna possível a detecção e quantificação dos 

elagitaninos, determinados em AE, com leituras em equipamentos de cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE). Uma boa reprodutibilidade de resultados depende do solvente 

utilizado para a extração dos taninos da amostra, bem como o extrato obtido ser submetido a 

uma hidrólise prévia à análise de cromatografia (TOMÁS-BARBERÁN; CLIFFORD, 2000). 

Muitas técnicas de purificação do AE estão sendo desenvolvidas, como por exemplo, 

as colunas de separação Dianion LP-20 ou Sephadex LH-20, Sep-Pak TC18 e cartucho Bond 

Elut PSA que permite a separação dos compostos – sendo este último o mais utilizado. Para a 

detecção e quantificação, o uso de CLAE é o mais indicado, com métodos baseados em fase 

reversa de coluna C18 com solventes como metanol, etanol, acetonitrila, misturados com água 

ou água acidificada por ácido acético ou fosfórico. A maior dificuldade relatada é que o uso 

de solventes de alta polaridade leva a tempos de retenção longos. Quando há o uso de 

gradiente de solvente, o tempo de retenção aumenta de 30 a 60 minutos (AGUILERA-

CARBÓ et al., 2008b).  

Com relação ao uso de solventes, Daniel et al. (1989) realizaram testes para 

estabelecer o melhor solvente de extração e concluíram que ambas as misturas de 

acetona:água (4:1, v/v) e metanol puro foram eficientes. Para a hidrólise, após a extração, 

utilizaram o ácido trifluoracético 2N durante 2 horas a uma temperatura de 100 °C e 

concluíram, também, que hidrólises por tempos prolongados não liberam maiores 

concentrações de AE. 

Hartzfeld et al. (2002) comentam que o método espectrofotométrico desenvolvido 

por Wilson e Hagerman (1990) para determinar AE requer grande quantidade de piridina 

como solvente, a qual possui risco de toxicidade em análises de rotina. A metanólise do 

método de Lei, Jervis e Helm (2001), que utilizaram cromatografia, foi bem sucedida, porém 

exige equipamentos sofisticados. A partir deste ponto de vista, o método de reação com iodeto 

de potássio para taninos hidrolisáveis, que consiste em uma extração com metanol e ácido 

sulfúrico, foi testado pelos autores. A leitura foi realizada em espectrômetro após a reação 

colorimétrica do extrato com iodeto de potássio em comprimento de onda de 525 nm. Os 
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autores chegaram à conclusão de que compostos polifenólicos como ácido gálico, AE e 

taninos condensados não formam produtos com coloração avermelhada após reação com 

KIO3. Galotaninos simples são detectáveis, pois as unidades galoil sofrem oxidação pelo 

KIO3 formando coloração amarela; porém, compostos mais complexos como elagitaninos não 

são estimados. A seguir, na TABELA I.5, estão listados diversos experimentos para 

determinação de AE, com os seus respectivos métodos e resultados. 

 
TABELA I.5 – MÉTODOS DESENVOLVIDOS PARA A DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO 

SUBSTRATO MÉTODO RES ULTADOS REFERÊNCIAS  

Casca de romã 

Extrato aquoso; Extrato 
água-metanol; Extrato 

metanólico. Quantificação 
em CLAE 

41,67 mg g-1; 42,78 mg g-1; 54,09 mg g-1 Nascimento 
(2013) 

Morangos e 
framboesas 

(frescos, polpa e 
sementes) 

Extração com metanol puro e 
TFA 2N. Quantificação em 

CLAE 

Morangos: 300 μg g-1 (bs); polpa 52,2 μg g-1 
(base úmida), sementes 38 μg g-1 (bu) 

Framboesas: 400 μg g-1 (bs), polpa 9,1 μg g-1 
(bu), sementes 275 μg g-1 (bu) 

Daniel et al. 
(1989) 

Madeiras de 
castanha e carvalho 

Extração com Etanol e HCl. 
Quantificação em CLAE 

22 mg g-1 para castanha e 9 mg g-1 para 
carvalho 

Peng, Scalbert e  
Monties (1991) 

Madeiras de 
carvalho, noz e 

castanha 

Extração com metanol. 
Quantificação em CLAE 

Carvalho vermelho da Europa: 19, 24 e 63 mg 
g-1; Carvalho branco da América do Norte 41 
mg g-1; noz da Europa 28 mg g-1; castanha da 

Europa 89 mg g-1 

Bianco, Handaji 
e Savolainen 

(1998) 

Comparações sobre 
o conteúdo de AE 

em várias partes de 
uvas muscadine  

Extração com metanol. 
Quantificação em CLAE 

Casca cv. Cowart 162 mg  kg-1; polpa cv. 
Albemarle 24,5 mg kg-1; suco cv. Albemarle 

23,4 mg kg-1 

Lee e  Talcott 
(2004) 

Framboesas com 
diferentes graus de 
maturação (1, 2, 3) 

Extração com metanol 

Framboesas de San Mateo Acatitlán 0,51 mg 
kg-1, 1,95 mg kg-1 e 5,38 mg kg-1, 

respectivamente.  
Framboesas de Tlamimilolpa 0,74 mg kg-1, 

0,74 mg kg-1 e 3,25 mg kg-1 respectivamente 

Salinas-Moreno 
et al. (2009) 

Comparação do 
conteúdo de AE em 
morangos e outras 

frutas de 
importância 
comercial  

Extração com acetona e HCl. 
Quantificação em 
espectrofotômetro 

(WILSON; HAGERMAN, 
1990) 

0,5 mg g-1 (bs) em morangos; 0,07 mg g-1 em 
maçãs verdes; 0,02 mg g-1 em bananas; 0,04 

mg g-1 em peras; 0,06 mg g-1 em abacaxis; 0,07 
mg g-1 em ameixas; e 0,04 mg g-1 em 

tangerinas. O AE não foi encontrado em maçã 
vermelha, kiwi e laranja  

Williner, 
Pirovani e 

Güemes (2003) 

Framboesa 
vermelha e 
morango 

Extração com metanol e 
HCl. Quantificação em 

CLAE 

Framboesa vermelha 1,6 g kg-1 (bu) e 0,31 g 
kg-1 (bu) para morangos 

Matilla e 
Kumpulainen 

(2002) 
 

Diferentes plantas 
Extração com metanol e 
HCl. Quantificação em 

CLAE 

Punica granatum 33,79 mg g-1; Punica 
granatum vermelha 12,8 mg g-1; Euphorbia 

antisyphyllitica 2,18 mg g-1; Flourensia cernua 
1,59 mg g-1; Tumera diffusa selvagem 0,81 mg 
g-1 e Jatropha dioica 0,81 mg g-1 (bases secas) 

Aguilera-Carbó 
et al. (2008b) 

FONTE: A AUTORA (2017). 
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CAPÍTULO II – PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO A PARTIR DE CASCA DE 

CACAU 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Embora o cultivo do cacau seja uma prática antiga e o mercado do fruto seja vasto, o 

seu processamento ainda não demonstrou progresso em relação à tendência de uma cultura 

sustentável. Atualmente, são poucas as aplicações dos resíduos do processamento industrial 

de cacau. Estudos iniciais para a solução desse problema ambiental estão sendo realizados. 

Em países produtores do fruto, a exportação das cascas de cacau é uma alternativa à sua 

disposição inadequada, uma vez que os países importadores de resíduos de cacau (cascas, 

polpa e cascas das amêndoas) não possuem clima e solo favoráveis ao cultivo do fruto; 

contudo, desenvolvem aplicações variadas aos resíduos (DELLA; KÜHN; HOTZA, 2005; 

ODDOYE; AGYENTE-BADU; AKOTO, 2013). 

De modo geral, os resíduos possuem nutrientes e propriedades importantes com 

potencial de uso para a produção de biocombustíveis (DELLA; KÜHN; HOTZA, 2005), 

alimentos (DINIZ; DRUZIAN; AUDIBERT, 2012; SANTOS, 2012), cosméticos (KARIM et 

al., 2016), ração animal (ODDOYE et al., 2010), energia (SYAMSIRO et al., 2012), 

fertilizantes (SODRÉ et al., 2012), compostos bioativos (ADOMAKO, 1972; DONKOH et 

al., 1991; BONVEHÍ; COLL, 1999), entre outros.  

A casca de cacau é um resíduo do processo de retirada das amêndoas que são 

destinadas à produção de chocolate com grande quantidade de nutrientes, tais como proteínas 

(entre 12 e 18 g 100 g-1), aminoácidos (315 mg), conteúdo lipídico (3 g 100 g-1), açúcares (3 g 

100 g-1) e diversos minerais. Apresenta, também, uma composição rica em material 

lignocelulósico e compostos fenólicos (ADOMAKO, 1972; BONVEHÍ; COLL, 1999).  

Como a casca de cacau representa 80% do peso seco de todo o fruto (FIGUEIRA; 

JANICK; BEMILLER, 1993), é frequente o seu descarte nas plantações do cacaueiro, o que 

ocasiona o aparecimento de doenças se disposta sem tratamento prévio. Deste modo, a 

exploração do resíduo é tema importante em se tratando da questão ambiental.  

Diversas análises podem ser realizadas para a caracterização físico-química da casca 

de cacau, tais como as gravimétricas para determinação de cinzas e de umidade, determinação 

de açúcares e proteínas, quantificação do conteúdo de matéria celulósica, fração lipídica e 

íons solúveis. A umidade de uma amostra é determinada pelo binômio tempo x temperatura de 

secagem, calculada pela diferença entre a massa inicial e a massa final após a secagem. 
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(ZORZETO, 2011). As cinzas representam a fração inorgânica que compõe a substância 

amostral, sendo obtidas pela incineração de amostras em mufla aquecida em temperaturas 

entre 550 e 575 °C, e determinadas pela diferença entre a massa inicial e a massa final após a 

incineração (IAL, 2008). 

O pH é um parâmetro que interfere na estabilidade de processos bioquímicos e 

biotecnológicos, uma vez que representa as relações entre acidez e alcalinidade. Sua 

identificação consiste na medição eletrônica da concentração de íons de hidrogênio em uma 

amostra através de um pHmetro com dois eletrodos (FERNANDES; OLIVEIRA, 2015). A 

medição da atividade de água busca determinar o volume de água livre em uma amostra, 

definida pela relação Aw = p/p0, onde p significa a pressão de vapor de água na amostra e p0 

significa a pressão de vapor da água pura (BRASIL, 2014). 

A quantificação de proteínas auxilia em análises físico-químicas e permite o 

acompanhamento em processos de finalidades diferentes. São disponíveis metodologias para a 

determinação de proteínas solúveis e totais, sendo o método de Bradford (1976) um dos mais 

utilizados. Estimar os açúcares é importante quando se trata dos processos fermentativos, pois 

permite identificar quanto de açúcar está disponível em uma amostra para o microrganismo 

consumir e produzir um bioproduto desejado (PASTORE; BICAS; MARÓSTICA, 2013). Os 

métodos mais utilizados são o de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1945) e 

DNS de Miller (1959). 

Em um bioprocesso, a cromatografia iônica auxilia na caracterização de substratos, 

cuja composição influencia diretamente no metabolismo dos microrganismos e formação de 

produto. O cromatógrafo é constituído de uma fase estacionária (sólido), e uma fase móvel 

(líquido). A análise consiste na separação dos cátions e ânions pela interação eletrostática 

entre os íons presentes na amostra e os contra- íons presentes na fase estacionária (KLEIN, 

2010; ALCAIDE, 2014).   

Com um mercado mundial bilionário, estimado para o ano de 2020 em US $ 3,6 

bilhões (MARKETS; MARKETS, 2016), o ácido cítrico (AC) possui diversas aplicações. 

Além de ter um papel intermediário durante o ciclo de respiração celular dos animais, o AC é 

naturalmente presente em frutas cítricas, sendo considerado um ácido biodegradável e de 

pouca toxicidade. A indústria alimentícia detém 70% de toda a sua aplicação, devido as suas 

propriedades antioxidantes, acidulantes, flavorizantes e reguladoras de acidez. As demais 

aplicações estão distribuídas entre 12% para a indústria farmacêutica e 18% em outras áreas 

(ração animal, têxtil e tratamento de efluentes). O AC pode ser sintetizado pela fermentação 

de Aspergillus niger em substratos ricos em açúcar (VANDENBERGHE et al., 2000; 
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RODRIGUES, 2006). A produção de AC por FES possui a vantagem do uso de resíduos 

agroindustriais diretamente no processo fermentativo – como fonte de carbono, como 

substrato e como suporte – contribuindo, também, para a questão ambiental. A matriz sólida 

deve apresentar umidade em torno de 65% a 70%, uma vez que simula o habitat natural do 

fungo. É uma técnica simples e que não necessita de maiores investimentos, com menor risco 

de contaminação por bactérias e melhor circulação de oxigênio, gerando menor volume de 

efluentes.  

O foco principal deste capítulo é a caracterização físico-química parcial da casca de 

cacau e a exploração de seu potencial como substrato para fermentação. Neste sentido, é 

proposta uma alternativa de uso que visa à produção de AC por FES. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todo o procedimento experimental foi realizado nos laboratórios da Divisão de 

Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da UFPR em Curitiba/PR, Brasil. 

 

2.1 CASCA DE CACAU 

 

As cascas de cacau foram obtidas e preparadas a partir do fruto cacau in natura, 

proveniente de fazendas cacaueiras da região Norte do Brasil, no Estado do Pará, variedade 

Forastero, em parceria com a Universidade Federal do Pará, por meio da Rede Biocau – Lote 

2015. As cascas foram desidratadas em estufa Nova Ética 400/ND com circulação de ar a     

50 °C por até 48 horas. Posteriormente, foram fragmentadas e moídas em moinho de facas 

Cienlab Willey DL, sendo classificadas granulometricamente em diferentes frações em 

agitador de peneiras Bertel VP-01. O material com tamanho reduzido é peneirado na malha 

USS/ASTM No. 20, para posterior utilização da fração que compreende o tamanho de 

partícula de 2,00 – 0,84 mm. 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DA CASCA DE CACAU 

 

Todas as análises de caracterização físico-química da casca de cacau foram 

realizadas em triplicata.  
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2.2.1 Cinzas e Umidade 

 

As determinações do teor de cinzas seguiram a metodologia do National Renewable 

Energy Laboratory (NREL, 2008), e as determinações de umidade seguiram a metodologia do 

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Os resultados foram calculados a partir da diferença de 

massa amostral. 

 

2.2.2 Atividade de água e pH 

 

Para mensurar a atividade de água, foram realizadas análises diretamente com a 

casca de cacau seca, em equipamento AquaLab CX-2.  A medição do pH da amostra sólida 

foi realizada a partir do extrato aquoso da casca de cacau com o uso do potenciômetro MS 

Tecnopon mPA 210.  

 

2.2.3 Açúcares redutores 

 

Os teores de açúcares redutores e totais foram determinados pela reação com ácido 

dinitro-salicílico – DNS (MILLER, 1959), com adaptação para a determinação dos teores de 

açúcares totais, que sofreram hidrólise ácida por HCl concentrado. Baseia-se na redução do 

ácido dinitro-3,5-salicílico (de cor amarelo forte) a ácido 3-amino-5-nitrossalicílico (de cor 

laranja-marrom forte) ao mesmo tempo em que o grupo aldeído do açúcar é oxidado a grupo 

carboxílico, com o desenvolvimento da coloração avermelhada. (RABELO, 2007). 

A determinação foi realizada a partir de um extrato aquoso da casca de cacau, que 

consistiu na suspensão de 10 g de casca em 100 ml de água deionizada, mantida em banho-

maria em água em temperatura de ebulição durante 15 minutos. Todas as amostras foram 

analisadas em espectrofotômetro Spectrumlab 22PC em comprimento de onda de 540 nm. A 

concentração de açúcares redutores e totais foi calculada a partir da equação da curva padrão 

de glicose em relação à absorbância, com intervalos de concentração de 0 a 1 g l-1.  

 

2.2.4 Proteínas solúveis 

 

A concentração das proteínas solúveis do extrato da casca de cacau foi determinada 

pelo método de Bradford (1976). Baseia-se na interação iônica do corante Comassie Blue com 

a proteína da amostra em pH ácido, que resulta na formação de compostos de aminoácidos e 
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aromáticos em complexo com a proteína. Essa interação é absorvida na faixa de 595 nm, onde 

a forma aniônica do corante (vermelha) passa para a forma catiônica (azul) (ZAIA; ZAIA; 

LICHTIG, 1998).  

O extrato foi obtido pela suspensão de 10 g de casca em 100 ml de água deionizada,  

mantida em banho-maria com água em temperatura de ebulição durante 15 minutos. As 

amostras foram analisadas em espectrofotômetro Spectrumlab 22PC. A concentração de 

proteínas foi determinada a partir da equação da reta gerada pelo gráfico da curva padrão de 

albumina soro bovina em relação à absorbância, com intervalos de concentração de 5 a         

30 μg ml-1. 

 

2.2.5 Cátions e ânions solúveis  

 

Os cátions e ânions foram determinados por meio do cromatógrafo de troca iônica 

Ion Analysis Metrohm CH-9101, a partir do extrato aquoso de casca de cacau. Este foi 

preparado a partir de 1 g de casca de cacau adicionado em 30 ml de água deionizada. A 

suspensão foi mantida em banho-maria com água em temperatura de ebulição por 15 minutos. 

Após filtração simples em um não-tecido TNT, o extrato foi aferido com água deionizada em 

balão volumétrico de 50 ml. Os cátions foram determinados em coluna Metrosep C3 mantida 

a 40 °C com fluxo de 0,9 ml min-1 de fase móvel 3,5 mM HNO3. Os ânions foram 

determinados em coluna Metrosep A supp 5 mantida em temperatura ambiente com fluxo de 

0,7 ml min-1 de fase móvel 1 mol l-1 bicarbonato de sódio e 3,2 mol l-1 carbonato de sódio. 

 

2.3 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO A PARTIR DE CASCA DE CACAU 

 

2.3.1 Escolha de cepas produtoras de ácido cítrico em fermentação no estado sólido  

 

A escolha de microrganismos teve como base um estudo prévio, selecionado por 

Rodrigues (2006). A cepa de Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) foi obtida por mutação 

induzida da cepa de Aspergillus niger LPB BC (CCT 7716) isolada a partir do bagaço da 

cana-de-açúcar. Ambas as linhagens pertencem ao banco de cepas do Laboratório de 

Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Paraná, catalogadas 

pela Coleção de Culturas Tropical, da Fundação Andre Tosello. Os microrganismos 

mostraram ser excelentes produtores de AC em polpa cítrica, conferindo- lhes um grande 

potencial para a produção do ácido utilizando resíduos como substrato. 
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Ensaios iniciais para a produção de AC foram realizados em duplicata, com as cepas 

de Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) e Aspergillus niger LPB BC (CCT 7716), 

previamente selecionadas por Rodrigues (2006), seguindo-se as condições e etapas 

apresentadas na FIGURA II.1. 

 
FIGURA II.1 – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO EM 

FERMENTAÇÃO NO ESTADO SÓLIDO

 
 

2.3.2 Determinação da concentração de ácido cítrico 

 

A extração do AC foi realizada com 2 g de material fermentado, ao qual foram 

adicionados 20 ml de água deionizada. A suspensão manteve-se em agitação magnética 

durante 15 minutos, com posterior filtração simples em um não-tecido TNT.  

O pH da extração foi medido em potenciômetro MS Tecnopon mPA 210, sendo 

então centrifugadas a 5000 rpm durante 20 minutos, diluição de 1:4 vezes, filtrado através de 

membrana Millipore de 0,22 μm, e analisadas em: 

 ensaios iniciais em espectrofotômetro UV-Vis Shimadzu UV-1601PC, com comprimento 

de onda de 420 nm, conforme a metodologia de Marier e Boulet (1958); 

 a produção de AC em função do tempo em cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), equipamento Agilent 1260 Infinity, coluna Hi-Plex (300 x 7,7 mm) a 60 °C, 

regime isocrático de fase móvel H2SO4 0,005 M, vazão de 0,6 ml min-1.  

Inóculo 

•Em profundidade em 50 ml de meio PDA 
•Mantido em estufa  a 30 °C durante 7 dias 
•Suspensão de esporos em agitação magnética  com solução de Tween 80 a 0,01% por 15 minutos 

Solução 
nutritiva 

•KH2PO4 1g l-1, ZnSO4.7H2O 0,2 g l-1, 4% metanol (v/v) (RODRIGUES, 2006) 

FES 

•Frascos de Erlenmeyer em sistema fechado com taxa de inoculação de 107 esporos g-1 

•  3,5 g de casca de cacau a 65% de umidade 
•Em estufa a 30 °C durante 4 dias 

Extração 

•  2 g de amostra em 20 ml de água deionizada com agitação magnética por 15 minutos 
•  Filtração em um não-tecido TNT
•  Centrifugação a 5000 rpm por 20 minutos 

Análises 

•pH 
•Umidade (IAL, 2008) 
•Análise em espectrofotômetro UV-Vis Sh imadzu UV-1601PC, 420 nm (MARIER E BOULET, 
1958) 
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Para acompanhar as concentrações de açúcares disponíveis ao consumo do fungo, os 

teores de açúcares redutores e totais foram determinados pela reação com ácido dinitro-

salicílico - DNS (MILLER, 1959), com leitura em espectrofotômetro de microplaca BioTek 

PowerWave HT em comprimento de onda de 540 nm.  

 

2.3.3 Produção de ácido cítrico em função do tempo 

 

A produção de AC em função do tempo foi realizada para a cepa selecionada 

Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717), com melhor capacidade de produção de AC na etapa 

anterior, seguindo as condições apresentadas na FIGURA II.2. Neste estudo foram utilizadas 

as cascas de cacau pertencentes ao Lote 2016.  

 
FIGURA II.2 – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO EM 

FUNÇÃO DO TEMPO 

 
 

O rendimento do processo fermentativo para a produção de AC foi calculado a partir 

da relação de conversão do substrato (açúcares totais) em produto (AC), considerando o 

rendimento teórico máximo, em massa molecular, da conversão de glicose em AC, 

equivalente a 1,167. 

 

 

Inóculo 

•Em profundidade em 50 ml de meio PDA 
•Mantido em estufa a 30 °C durante 7 dias 
•Suspensão de esporos em agitação magnética com solução de Tween 80 a 0,01% por 15 
minutos 

Solução 
nutritiva 

•KH2PO4 1g l-1, ZnSO4.7H2O 0,2 g l-1, 4% metanol (v/v) (RODRIGUES, 2006) 

FES 

•Frascos de Erlenmeyer em sistema fechado com taxa de inoculação de 107 esporos g-1 

•  3,5 g de casca de cacau a 65% de umidade 
•Em estufa a 30 °C durante 7 dias e coleta de amostra a  cada 24 horas 

Extração 

•  2 g de amostra em 20 ml de água deionizada com agitação magnética por 15 minutos 
•  Filtração em um não-tecido TNT 
•  Centrifugação a 5000 rpm por 20 minutos

Análises 

•pH
•Umidade (IAL, 2008)
•Açúcares redutores (MILLER, 1959) 
•Quantificação em CLAE: Agilent 1260 Infinity, coluna Hi-Plex (300 x 7,7 mm) a 60 °C,
regime isocrático de fase móvel H2SO4 0,005 M, vazão de 0,6 ml min-1 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DA CASCA DE CACAU 

 

Para o trabalho foi utilizada a casca com tamanho de partícula entre 0,84 e 2,00 mm, 

pois as partículas em tamanho menor dificultavam a obtenção de um extrato aquoso da casca 

de cacau tornando inviável uma filtração convencional por apresentar bastante viscosidade. 

As cascas processadas em diferentes etapas podem ser visualizadas na FIGURA II.3.  

 
FIGURA II.3 – PROCESSAMENTO DAS CASCAS DE CACAU 

  
LEGENDA: As imagens indicam, em sequência, da esquerda para a direita: cascas após secagem 

em estufa, cascas em tamanhos de partícula de 0,84 mm e de 2,00 mm. 
FONTE: A AUTORA (2017). 

 

Pouco se sabe acerca da composição das cascas de cacau, sendo encontrados estudos 

envolvendo outras partes do cacau, tais como amêndoas e polpa. Os resultados encontrados 

para as determinações de umidade, pH, cinzas, atividade de água, quantificação de açúcares 

redutores e totais, concentração de proteínas solúveis, e análise dos íons solúveis de cascas de 

cacau da variedade Forastero, provenientes do Estado do Pará – Lote 2015, estão 

relacionados na TABELA II.1. 

 
TABELA II.1 – COMPOSIÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DA CASCA DO FRUTO DE CACAU 

PARÂMETRO RES ULTADO PARÂMETRO RES ULTADO PARÂMETRO RES ULTADO 
pH 6,18 ± 0,01 

Â
ni

on
s s

ol
úv

ei
s (

m
g 

10
0 

g-1
) F-  10,46 ± 0,01 

 
Cl-  26,68 ± 0,01 

 
Br-  14,78 ± 0,003 

 
NO2

-  37,56 ± 0,02 
 

NO3
-  n.d. 
 

SO4
-2  112,89 ± 0,05 

 
PO4

-3  23,44 ± 0,003 C
át

io
ns

 so
lú

ve
is

 (m
g 

10
0 

g-1
) 

Na+ 2,19 ± 0,003 
 

NH4
+ 0,18 ± 0,001 

 
K+ 43,98 ± 0,03 

 
Mg+2 3,18 ± 0,002 

 
Ca+ 4,53 ± 0,02 

Atividade de água 0,283 ± 0,004 
Cinzas (%) 8,2 ± 0,04 

Umidade (%) 3,4 ± 0,003 
Proteínas solúveis  

(g 100 g-1) 11,7 ± 0,001 

Açúcares redutores  
(g 100 g-1) 23 ± 0,03 

Açúcares totais  
(g 100 g-1) 63 ± 0,01 

LEGENDA: n.d. não detectado 
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A determinação do pH auxilia na caracterização de amostras e no estabelecimento de 

padrões para reações químicas ou bioquímicas, principalmente para identificar faixas ótimas 

de atuação de enzimas e também desempenha importante papel no controle de um processo  

fermentativo (FERNANDES; OLIVEIRA, 2015). A amostra encontra-se próximo à 

neutralidade, indicando se tratar de um bom material para uso em alguns processos 

fermentativos, uma vez que está na faixa de interesse para o crescimento de microrganismos, 

descartando a necessidade de correção do pH (BARROS; DIONISIO; SILVA, 2013).   

O valor de umidade encontrado indica que as cascas de cacau estão em condições 

para o armazenamento. A umidade caracteriza uma amostra que pode conter substâncias 

voláteis além de água ligada. Também está relacionada com a sua estabilidade, pois o volume 

pode ser alterado em decorrência de uma decomposição durante a estocagem ou etapas 

posteriores de tratamento (ZORZETO, 2011).  

A determinação da atividade de água é importante para uma avaliação do estado em 

que se encontra a amostra e a medida de conservação a ser adotada, prevenindo as 

transformações físicas e a ação de microrganismos. O resultado indica que a atividade de água 

está contida na faixa limite para a estocagem da amostra, sendo que, para valores acima de 

0,600, a amostra necessitaria ser submetida a uma etapa de secagem antes da armazenagem – 

o que evita a proliferação de microrganismos (RODRIGUES, 2006).  

A cromatografia de troca de íons é um método seletivo. Os resultados detectaram 

uma alta concentração de sulfato na casca de cacau, com o uso da coluna para a análise de 

ânions, e de potássio com a coluna para análise de cátions. Não foram detectados níveis de 

nitrato. Esses resultados podem ter relação com o solo da região em que o cacau é cultivado 

(VRIESMANN; AMBONI; PETKOWICZ, 2011). A determinação dos cátions e ânions na 

casca é importante, pois estes podem auxiliar ou inibir o desenvolvimento do microrganismo 

em um processo fermentativo. Dependendo do processo no qual o resíduo será utilizado, não 

é necessária a suplementação de determinados sais ao meio contendo casca de cacau.  

Em cascas de frutos provenientes da Bahia, Vriesmann, Amboni e Petkowicz (2011) 

encontraram a concentração de 2768 mg 100 g-1 de potássio em análises dos íons totais. 

Foram encontrados, também, os íons Cu, Mn, Se e Zn, sendo o zinco o elemento mais 

significativo deste grupo, em concentração de 3974 mg 100 g-1. Em seus estudos, Donkoh et 

al. (1991) analisaram os íons totais em cascas do fruto de cacau proveniente de Gana por 

espectrometria de absorção atômica. Detectaram a presença dos íons Ca, P, Mg, Fe, K, Mn, 

Zn, Cu e Na. O íon em maior concentração também foi o potássio, com 718 mg 100 g-1, e em 

pequenas quantidades estão zinco, manganês, sódio e ferro, com concentrações de 100, 150, 
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170 e 330 mg 100 g-1, respectivamente. Tais teores elevados de íons, relatados pela literatura, 

se devem por conta da análise dos íons totais ser realizada através da espectrometria de 

absorção atômica, por meio da qual podem ser quantificados todos os íons presentes em uma 

amostra. No presente estudo, foram analisados somente os íons solúveis do extrato aquoso da 

casca de cacau, por meio de cromatografia de troca iônica. 

A determinação da concentração de proteínas solúveis mostra que o valor obtido se 

aproxima ao conteúdo encontrado por autores citados na literatura em análise de proteínas 

totais. Bonvehí e Coll (1999) analisaram as cascas de cacau quanto ao teor de proteínas em 

frutos cultivados na Costa do Marfim, Nigéria, Camarões, Colômbia, Equador, Guiné e 

Brasil. Encontraram que a concentração de proteína varia entre 9,6 a 13,4%. Vriesmann, 

Amboni e Petkowicz (2011) encontraram 8,6% de proteínas para as cascas dos frutos 

provenientes do estado da Bahia.  

O teor de cinzas encontrado está próximo ao obtido por Martínez et al. (2012), que 

analisaram a composição química das cascas de frutos originários do Equador (8,4%). Nsor-

Atindana et al. (2012) obtiveram 5,9% de cinzas para cascas de cacau adquiridas da China; 

6,7% de cinzas foram quantificadas em cascas da Bahia (VRIESMANN; AMBONI; 

PETKOWICZ, 2011). Esta análise permite acompanhar o comportamento da amostra em 

relação às suas alterações físicas, onde, características como granulometria, tamanho e 

espessura da partícula influenciam no tempo e temperatura de incineração a ser utilizado 

(IAL, 2008).  

Os açúcares são fonte de energia para os microrganismos, sendo a glicose, a frutose e 

a sacarose mais simples e de mais fácil assimilação. Neste estudo, foram determinados 23 g 

100 g-1 de açúcares redutores correspondentes em glicose e 63 g 100 g-1 de açúcares totais. Os 

açúcares mais complexos são originários de estruturas poliméricas, tais como celulose, 

hemicelulose, pectina, entre outros, para os quais o microrganismo necessita de um 

mecanismo enzimático adequado. A quantificação dos açúcares é um parâmetro de referência 

que informa a disponibilidade de substrato em processos fermentativos. Em baixa 

concentração do substrato, a eficiência do processo será baixa e, industrialmente falando, não 

proverá lucro. Por outro lado, uma alta concentração de substrato pode prejudicar o processo 

de fermentação pela alta concentração osmótica do meio, por danificar o citoplasma dos 

microrganismos, o que, por sua vez, promove a lise celular (PASTORE; BICAS; 

MARÓSTICA, 2013).  

Neste trabalho, o valor de açúcares redutores foi superior aos valores detectados por 

Vriesmann, Amboni e Petkowicz (2011) de 10,4 g 100 g-1 de açúcares redutores. Os autores 
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também quantificaram a composição de monossacarídeos. A glicose foi predominante, com 

8,6% m/m, seguida do ácido urônico, proveniente da degradação péctica, com 6,7% m/m. 

Bonvehí e Coll (1999) também observaram a glicose como açúcar majoritário (teor máximo 

de 1,32 g 100 g-1) na casca e não identificaram níveis satisfatórios de sacarose; o teor total de 

açúcares livres foi de 2,8 g 100 g-1. 

As diferenças entre as características obtidas para a casca utilizada no presente 

trabalho e as encontradas na literatura, devem-se possivelmente às condições variadas de 

análises, bem como as diferenças de regiões onde o cacau foi cultivado.  

 

3.2 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO A PARTIR DE CASCA DE CACAU 

 

Os resultados do teste de produção de AC, após 96 horas, pelas duas cepas de A. niger 

analisados em espectrofotometria UV-vis a 420 nm, determinação de pH e porcentagem de 

umidade, estão dispostos na TABELA II.2. 

 
TABELA II.2 – PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO POR FERMENTAÇÃO NO ESTADO 

SÓLIDO A PARTIR DE CASCAS DE CACAU POR DIFERENTES CEPAS 
DE Aspergillus niger 

LINHAGEM pH UMIDADE (% ) PRODUÇÃO (g AC kg-1) 
A. niger LPB BC (CCT 7716) 3,30 ± 0,03 64,87 ± 0,03 390,29  
A. niger LPB B6 (CCT 7717) 3,25 ± 0,02 67,48 ± 0,003 413,66  

FONTE: A AUTORA (2017). 
 

A casca de cacau foi utilizada como fonte direta de carbono e mostrou-se ser um bom 

substrato com a suplementação da solução nutritiva composta por KH2PO4 1g l-1, 

ZnSO4.7H2O 0,2 g l-1 e 4% (v/v) de metanol.  A linhagem A. niger LPB BC (CCT 7716) 

produziu 390,29 g AC kg-1 de casca de cacau seca, enquanto que, em trabalho anterior  

(RODRIGUES, 2006), a mesma linhagem produziu 450 g de AC kg-1 de polpa cítrica seca. A 

melhor linhagem produtora de AC foi Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717), com uma 

produção de 413,66 g AC kg-1 de casca de cacau seco e a produtividade durante 96 horas de 

fermentação foi de 4,31 g AC kg h-1. A mesma linhagem foi igualmente selecionada por 

Rodrigues (2006), com uma produção superior (537,6 g de AC kg-1 de polpa cítrica seca). O 

valor de produção de AC foi obtido em condições não otimizadas, o que fornece excelentes 

perspectivas para o processo.  

Comparando-se os resultados de produção de AC a estudos apresentados na literatura 

em condições otimizadas, o resultado obtido para a cepa A. niger LPB B6 (CCT 7717) se 
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aproxima do resultado para a melhor condição de produção alcançada por Dhillon et al. 

(2011c) onde se alcançou o rendimento de 449 g AC kg-1 de substrato seco, com a cepa A. 

niger NRRL 567 utilizando bagaço de maçã em fermentação submersa e com adição de 3% 

de metanol. Comparando-se a outro substrato alternativo, também lignocelulósico, a produção 

ultrapassa a obtida por Bari et al. (2009) que utilizou cachos vazios de palma oleaginosa como 

substrato sólido, e após a otimização da composição do meio nutritivo, a sua produção 

máxima foi de 337,94 g de AC kg-1 de cachos vazios secos. 

 

3.3 PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO EM FUNÇÃO DO TEMPO A PARTIR DE CASCA 

DE CACAU 

 

A produção de AC em função do tempo por FES foi acompanhada durante 168 horas 

utilizando a cepa que apresentou melhor desempenho no teste de seleção, a Aspergillus niger 

LPB B6 (CCT 7717), consoante ao representado na FIGURA II.4.  
 

FIGURA II.4 – PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO EM FUNÇÃO DO TEMPO A PARTIR DE CASCAS DE 
CACAU  

LEGENDA: As barras de erro correspondem aos valores de desvio padrão. 
 

Conforme a FIGURA II.4, a produção iniciou com 306,12 g de AC por kg de 

substrato seco em 24 horas, período em que apresentou 34,3 g kg-1 de açúcares redutores e um 

pH médio de 4,33. Apresentando diferenças significativas entre as médias de produção 

(TABELA II.3), observou-se que o pico de produção ocorreu em 72 horas atingindo 978,52 g 

AC kg-1 de casca de cacau seca com uma produtividade de 13,59 g AC kg h-1. Neste ponto, 

houve uma pequena formação de biomassa observada (não quantificada) necessária à 

produção de AC com a diminuição e quase estabilização do consumo de açúcares. O pH 
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médio neste momento foi de 3,11. A partir de 96 horas de processo, observou-se uma pequena 

variação na produção de AC e consumo de açúcares.  

 
TABELA II.3 – ANOVA PARA A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO EM FUNÇÃO DO TEMPO  

CAUS A DA VARIAÇÃO G.L. S.Q. Q.M. F F (5% ) TRATAMENTO 
Tratamentos 7 2005697 286528,1 52,34 3,50 168h a  

Resíduo 8 43798,06 5474,76 
 

72h ab  
Total 15 2049495  144h ab 
C.V. 10,15%  96h ab  

      120h ab 
      48h b  
      24h c  
      0h d 

LEGENDA: G.L. graus de liberdade; S.Q. soma dos quadrados; Q.M. quadrado médio; F: valor 
calculado; F (5%): valor tabelado; C.V. coeficiente de variação; a, ab, b, c e d : Teste 
de Tukey. Os dados foram gerados em software SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).  

 

Os resultados dos parâmetros avaliados durante a produção de AC em função do 

tempo estão dispostos na TABELA II.4, lembrando que para a produção de AC durante 168 

horas foram utilizadas as cascas referentes ao Lote de 2016. 

 
TABELA II.4 – RESULTADOS PARA A PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO EM FUNÇÃO DO TEMPO A 

PARTIR DE CASCA DE CACAU COM A CEPA DE Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) 

TEMPO (h) pH UMIDADE (% ) AÇÚCARES 
REDUTORES (g kg-1) 

AÇÚCARES 
TOTAIS (g kg-1) 

0 5,55 ± 0,01 65,83 ± 0,003 40,1 ± 0,006 48,9 ± 0,002 

24 4,33 ± 0,07 66,21 ± 0,01 34,3 ± 0,008 37,2 ± 0,003 

48 3,32 ± 0,06 68,22 ± 0,01 25,8 ± 0,001 24,7 ± 0,001 

72 3,12 ± 0,04 66,91 ± 0,005 19,6 ± 0,01 24,8 ± 0,003 

96 3,10 ± 0,02 66,99 ± 0,013 19,7 ± 0,01 24,8 ± 0,001 

120 2,88 ± 0,05 66,65 ± 0,02 16,6 ± 0,02 22,2 ± 0,004 

144 3,24 ± 0,06 65,69 ± 0,01 19,1 ± 0,03 25,7 ± 0,004 

168 3,42 ± 0,02 67,38 ± 0,003 21,2 ± 0,001 24,3 ± 0,003 
 

Os resultados de produção de AC pelo fungo Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) 

com o uso de casca de cacau como substrato/suporte,  superam as maiores produções de AC já 

relatadas (QUADRO II.1), com um rendimento de processo de 0,8542 g AC kg-1 de substrato. 

Esses dados corroboram a literatura, que descreve o processo de produção de AC, onde, em 

um primeiro momento ocorre a adaptação do fungo ao substrato. O início do consumo de 

açúcares foi detectado em pH entre 5 e 4. Como neste estudo não foi necessário o ajuste de 

pH do meio fermentativo, o consumo se iniciou em pH 5,55. Após 48 horas, o pH diminuiu 

para em torno de 4 e, seguindo este padrão, nas próximas horas, diminuiu sequencialmente até 
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a faixa ótima que vai de 3 a 2. Essas mudanças ocorrem devido ao metabolismo do fungo e 

também ao tipo do substrato. A presença de zinco no meio fermentativo proporciona um alto 

acúmulo de AC. Os sais, por sua vez, além de interferirem no pH do meio, interferem também 

nas regulações enzimáticas (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000; MAX et al., 2010; 

ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013).  

 
QUADRO II.1 – MAIORES TAXAS DE PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO RELATADAS NA 

LITERATURA  
MICRORGANIS MO SUBSTRATO PRODUÇÃO g kg-1 REFERÊNCIA 
A. niger NRRL 2001  766a  
A. niger NRRL 2270  816a  
A. niger NRRL 599 Bagaço de maçã 771a Hang e Woodams (1984) 
A. niger NRRL 328  798a  
A. niger NRRL 567  883a  
A. niger NRRL 567 Bagaço de uva 600a Hang e Woodams (1985) 
A. niger B3 mutante Polpa cítrica  616,5b Rodrigues et al. (2009) 

LEGENDA: a: baseado em açúcar consumido; b: baseado em substrato seco. 
FONTE: A AUTORA (2017). 

 

 Conforme visto anteriormente, é notável o consumo de açúcares disponíveis no 

substrato, o qual iniciou em 24 horas mantendo-se em declínio até 48 horas. Estatisticamente 

existem evidências de uma diferença significativa, ao nível de α = 5%, entre o consumo de 

açúcares redutores e açúcares totais (TABELA II.5). Além disso, o microrganismo consegue 

assimilar, fora o carbono já disponível, o carbono presente em formas poliméricas, tais como 

a celulose, hemicelulose e a pectina, cuja disponibilidade é abundante. O substrato é 

degradado após a formação de enzimas específicas para a estrutura polimérica, liberando os 

açúcares redutores. Ao final ocorreu um ligeiro aumento dos níveis de açúcares redutores, que 

possivelmente sejam unidades das estruturas poliméricas da casca resultantes da hidrólise 

enzimática, as quais são assimiladas pelo microrganismo após o consumo dos açúcares 

disponíveis. Por outro lado, em relação aos açúcares totais, os valores tenderam à estabilidade, 

provavelmente devido ao crescimento do fungo que é limitado nas condições de produção de 

AC.  
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TABELA II.5 – ANOVA PARA A COMPARAÇÃO DE CONSUMO DE AÇÚCARES 
REDUTORES E AÇÚCARES TOTAIS 

CAUS A DA VARIAÇÃO G.L. S.Q. Q.M. F F (5% ) TRATAMENTO 
Tratamentos 7 1056,36 150,91 10,75 3,50 0h a 

Resíduo 8 112,32 14,04 
 

24h ab  
Total 15 1168,68  48h bc  
C.V. 13,97%  168h bc  

      144h bc  
      96h bc  
      72h bc  
      120h c  

LEGENDA: G.L. graus de liberdade; S.Q. soma dos quadrados; Q.M. quadrado médio; F: valor 
calculado; F (5%): valor tabelado; C.V. coeficiente de variação; a, ab, bc, e c : Teste 

de Tukey. Os dados foram gerados em software SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).  
 

A obtenção de AC por fermentação no estado sólido não requer grande formação de 

biomassa, sendo o crescimento limitado pela baixa presença de nitrogênio no meio, ou seja, 

pelas condições de alta relação C/N (SOCCOL et al., 2006). 

A água exerce forte influência no processo de FES, sendo importante durante o 

metabolismo de produção de AC e também na interação entre componentes do meio. A 

umidade representa a quantidade de água presente na matriz sólida, portanto, ao se realizar a 

análise deste parâmetro, é possível determinar não somente o quanto de água foi evaporado, 

mas também a quantidade dos componentes voláteis presentes na amostra evaporados pela 

secagem em um período de 24 horas (VANDENBERGHE et al., 2013). A produção de AC 

em função do tempo apresentou em média, ao longo dos 7 dias, 66,86% de umidade, não 

havendo variações consideráveis durante o processo. Tal ocorrência representa um ponto 

positivo, pois em FES a umidade é uma variável difícil de ser controlada para manter-se o 

processo estável. 

O Aspergillus niger é conhecido como um microrganismo capaz de degradar 

substratos com estruturas moleculares de difícil acesso ao carbono, o que resulta na produção 

de diversas enzimas. Maciel et al. (2008) alcançaram a produção de xilanase, através de A. 

niger LPB 326, com atividade enzimática de 3099 IU g-1, a partir de bagaço de cana como 

substrato em fermentação no estado sólido. Utilizando palha de arroz e A. niger HN-1, 

Sandhu et al. (2013) encontraram várias enzimas celulolíticas, dentre as principais são a β-

glucosidase (252,3 IU g-1), endoglucanase (416,3 IU g-1) e xilanase (2593,5 IU g-1) – também 

em FES.  Ncube et al. (2012) utilizaram sementes de Jatropha curcas, conhecida como 

pinhão-manso, como substrato em FES e A. niger FGSCA733 e encontraram as enzimas 

xilanase e celulase, com atividades de 6087 U g-1 e 3974 U g-1, respectivamente. Ainda não se 

tem o conhecimento sobre quais enzimas a espécie utilizada neste trabalho – A. niger LPB B6 
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(CCT 7717) – pode secretar utilizando a casca de cacau como substrato, o que torna 

interessante realizar uma caracterização das mesmas.  

Como sugestão para trabalhos futuros, pode-se testar a produção de AC utilizando as 

cascas de cacau como fonte de carbono em fermentação submersa, na forma de extrato ou em 

sólidos suspensos. Com isso, poderia se realizar o estudo de aumento de escala de produção 

até atingir volumes de interesse industrial. Com o objetivo de reduzir o custo de produção, 

seria profícuo analisar a influência da adição de diferentes sais nestes processos, bem como as 

concentrações de nitrogênio e de carbono presentes na casca. 

Em conclusão, a produção de AC em função do tempo logrou grande êxito ao 

demonstrar o possível emprego da casca de cacau como um substrato alternativo aos resíduos 

frequentemente utilizados em processos fermentativos, bem como o potencial da casca de 

cacau para a produção de uma biomolécula de grande interesse industrial.  
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CAPÍTULO III – PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO A PARTIR DE CASCA DE 

CACAU 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Conforme já visto, o cacau possui grande importância comercial, e gera toneladas de 

resíduos durante seu processamento para a produção de chocolate. Com um elevado teor 

nutritivo, os resíduos – principalmente a casca do cacau – quando descartados no ambiente 

rapidamente iniciam seu processo de decomposição. Dessa forma, a casca de cacau possui 

nutrientes de interesse aos microrganismos, tornando possível o seu uso como substrato direto 

em um processo fermentativo gerando produtos de alto valor comercial, tais como as 

biomoléculas. 

O ácido elágico (AE) é um ácido orgânico formado a partir da hidrólise do seu 

precursor, denominado elagitanino, pertence ao grupo dos taninos hidrolisáveis juntamente 

com os galotaninos (OKUDA; YOSHIDA; HATANO, 1989). Na natureza, o AE apresenta-se 

na forma de seu precursor, sendo as formas AE livre e AE glicosídico as menos frequentes. É 

encontrado principalmente nas frutas berries e também em romã, uva muscadine, amêndoas, 

castanhas, e bebidas envelhecidas em barris de carvalho (HÄKKINEN et al., 2000; 

ZAFRILLA; FERRERES; TOMÁS-BARBERÁN, 2001; BALA et al., 2006; SHARMA et 

al., 2010).  

A romã é relatada pela literatura como a fruta que apresenta uma concentração de AE 

superior às demais tradicionais. Assim como o cacau, a romã (Punica granatum) é uma fruta 

ancestral, pertence à família Punicaceae, cuja origem remonta ao Império Romano. 

Geralmente, é uma fruta consumida para fins medicinais, ajudando no alívio do desconforto 

estomacal e intestinal. Nos últimos anos, a romã tem atraído o interesse de pesquisas na área 

da saúde por apresentar propriedades antioxidantes. Tais propriedades se devem à presença de 

elagitaninos e AE na fruta, e seus efeitos podem reduzir o avanço de doenças cardíacas, de 

doenças degenerativas e o câncer, além de possuir propriedades que podem inibir a ação de 

vírus e bactérias no organismo humano (AGUILERA-CARBÓ, 2009). 

Para a síntese do AE é necessária uma ação sinérgica de enzimas da classe das 

hidrolases, tais como celulases, xilanases e tanino acil hidrolases, as quais atuam nas ligações 

ésteres, ligações C-glicosídicas e ligações carbono-carbono da estrutura de elagitanino. Tal 

estrutura também pode ser convertida em AE por enzimas secretadas por fungos filamentosos 

(HUANG et al., 2007).   
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Comercialmente, o AE é aplicado na indústria de cosméticos por agir como um 

antioxidante. Tais produtos possuem valor elevado, isso se deve ao fato de o AE ser 

produzido por síntese química, exigindo, por isso, alta demanda energética em equipamentos 

sofisticados. Neste sentido, a sua produção é de baixo rendimento, e o alto custo do método 

sintético se traduz na baixa exploração do ácido pela indústria atualmente. Para superar este 

cenário, pesquisadores têm testado microrganismos produtores de enzimas para atuarem como 

catalisadores da hidrólise de elagitaninos até o AE. O intuito é aumentar o rendimento e a 

qualidade do produto, além de facilitar o processo de obtenção do ácido orgânico com o 

possível estudo das enzimas produzidas (AGUILERA-CARBÓ, 2009; CRUZ-ANTONIO et 

al., 2010). Até o momento, tais microrganismos, relatados pela literatura, são fungos, dentre 

os quais podem ser enumerados: o Lentinus edodes com produção de 350 μg AE g-1 bagaço 

de mirtilo (VATTEM; SHETTY, 2003); o Rhizopus oligosporus também utilizando bagaço de 

mirtilo como substrato para produzir 375 μg AE g-1 (VATTEM; SHETTY, 2002); o 

Aspergillus niger SHL 6 160 mg AE g-1 de casca de carvalho (HUANG; NI; BORTHWICK, 

2005) e o Aspergillus niger GH1 utilizando casca de romã com produção de 12,39 mg AE g-1 

de substrato (AGUILERA-CARBÓ, 2009). 

A extração em fase sólida (SPE) tem sido utilizada para a purificação e concentração 

de amostras em etapa anterior à análise cromatográfica. Essa técnica é relatada, ao mesmo 

tempo, como de alta eficiência na recuperação de determinados compostos, fácil manuseio, 

constituindo-se em uma alternativa para economizar tempo em preparações de amostras. A 

coluna de SPE possui um comportamento semelhante ao das colunas de CLAE de fase 

reversa. Consistindo em uma fase ligada à base de sílica com forte propriedade hidrofóbica, 

utilizada para isolar compostos específicos para fins qualitativos e quantitativos. O método 

objetiva remover compostos interferentes de amostras, concentrar analitos para uma maior 

sensibilidade, ou modificar a amostra para compatibilidade com a análise (YAN et al., 2014; 

APPLIED SEPARATIONS, 2017).  

O objetivo deste capítulo é a produção de AE em fermentação submersa, a partir do 

extrato aquoso de cascas de cacau. Com este intuito, alternativas são propostas para a 

obtenção de uma biomolécula de interesse industrial, visando contribuir para a construção de 

uma solução ambiental para o problema do descarte inadequado das cascas na própria 

lavoura. Até o momento, não existem relatos na literatura sobre a produção de AE a partir de 

resíduos do processamento do cacau.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 CASCAS DE CACAU 

 

As cascas de cacau utilizadas como substrato no processo de produção de AE são  

provenientes de fazendas cacaueiras da região Norte do Brasil, lotes 2015 e 2016. 

Neste estudo foram utilizadas as cascas moídas e classificadas com tamanho de 

partícula entre 0,84 e 2,00 mm, conforme indicado no Capítulo II página 42 (anteriormente).  

 

2.2 PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO A PARTIR DE EXTRATO AQUOSO DA CASCA 

DE CACAU 

 

Vinte e uma linhagens de microrganismos do gênero Aspergillus pertencentes ao 

banco de cepas do Laboratório de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da 

Universidade Federal do Paraná (QUADRO III.1), foram testadas em cultivo submerso com o 

uso de extrato aquoso de casca de cacau como fonte de carbono. As etapas do processo de 

produção estão apresentadas na FIGURA III.1. 

 
QUADRO III.1 – SCREENING DE LINHAGENS DE Aspergillus PRODUTORAS DE 

ÁCIDO ELÁGICO EM CULTIVO SUBMERSO 
LINHAGENS DE MICRORGANIS MOS  

Aspergillus oryzae IZ9 Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) 
Aspergillus niger F3 Aspergillus niger LPB S 
Aspergillus niger 593 Aspergillus niger LPB 336 

Aspergillus niger F20MS Aspergillus niger NRRL3 – LPB 335 
Aspergillus niger 326 Aspergillus niger LPB 330 

Aspergillus niger MUT 34 Aspergillus niger LPB 28 
Aspergillus niger MUT 37 Aspergillus niger LPB 328 
Aspergillus niger MUT 47 Aspergillus niger LPB 12 

Aspergillus niger LPB BC (CCT 7716) Aspergillus niger LPB 21 
Aspergillus niger LPB B3 Aspergillus niger LPB 340 

Aspergillus niger LPB 329 
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FIGURA III.1 – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA A SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS 
PRODUTORES DE ÁCIDO ELÁGICO

 
 

O inóculo foi preparado pela técnica de profundidade em 50 ml de meio de cultivo 

PDA, e mantido em estufa a 30 °C durante 7 dias. A suspensão dos esporos foi preparada a 

partir da solução extratora de Tween 80 a 0,01%, contendo pérolas de vidro.  

Para o meio de cultivo foi realizado um extrato aquoso de casca de cacau Lote 2015, 

na proporção de 10 g de casca para 100 ml de água deionizada. Esta mistura foi mantida em 

banho-maria a 96 °C durante 15 minutos, para em seguida ser filtrada em um não-tecido TNT.  

O extrato aquoso foi utilizado com o objetivo de estimular a produção enzimática  

relacionada à produção de AE, em conformidade ao relatado por Huang et al. (2007). Estes 

autores adicionaram ao meio contendo extrato de noz de carvalho – para a produção das 

enzimas xilanase, celulase e β-glicosidase – os seguintes sais: NaNO3 (2 g l-1); KH2PO4 (0,5 g 

l-1); K2HPO4 (0,5 g l-1); KCl (0,5 g l-1); MgSO4 (0,5 g l-1) e FeSO4 (0,001 g l-1). Foram 

utilizados os mesmos sais no presente experimento, adicionados ao extrato aquoso de casca de 

cacau para a fermentação submersa.  

A fermentação submersa foi realizada em frascos de Erlenmeyer 250 ml, em 

duplicata, com taxa de inoculação de 106 esporos ml-1. Os frascos foram incubados em shaker 

e mantidos a 30 °C durante 96 horas, com agitação de 120 rpm. 

 

 

 

Inóculo

•Em profundidade em 50 ml de meio PDA 
•Mantido em estufa a 30 °C durante 7 dias 
•Suspensão de esporos com pérolas de vidro em solução de Tween 80 a 0,01% 

Meio de 
cultivo 

•100 ml de extrato da casca de cacau 
•Adição de sais (HUANG et al., 2007)  

FmS 

•Frascos de Erlenmeyer com taxa de inoculação de 106 esporos ml-1 

•Mantidos em shaker com agitação de 120 rpm durante 96 horas a  30 °C 

Análise 
•Metodologia  proposta  por Bala et al. (2006), para análise espectrofotométrica  e CLAE 
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2.2.1 Determinação da concentração de ácido elágico produzida a partir de extrato aquoso de 

cacau 

 

As análises iniciais de espectrofotometria e CLAE seguiram a metodologia proposta 

por Bala et al. (2006). O padrão de AE foi adquirido pela Sigma-Aldrich, com 95% de pureza. 

Todos os solventes utilizados foram de grau analítico para cromatografia. A água ultrapura foi 

obtida pelo sistema MilliQ (Direct-Q®3).  

Para a análise em espectrofotômetro UV-vis Shimadzu UV-1601PC, a absorbância 

do AE foi mensurada em comprimento de onda de 255 nm utilizando uma cubeta de quartzo 

com 1 cm de caminho óptico. Soluções tampão de fosfato de sódio em diferentes pHs (6,2; 

7,0; 7,4 e 8,0) foram utilizadas durante a análise a fim de se testar a solubilidade do AE.  

Para a análise de AE em CLAE, foi utilizado o equipamento Agilent 1260 Infinity, 

coluna C18 Zorbax Eclipse XDB 4,6 x 150 mm, 5 μm, mantida a 40 °C. O AE foi eluído em 

regime isocrático, com taxa de fluxo de 1 ml min-1 em fase móvel que consistiu em solução de 

água acidificada a 0,1% de ácido fosfórico, e acetonitrila (20:80, v/v). A leitura da 

absorbância ocorreu em comprimento de onda de 254 nm. 

 

2.4 PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO A PARTIR DE EXTRATO AQUOSO DA CASCA 

DE CACAU SUPLEMENTADA COM SUCO DE ROMÃ 

 

Após a seleção da cepa do microrganismo com melhor desempenho de produção, foi 

realizada nova fermentação submersa com a adição do suco de romã. O suco de romã foi 

adicionado ao meio fermentativo com o propósito de atuar como um indutor, a fim de se 

alavancar a produção do AE.  

As etapas do processo fermentativo utilizando suco de romã adicionado ao extrato 

aquoso de casca de cacau (Lote 2016) podem ser visualizadas na FIGURA III.2. 

 



67 
 

 

FIGURA III.2 – PROCEDIMENTO PARA A FERMENTAÇÃO SUBMERSA UTILIZANDO EXTRATO 
AQUOSO DE CASCA DE CACAU SUPLEMENTADO COM SUCO DE ROMÃ

 
 

O suco da romã foi obtido a partir da polpa e das sementes da fruta, processadas em 

liquidificador; o bagaço foi separado do suco por filtração simples. O extrato aquoso das 

cascas de cacau (Lote 2016) permaneceu como meio base para a fermentação, suplementado 

com os sais (HUANG et al., 2007). Dessa forma, foram estabelecidas três condições de meio 

fermentativo:  

A) 15 ml de suco de romã + 85 ml de extrato de casca de cacau – proporção 3:17;  

B) 30 ml de suco de romã + 70 ml de extrato de casca de cacau – proporção 3:7;  

C) 50 ml de suco de romã + 50 ml de extrato de casca de cacau – proporção 1:1. 

A fermentação submersa foi realizada em frascos de Erlenmeyer 250 ml, em 

duplicata, com taxa de inoculação de 107 esporos/ml. Os frascos foram incubados em shaker e 

mantidos a 30 °C durante 96 horas, com agitação de 120 rpm. 

 

2.4.1 Produção de ácido elágico em fermentação no estado sólido a partir de casca de cacau 

suplementada com casca de romã 

 

Para efeitos comparativos, foi realizada uma fermentação no estado sólido (FES) 

para, dessa forma, encontrar a melhor técnica para a produção de AE. A FES foi realizada nas 

seguintes condições: 

AQ

Inóculo

•Em profundidade em 50 ml de meio PDA 
•Mantido em estufa a 30 °C durante 7 dias 
•Suspensão de esporos com pérolas de vidro em solução de Tween 80 a 0,01% 

Meio de 
cultivo 

•100 ml de meio fermentativo composto da adição de suco de romã ao extrato de casca de 
cacau, nas proporções 3:17; 3:7 e 1:1, respectivamente 

•Adição de sais (HUANG et al., 2007)  
 

FmS 

•Frascos de Erlenmeyer com taxa de inoculação de 107esporos ml-1 

•Mantidos em shaker com agitação de 120 rpm durante 96 horas a 30 °C 

Análises 

•SPE para  as amostras fermentadas 
•Quantificação em CLAE, Gonçalves (2016) 
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O inóculo foi previamente preparado pela técnica de profundidade em 50 ml de meio 

de cultivo PDA, mantido em estufa a 30 °C durante 7 dias. A suspensão dos esporos foi 

preparada a partir de solução extratora Tween 80 a 0,01%, com agitação magnética.  

A solução nutritiva foi preparada em conformidade com o descrito em trabalho de 

Carbó (2009), utilizando os sais Czapeck, sendo eles: NaNO3 (7,65 g l-1); KH2PO4 (3,04 g l-1); 

KCl (1,52 g l-1) e MgSO4 (1,52 g l-1). 

Como substrato/suporte foram utilizados 3 g de cascas no total com 70% de umidade 

– sendo 1,5 g de casca de cacau (Lote 2016) e 1,5 g de casca de romã – em frascos de 

Erlenmeyer 150 ml, duplicata, com taxa de inoculação de 107 esporos g-1. Os frascos foram 

incubados em estufa e mantidos a 30 °C durante 96 horas. 

Em um primeiro momento, por se tratar de testes iniciais, a extração foi realizada em 

20 ml de água deionizada contendo 2 g de material fermentado. Esta suspensão foi mantida 

em agitação magnética durante 15 minutos, com posterior filtração simples em um não-tecido 

TNT. As amostras foram analisadas por CLAE, de acordo com a metodologia de Gonçalves 

(2016) – esta metodologia é descrita no item 2.5. 

 

2.5 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO PRODUZIDA A 

PARTIR DE EXTRATO AQUOSO DE CASCA DE CACAU SUPLEMENTADA COM 

SUCO DE ROMÃ 

 

 A metodologia com melhor resposta para a quantificação do AE foi a metodologia 

empregada por Gonçalves (2016). O método consistiu em fase móvel água (solvente A) e 

acetonitrila (solvente B) acidificados com 2,5% de ácido acético. O gradiente de eluição 

seguiu:  

 0-18 minutos a 5% do solvente B; 

 18-25 minutos a 25% do solvente B; 

 25-27 minutos a 95% do solvente B; 

 27-27,5 minutos a 95% do solvente B; 

 27,5-32 minutos a 5% do solvente B.  

Foi utilizado um fluxo de 1 ml min-1, o volume de injeção da amostra foi 20 μ l e a 

temperatura da coluna foi mantida a 35 °C. A detecção foi realizada em comprimento de onda 

de 280 nm. As análises foram realizadas em equipamento Agilent 1260 Infinity, coluna C18 

Zorbax Eclipse XDB 4,6 x 150 mm, 5 μm. 
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A curva padrão de AE para as análises em CLAE foi construída com intervalos de 

concentração de 5 a 100 μg ml-1. O padrão de AE em pó na concentração de 100 μg ml-1 foi 

solubilizado em 2 ml de NaOH a 0,005 M e posterior aferição em água Milli-Q. A 

concentração final da solução de NaOH manteve-se em 0,001 M.   

 

2.5.1 Teste de solubilidade do padrão de ácido elágico 

 

Assim como Bala et al. (2006) relataram a dificuldade de solubilização do AE, neste 

estudo foi observada a ocorrência visível de resuspensão do padrão analítico de AE após um 

período de tempo e em diversos solventes utilizados para a fase móvel em CLAE. Para isso, 

foi realizado um teste de solubilidade do padrão com o fim de encontrar-se o solvente 

adequado de solubilização.  

O NaOH é referenciado como o solvente de solubilização pelo fabricante do padrão. 

O teste consistiu na tentativa de encontrar a solubilização de 100 μg do padrão de AE, em pó, 

na menor concentração de NaOH possível, para que não ocorresse interação entre o padrão 

solubilizado em ambiente alcalino com a fase móvel de ambiente ácido a 2,5% de ácido 

acético. As concentrações de NaOH utilizadas foram: 0,1 M; 0,01 M; 0,005 M e 0,001 M e 

comparadas após 24 horas.  

 

2.6 EXTRAÇÃO DO ÁCIDO ELÁGICO EM FASE SÓLIDA 

 

A extração do AE em fase sólida (SPE) teve como objetivo a clarificação e a 

eliminação de possíveis interferentes em amostras fermentadas para análises posteriores por 

cromatografia.  

Poucas são as referências na literatura (Mininel et al., 2014; Yan et al., 2014) que 

descrevam metodologias de SPE específicas ao AE. Para efeitos de comparação, foram 

utilizadas duas colunas de extração com adsorventes de porosidades diferentes:  

 Coluna Waters Sep-Pak Vac 35cc C18, 10 g, 60 ml, tamanho de partícula 55-105 μm; 

 Coluna Spe-ed C18/18 Applied Separations, 500 mg, 3 ml, tamanho de partícula 55 μm.  

Para testar a eficiência da SPE para posterior quantificação do AE em CLAE, foram 

testadas as condições de ativação da coluna e as condições de eluição com diversos solventes 

e volumes – 10 ml, 20 ml e 25 ml – de acordo com a necessidade de eluição da amostra de 

padrão AE 100 μg ml-1.  
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Os testes com a coluna de 60 ml foram baseados na metodologia de SPE utilizada no 

trabalho de Mininel et al. (2014), onde objetivaram a quantificação de compostos fenólicos 

presentes no extrato hidroalcóolico da planta Terminalia catappa Linn. Para a coluna de 3 ml, 

a metodologia foi baseada no trabalho de Gonçalves (2016), que avaliou os compostos 

fenólicos presentes nas amêndoas de cacau.  

As amostras fermentadas passaram por uma filtração simples prévia, visando à 

remoção de biomassa, e o fluxo através da coluna seguiu pela ação da força da gravidade. O 

procedimento é esquematizado na FIGURA III.3.   

 
FIGURA III.3 – SEQUÊNCIA DO TESTE PARA A EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA  

 
 

Para os testes com a coluna de 60 ml, o procedimento de ativação da coluna seguiu 

com volume padronizado de 10 ml para cada solvente. Tal procedimento consiste na 

passagem de solvente capaz de acionar os sítios ativos da coluna de adsorção. Os testes de 

ativação foram realizados com os solventes metanol e acetonitrila. Após a passagem do 

solvente de ativação, a coluna foi lavada com 10 ml de água – que atua como fase reversa – 

em todas as ocasiões.  

A passagem das amostras foi padronizada em volume de 10 ml. Para a eluição dos 

seus componentes, que ficaram retidos na coluna, foram testados os solventes elencados na 

TABELA III.1.  
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TABELA III.1 – CONDIÇÕES UTILIZADAS PARA A SPE COM A COLUNA SEP-PAK 35 CC 
CONDIÇÃO SOLVENTE DE ATIVAÇÃO AMOSTRA SOLVENTE DE ELUIÇÃO 

1 10 ml metanol 
10 ml água 10 ml 10 ml metanol:água acidificada a 

0,1% ácido fórmico (2:1) 

2 10 ml metanol 
10 ml água 10 ml 

10 ml metanol 
20 ml metanol 

3 10 ml acetonitrila  
10 ml água 10 ml 10 ml ácido acético:acetonitrila 

(70:30) 

4 10 ml metanol 
10 ml água 10 ml 

10 ml metanol:água (1:1) 
20 ml metanol:água (1:1) 
25 ml metanol:água (1:1) 

 
 
Todas as amostras passadas pela coluna SPE e seus respectivos solventes de eluição 

foram analisados em CLAE (metodologia descrita no item 2.5), a sequência das análises está 

disponível no QUADRO III.2. Para os testes com a coluna de 3 ml, foram padronizados 

volumes de 2 ml e foi utilizada a melhor condição de extração encontrada para a coluna Sep-

Pak 35 cc, seguindo a sequência anteriormente esquematizada na FIGURA III.3. Foram 

utilizados 2 ml de metanol e 2 ml de água para a etapa de ativação, passagem de 2 ml de 

amostra, e 2 ml do solvente de eluição metanol-água (1:1), com posterior análise em CLAE. 

 
QUADRO III.2 – SEQUÊNCIA DE AMOSTRAS DESTINADAS À ANÁLISE EM CLAE 
           (Continua) 

AMOSTRAS DES TINADAS À ANÁLIS E EM CLAE 

COLUNA S EP-PAK 35 CC 

T
E

ST
E

 D
E

 
E

FI
C

IÊ
N

C
IA

 Amostra contendo 
AE 100 μg ml-1 após 
a passagem pela 
coluna, e seu 
respectivo solvente 
de eluição testado na 
condição 1 

Amostra contendo AE 
100 μg ml-1 após a 
passagem pela coluna, e 
seu respectivo solvente 
de eluição testado na 
condição 2 

Amostra contendo AE 
100 μg ml-1 após a 
passagem pela coluna, e 
seu respectivo solvente 
de eluição testado na 
condição 3 

Amostra contendo AE 
100 μg ml-1 após a 
passagem pela co luna, e 
seu respectivo solvente 
de eluição testado na 
condição 4 

A
M

O
ST

R
A

S 
FE

R
M

E
N

T
A

D
A

S Amostra fermentada 
com ad ição de suco 
de romã (3:17) após 
a passagem pela 
coluna, e seu 
respectivo solvente 
de eluição – 25 ml 
metanol:água (1:1) 

Amostra fermentada 
com ad ição de suco de 
romã (3:7) após a 
passagem pela coluna, e 
seu respectivo solvente 
de eluição – 25 ml 
metanol:água (1:1) 

Amostra fermentada com 
adição de suco de romã 
(1:1) após a passagem 
pela coluna, e seu 
respectivo solvente de 
eluição – 25 ml 
metanol:água (1:1) 

Os solventes de eluição 
passados pela coluna e 
submetidos a uma etapa 
de concentração do 
conteúdo de AE em 
estufa a vácuo 
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QUADRO III.2 – SEQUÊNCIA DE AMOSTRAS DESTINADAS À ANÁLISE EM CLAE 
           (Termina) 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Nas análises por cromatografia, o extrato aquoso da casca de cacau apresentou uma 

pequena concentração correspondente ao AE – de ocorrência natural – de 0,0272 mg AE g-1 

de casca de cacau e um pH de 6,18. É possível que essa concentração seja representada pelo 

AE na forma livre, no entanto, não se tem o conhecimento sobre quais elagitaninos estão 

presentes na casca de cacau. Por este motivo, um método alternativo para a quantificação do 

precursor elagitanino seria mais adequado, pois, conforme observado anteriormente, o 

precursor elagitanino em meio aquoso sofre hidrólise e se lactoniza em AE (HAGERMAN, 

2002). A literatura relata concentrações mais elevadas de AE de ocorrência natural em frutas 

diversas, plantas e madeiras. O valor obtido para a casca de cacau se equipara ao encontrado 

em banana (0,02 mg g-1) por Williner, Pirovani e Güemes (2003) que também encontraram 

valores superiores para pera e tangerina (0,04 mg g-1), abacaxi (0,06 mg g-1), maçã verde e 

ameixa (0,07 mg g-1). No presente experimento foi encontrada a concentração de 0,0086 mg 

g-1 para o suco da romã, obtido a partir do processamento da polpa e sementes. 

 

3.1 PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO A PARTIR DE EXTRATO AQUOSO DA CASCA 

DE CACAU 

 

A TABELA III.2 indica a produção de AE encontrada para quatro cepas de 

Aspergillus, não sendo detectada a produção de AE para os demais microrganismos testados. 

 

COLUNA SPE-ED C18/18 

T
E

ST
E

 D
E

 
E

FI
C

IÊ
N

C
IA

 

Amostra contendo AE 100 μg ml-1 após a passagem pela coluna, e seu respectivo solvente de eluição 
metanol:água (1:1) 

A
M

O
ST

R
A

S 
FE

R
M

E
N

T
A

D
A

S 

Amostra fermentada com adição  
de suco de romã (3:17) após a 
passagem pela coluna, e seu 
respectivo solvente de eluição – 2 
ml metanol:água (1:1) 

Amostra fermentada com adição 
de suco de romã (3:7) após a 
passagem pela coluna, e seu 
respectivo solvente de eluição –   
2 ml metanol:água (1:1) 

Amostra fermentada com 
adição de suco de romã (1:1) 
após a passagem pela coluna, e 
seu respectivo solvente de 
eluição – 2 ml metanol:água 
(1:1) 
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TABELA III.2 – SELEÇÃO DE LINHAGENS PRODUTORAS DE ÁCIDO ELÁGICO 
EM FERMENTAÇÃO SUBMERSA  

MICRORGANIS MO PRODUÇÃO (mg AE g-1) pH 
Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) 0,1511  6,24 
Aspergillus niger LPB BC (CCT7716) 0,0523  6,22 

Aspergillus oryzae IZ9 0,0115  6,16 
Aspergillus niger S 0,0046  6,12 

 

Na presente pesquisa, a produção obtida por A. niger LPB B6 (CCT 7717), de  

0,1511 mg AE g-1 casca, supera a produção de AE alcançada por Vattem e Shetty (2003), que 

utilizou cranberry como substrato a partir do fungo Lentinus edodes. Em extração aquosa de 

AE, eles obtiveram a concentração de 0,116 mg g-1 e 0,107 mg g-1, utilizando NH4NO3 e 

proteína hidrolisada de peixe como fontes de nitrogênio, respectivamente. Os autores 

alcançaram concentrações mais elevadas de 0,320 mg g-1 e 0,350 mg g-1, quando realizada a 

extração de AE com etanol.   

Os demais relatos apresentaram a produção de 4,74 mg g-1 e 7,56 mg g-1 para as 

plantas creosote e tar bush, respectivamente, a partir do Aspergillus niger PSH (VENTURA 

et al., 2008); 12,39 mg g-1 de casca de romã com o fungo Aspergillus niger GH1 

(AGUILERA-CARBÓ, 2009); e 160 mg g-1 utilizando noz de carvalho pela cepa de 

Aspergillus niger SHL6 (HUANG; NI; BORTHWICK, 2005). 

Testes em espectrofotômetro com comprimento de onda a 255 nm foram realizados, 

seguindo o descrito por Bala et al. (2006). Durante as leituras foi observada a interação entre 

as soluções tampão e a amostra padrão de AE, dessa forma, não foram observadas bandas 

correspondentes ao AE quando do uso de solução tampão em baixos pHs. 

A metodologia inicial utilizada para CLAE, também descrita por Bala et al. (2006), 

detectou o pico correspondente ao padrão de AE aos 1,856 minutos. Porém, o método 

apresentava um tempo de retenção muito curto e as amostras apresentavam picos com muitos 

ruídos interferentes. É possível que tais interferências tenham ocorrido devido à presença de 

viscosidade observada nas amostras, possivelmente devido à pectina presente na casca de 

cacau relatada por Vriesmann, Amboni e Petkowicz (2011).  
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3.2 PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO A PARTIR DE EXTRATO AQUOSO DA CASCA  

DE CACAU SUPLEMENTADA COM SUCO DE ROMÃ 

 

A produção de AE foi realizada conforme as condições descritas no item 2.4. Ela foi 

determinada pelas análises em CLAE, conforme metodologia de Gonçalves (2016) e está 

ilustrada na TABELA III.3. 

 
TABELA III.3 – PRODUÇÃO DE AE A PARTIR DE EXTRATO DE CASCA DE CACAU 

SUPLEMENTADA COM DIFERENTES PROPORÇÕES DE SUCO DE ROMÃ E 
ANÁLISE EM CLAE 

AMOSTRA CONCENTRAÇÃO (mg AE g-1) pH 
Suco romã – ext rato de casca de cacau (3:17) 0,0861 ± 0,05 6,16 
Suco romã – ext rato de casca de cacau (3:7) 0,0297 ± 0,03 5,48 
Suco romã – ext rato de casca de cacau (1:1) n.d. 4,75 

LEGENDA: n.d. não detectado. 
 

O suco da romã foi adicionado ao meio fermentativo com o objetivo de atuar como 

agente indutor para elevar os níveis de produção de AE. Comparando este resultado de  

0,0861 mg g-1 casca de cacau com o anterior obtido durante a seleção de microrganismos 

(0,1511 mg g-1 casca de cacau), não foi alcançado o aumento de produção esperado. Observa-

se um declínio no pH conforme foram adicionados volumes maiores do suco da romã. Isso se 

deve à romã ser muito ácida – o suco possui um pH de 3,95 – o que pode ter interferido com o 

metabolismo do fungo, pois o extrato aquoso da casca de cacau possui um pH de 6,18 

próximo à neutralidade – pH este que foi mantido na faixa de 6 por todos os microrganismos 

durante as fermentações para a seleção de cepas. Não foi detectada produção de AE para a 

proporção de suco-extrato 1:1, possivelmente devido à questão do pH.  A biotransformação de 

elagitanino a AE é altamente influenciada pelo pH, uma vez que depende da atuação de 

enzimas xilanases, celulases e tanino acil hidrolases, cujo pH ótimo gira em torno de 4 a 5 

(HUANG et al., 2007). 

Mantendo a romã como agente indutor, a sugestão seria testar um extrato aquoso da 

casca da fruta e realizar a correção do pH.  

Comparando-se com a literatura, este resultado de 0,0861 mg g-1 extrato da casca de 

cacau está em concentração mais baixa do que aqueles valores obtidos por Vattem e Shetty 

(2003). Os autores produziram AE em cranberry como substrato pelo intermédio do fungo 

Lentinus edodes e alcançaram as concentrações de 0,116 mg g-1 e 0,107 mg g-1 utilizando 

NH4NO3 e proteína hidrolisada de peixe como fonte de nitrogênio, respectivamente, em 

extrato aquoso. Os demais relatos de produção ainda permanecem superiores. 
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Ressalta-se que, nesta pesquisa, não foram realizados estudos visando à otimização 

de processo. Portanto, em continuidade aos experimentos, concentrações mais elevadas de AE 

podem ser obtidas.  

 

3.2.1 Produção de ácido elágico em fermentação no estado sólido a partir de casca de cacau 

suplementada com casca de romã 

 

A extração do conteúdo de AE a partir do material fermentado foi realizada em água 

deionizada; com isso, não foram detectados picos correspondentes. O AE pode ter sido 

produzido por FES, mas pode não ter sido quantificado devido a limitações analíticas. Como 

sugestão para a extração aquosa, seria proveitoso realizar a recuperação de seu possível 

conteúdo de AE através de uma extração em fase sólida. Podem-se testar, também, solventes 

de extração variados como solução de NaOH 0,001 M, metanol e etanol, bem como em 

solução hidroalcoólica, variando suas proporções.  

 

3.2.2 Teste de solubilidade do padrão de ácido elágico 
 

Um teste de solubilidade do padrão analítico de AE foi realizado para que não 

houvesse interação entre a fase móvel que utiliza ácido acético 2,5% (GONÇALVES, 2016) e 

o padrão, evitando-se assim sua precipitação durante as análises em CLAE. No rótulo do 

padrão de AE o fabricante recomenda sua solubilização em NaOH 1N. O teste de solubilidade 

visou, em primeiro lugar, a solubilização do padrão na menor concentração possível de 

solução de NaOH, e em segundo, que o padrão AE solubilizado em NaOH mantivesse uma 

estabilidade durante as leituras em CLAE, impedindo sua precipitação. 

Dessa forma, condições foram testadas utilizando 100 μg do padrão analítico em pó 

sendo solubilizados em quatro diferentes concentrações de NaOH. Foram realizadas aferições 

do volume com água Milli-Q, pois a aferição em metanol resultou em resuspensão do padrão 

AE. Os resultados podem ser observados na TABELA III.4. 

 
  TABELA III.4 – RESULTADOS OBSERVADOS PARA O TESTE DE 

SOLUBILIDADE DO PADRÃO AE 100 μg  
ENS AIO CONCENTRAÇÃO NaOH VOLUME NaOH pH 

1 0,1 M 200 μl 6 
2 0,01 M 900 μl 7 
3 0,005 M 2 ml 6 
4 0,001 M 10 ml 6 
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Os volumes utilizados nas condições 1, 2 e 3 foram aceitáveis e possibilitaram 

solubilizar 100 μg do padrão analítico de AE. A quarta condição utilizou 10 ml de NaOH e 

partículas de pó ficaram remanescentes em suspensão. Para solubilizá- las seria necessária a 

adição de um maior volume, o que ultrapassaria o volume de 10 ml utilizado para as 

aferições. Como o teste visava utilizar a menor concentração possível de NaOH para a 

solubilização do padrão, de forma a evitar a precipitação resultante da reação entre o padrão 

solubilizado em pH básico e a fase móvel acidificada, a melhor condição observada após 24 

horas foi a terceira. Após a aferição em 10 ml não houve resuspensão do padrão ; a 

concentração de NaOH se manteve em 0,001 M, pH 6, e não interagiu com a fase móvel.  

Durante a execução da diluição, foi observada uma mudança de coloração do padrão 

(FIGURA III.4). À medida que se adicionava a solução de NaOH ao padrão, a sua coloração 

passava de um tom mais escuro (amarronzado) para um mais claro (amarelado) – 

provavelmente em razão do aumento do pH que favorece a hidrólise das lactonas. O mesmo 

foi observado por Bala et al. (2006), que relataram que, para solubilizar 5 mg de AE, foram 

necessários 0,2 ml de N-metil pirrolidona, 2,5 ml de piridina, e 25 ml de etanol. Por ser um 

ácido de natureza fraca, a solubilização do AE é melhor em solventes básicos. Como 

sugestão, pode-se testar a solubilização do padrão analítico de AE em solução de metanol-

água (1:1), bem como variar suas proporções. 

 
FIGURA III.4 – MUDANÇA DE COR OBSERVADA CONFORME A ADIÇÃO DE SOLUÇÃO DE 

NaOH AO PADRÃO DE ÁCIDO ELÁGICO 

 
           LEGENDA: a: padrão de AE (100 μg ml-1) solubilizado em NaOH 0,005 M;  b: padrão de AE (100 μg 

ml-1) solubilizado em NaOH 0,1 M; c: padrão de AE (100 μg ml-1) solubilizado em NaOH 
0,01 M. a, b e  c foram aferidos em água Milli-Q, respectivamente. d: padrão de AE (100 
μg ml-1) solubilizado em NaOH 0,1 M aferido em metanol, com ocorrência de resuspensão 

do padrão. 
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3.3 EXTRAÇÃO DO ÁCIDO ELÁGICO EM FASE SÓLIDA 

 

Com o objetivo de eliminar possíveis componentes interferentes nas amostras, foram 

testadas diversas condições de ativação e eluição em duas colunas, anteriormente 

apresentadas na FIGURA III.3 e TABELA III.1. As análises em CLAE seguiram a 

metodologia de acordo com a utilizada por Gonçalves (2016).  

Após a passagem de 10 ml da amostra de padrão AE 100 μg ml-1 pela coluna Sep-

Pak Vac 35 cc, foi observado que o conteúdo de AE da amostra ficou retido na coluna, 

posteriormente confirmado com a análise dessa amostra e de seu solvente de eluição em 

CLAE (TABELA III.5).  

 
TABELA III.5 – TESTE DE EFICIÊNCIA DA COLUNA SEP-PAK E 

ANÁLISE EM CLAE 
AMOSTRA A.P. S.P. 

Padrão AE 100 μg ml-1 0,9275 μg ml-1 45,8802 μg ml-1  
LEGENDA: A.P.: amostra passada pela coluna – AE não ret ido. 

                     S.P.: solvente passado pela coluna – AE recuperado. 
 

A quarta condição testada (TABELA III.1) apresentou o melhor solvente de extração 

do AE da coluna Sep-Pak Vac 35 cc, que conseguiu recuperar 46% do conteúdo de AE retido. 

Tal condição consistiu na ativação da coluna com metanol e água e 25 ml de solvente de 

eluição metanol – água (1:1). A quarta condição foi então utilizada para a SPE das amostras 

fermentadas e foi utilizada também para a coluna Spe-ed C18/18 em volume de 2 ml. 

Diante dos resultados obtidos anteriormente pela fermentação submersa, uma SPE 

foi realizada para as amostras fermentadas com o objetivo de realizar um clean-up nas 

mesmas. Os dados das análises em CLAE para a extração em coluna Sep-Pak Vac 35 cc estão 

disponíveis na TABELA III.6. Tais dados relacionam-se às amostras fermentadas submetidas 

à SPE, ao solvente de eluição utilizado metanol-água (1:1), e ao mesmo solvente de eluição 

submetido a uma etapa de concentração do conteúdo de AE em estufa a vácuo. Na mesma 

constam os resultados para o procedimento de SPE com a coluna Spe-ed C18/18, após 

análises em CLAE. 
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TABELA III.6 – AMOSTRAS FERMENTADAS APÓS SPE EM COLUNA SEP-PAK VAC 35 CC E 
SPE-ED C18/C18 COM ANÁLISE EM CLAE 

AMOSTRAS 
FERMENTADAS 

SE
P-

P
A

K
 3

5 
C

C
 A.P. S.P. S.P.C. 

SP
E

-E
D

 C
18

/C
18

 A.P. S.P. 

Suco romã – ext rato de 
casca de cacau (3:17) n.d. n.d. 2,3463 mg g-1 ± 0,5 n.d. 0,0145 mg g-1 ± 0,03 

Suco romã – ext rato de 
casca de cacau (3:7) n.d. n.d. 0,2117 mg g-1 ± 0,3 n.d. 0,0602 mg g-1 ± 0,01 

Suco romã – ext rato de 
casca de cacau (1:1) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

LEGENDA: A.P.: amostra passada pela coluna – AE não retido. 
        S.P.: solvente passado pela coluna – AE recuperado. 
        S.P.C.: solvente passado pela coluna e concentrado em estufa à vácuo – AE recuperado. 
        n.d. não detectado. 

 

A recuperação de 46% do padrão de AE durante os testes iniciais, indicou a 

viabilidade do uso de uma SPE e que suas condições devem ser otimizadas. Conforme 

apresentado no teste de solubilidade, o padrão analítico de AE foi solubilizado em solução de 

NaOH 0,005M. Assim, como sugestão para trabalhos posteriores, em testes para a otimização 

da SPE o conteúdo de AE retido na coluna pode ser extraído utilizando a solução de NaOH-

água (1:1) como solvente de eluição, ou metanol-NaOH. 

As amostras fermentadas, após a passagem pelas colunas de SPE, foram analisadas 

em CLAE e apresentaram um baixo ou nenhum conteúdo de AE. Tal fato é esperado em um 

procedimento SPE, pois os componentes das amostras devem interagir com a coluna para, 

dessa forma, ficarem retidos e serem, posteriormente, eluídos com a passagem de solvente de 

maior afinidade. Para a extração desses componentes foi utilizado 25 ml de solvente metanol-

água (1:1), sendo este solvente eluído da coluna de SPE também analisado em CLAE.  

A passagem do solvente de eluição pelas colunas apresentou uma baixa ou nenhuma 

concentração de AE. Esse resultado demonstrou que o conteúdo de AE pode ter ficado retido 

na coluna ou, também, que pode ter havido um maior conteúdo de AE nos solventes eluídos. 

Para a sua quantificação, esses solventes eluídos necessitariam de uma evaporação da água e 

componentes voláteis que causam a dispersão das moléculas do ácido na amostra. Visando a 

recuperação do conteúdo de AE, neste trabalho, os eluídos foram concentrados em estufa a 

vácuo reduzindo-os de um volume de 10 ml para 5 ml. A SPE em coluna Sep-Pak mostrou 

resultados mais satisfatórios, a concentração do eluído, por sua vez, alcançou um teor de AE 

de 2,3 mg g-1 casca. Já a coluna Spe-ed C18/18 não foi tão eficiente. Houve uma baixa ou 

nenhuma interação dos compostos presentes no fermentado com a coluna, provavelmente isso 

se deve a sua porosidade, de 55 μm. As amostras podem ter apresentado um baixo conteúdo 
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de AE devido ao pH ácido do suco da romã, como observado anteriormente. Também é 

possível que outros componentes presentes nas amostras tenham interferido durante a SPE. 

Na FIGURA III.5 podem ser visualizadas as colunas Sep-Pak e Spe-ed antes e depois 

da passagem das amostras fermentadas. Nota-se que o conteúdo da amostra ficou retido na 

coluna. 

  
FIGURA III.5 – COLUNAS SEP-PAK VAC 35CC E SPE-ED C18/18 ANTES E DEPOIS 

DA PASSAGEM DE AMOSTRAS FERMENTADAS 

 
LEGENDA: a e b mostram a co luna Sep-Pak Vac 35 cc antes e após a passagem das 

amostras fermentadas, respectivamente. c e d mostram a co luna Spe-ed 
C18/18 antes e após a passagem das amostras fermentadas, 

respectivamente. Em ambos os casos, é visível a diferença de coloração 
na resina das colunas decorrente da retenção do conteúdo amostral.  

 

Mininel et al. (2014) utilizaram a SPE, em uma etapa pré-cromatográfica, para 

remover contaminantes do extrato hidroalcoólico da planta Terminalia catappa. A purificação 

foi realizada em coluna Phenomenex Strata C18 com o seguinte procedimento: ativação em   

5 ml de metanol, equilíbrio com 5 ml de metanol-água (1:1), eluição dos compostos com 1 ml 

de metanol-água (1:1). Após etapas de secagem, resuspensão e análise, o resultado foi 

confirmado por coinjeção de amostras que obtiveram uma taxa de recuperação de 87% do AE.  

Yan et al. (2014) também utilizaram a SPE como uma etapa pré-cromatográfica, em 

coluna ProELut PLS, para a remoção de impurezas em amostras de plasma e tecidos. 

Primeiramente, as colunas foram acondicionadas em 3 ml de metanol e 3 ml de água. Após a 

passagem de amostra, elas foram lavadas com 3 ml de água deionizada e 3 ml de solução água 

acidificada a 0,1% ácido fórmico-metanol (60:40). Em seguida, o conteúdo da coluna foi 
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novamente eluído com 0,5 ml de água acidificada 0,1% ácido fórmico-metanol (10:90). A 

análise em CLAE mostrou que a recuperação do AE com metanol foi de 3%, e, após testes de 

gradiente – com ácido tricloroacético, H3PO4, e NaOH – e otimizações, concluíram que o 

melhor solvente de eluição foi água acidificada 0,1% ácido fórmico-metanol (10:90), com 

98,5%. 

A proposta do presente trabalho foi testar a produção direta de AE por fermentação 

submersa, a qual, até o momento, é relatada apenas como adequada para a síntese enzimática 

que degrada os elagitaninos tais como elagitanases, celulases, β-glucosidases e demais 

enzimas ainda desconhecidas da rota metabólica. Essa técnica é compensatória pela facilidade 

de escalonamento em relação à FES, a qual é justificada pela alta concentração de substrato e 

seu contato direto com o microrganismo.  

Estes dados de produção relacionam-se a condições ainda não otimizadas, e ainda 

não foi relatada a produção de AE a partir de cascas de cacau como substrato. O processo 

fermentativo conseguiu elevar a concentração de AE através da bioconversão do substrato 

pelo Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) em relação à concentração presente na casca de 

cacau.  

A extração em fase sólida (SPE), tal como desenvolvida no presente trabalho,  

indicou a sua viabilidade de uso. Os estudos e testes de otimização da SPE para o AE devem 

ser continuados, pois são poucas as metodologias disponíveis na literatura abordando o 

assunto.  

A necessidade dos sais utilizados na fermentação submersa deve ser avaliada, 

podendo-se avaliar também a concentração de nitrogênio e a relação de carbono disponível na 

casca de cacau. Pode-se testar em FES outras condições de processo, extração do AE e de 

análise para se alcançar melhores resultados. Os resultados obtidos neste trabalho, por meio 

da fermentação submersa, apresentam-se ainda em baixas concentrações; porém, pode-se 

recuperar o AE por meio da SPE para efetivar a análise em CLAE. 
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4 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

CAPÍTULO II – PRODUÇÃO DE ÁCIDO CÍTRICO A PARTIR DE CASCA DE CACAU 

 

Não existem relatos na literatura onde se utilizam cascas de cacau como meio de 

cultivo para a produção de biomoléculas, e, atualmente, a casca apresenta grande potencial 

para produção de ácidos orgânicos. De maneira geral, a casca apresentou composição físico-

química de interesse a microrganismos e pH próximo à neutralidade, indicando se tratar de 

um material recomendado para uso em alguns processos fermentativos por não apresentar 

necessidade da correção do pH de substrato. Dependendo do processo onde será utilizada, não 

há a necessidade de suplementação de determinados sais ao meio contendo casca de cacau.  

Com a constante demanda por AC pelo mercado e a perspectiva de alta na sua 

procura, novas formas de produção devem ser exploradas. A princ ipal delas é o uso de 

microrganismos adaptáveis a condições variadas de produção e com alto rendimento em 

menor tempo de fermentação. O fungo filamentoso Aspergillus niger LPB B6 (CCT 7717) 

apresentou um alto rendimento de produção – 0,8542 g AC kg-1 de substrato – atingindo o 

pico de produção em 72 horas. Tal resultado mostrou ser possível o emprego da casca de 

cacau como uma alternativa de substrato em um processo fermentativo para a produção de 

uma biomolécula de grande interesse industrial.  

Dentre os possíveis desdobramentos da presente pesquisa podem ser elencados os 

seguintes: 

 Buscar caracterizar as enzimas secretadas pela espécie Aspergillus niger LPB B6 (CCT 

7717) utilizando a casca de cacau como substrato; 

 Testar a produção de AC utilizando as cascas de cacau em fermentação submersa – na forma 

de extrato ou sólidos suspensos – visando um aumento de escala de produção; 

 Analisar a influência da adição de diferentes sais, variação de fonte de nitrogênio e a 

concentração de carbono presente na casca; 

 Dado o grande acúmulo de viscosidade observado nas amostras, uma ideia seria a 

caracterização de pectina e também a sua extração para fins comerciais, ou o uso do meio 

diretamente para a produção de pectinases.  
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CAPÍTULO III – PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO A PARTIR DE CASCA DE CACAU 

 

O AE apresenta propriedades e funções fundamentais na dieta humana, e por 

apresentar muitos tópicos ainda a serem explorados, suas referências na literatura são poucas 

e na sua maioria antigas. A pesquisa acerca dele precisa ser retomada, atualizada e difundida 

em todas as áreas. O ácido possui diversas propriedades, porém ainda não se sabe exatamente 

como elas atuam e como devem ser aproveitadas.  

 Em relação aos resultados do presente trabalho, é possível que a concentração de AE 

encontrada no extrato aquoso da casca de cacau seja representada pelo AE na forma livre; por 

outro lado, também é possível que ele seja um produto da hidrólise em meio aquoso do(s) 

precursor(es) elagitanino(s) – ainda desconhecido(s).  

Como ainda não foram encontrados relatos sobre a produção de AE a partir de cascas 

de cacau como substrato, os dados de produção relacionam-se a testes iniciais e a condições 

ainda não otimizadas. Através da bioconversão do substrato pelo Aspergillus niger LPB B6 

(CCT 7717) foi possível elevar a concentração de AE em relação à concentração presente no 

extrato da casca de cacau. A SPE indicou a sua viabilidade com a recuperação de 46% do 

conteúdo presente nas amostras, e são necessários estudos para a sua otimização, pois se trata 

de uma alternativa de recuperação do conteúdo de AE em amostras com baixas 

concentrações. 

Assim, como sugestões para o avanço da pesquisa são sugeridos os seguintes: 

 Determinar quais são os precursores do AE existentes na casca de cacau; 

 Encontrar um método para a quantificação dos elagitaninos presentes na casca de cacau;  

 Determinar as várias enzimas da rota de transformação dos precursores até o AE; 

 Otimizar as condições da FES e de extração do conteúdo de AE; 

 Avaliar a necessidade dos sais utilizados, bem como a concentração de nitrogênio e carbono 

disponíveis na casca de cacau, para a produção de AE; 

 Verificar a influência da romã para a produção de AE utilizando extrato aquoso da casca de 

cacau; 

 Otimizar as condições de extração de AE em SPE. 
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