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RESUMO

Foli acompanhado o comportamento de vinte linhagens de
Asperglllus niger na produgcao de a&cido citrico, quando cultivadas

em diferentes formas e meios de fermentag¢do.

Observou-se que as exigéncias nutricionais de Aspergillius
niger para a produc¥o de &cido citrico dependem da linhagem e do
processo do cultivo. Dentre as linhagens estudadas e nas condig¥es
experimentais - fermentac3o em superficie e submersa em meio
natural, escolheram—-se as cepas FTPT 906 para a fermenta¢3o em
superficie, FTPT 488 para fermentac3o submersa e FTPT 1762 como

cepa aleatoéoria, porque demonstraram maior capacidade de produco de
4cido citrico. ‘

Verificou-se a necessidade de tratamento do melago de
cana-de-acucar com 6xido de calcio (Ca0) e ferrocianeto de potéassio
(FCN), visando a remocao e precipitac®o de ions que contaminam os
substfatos evitando, assim, sua a¢¥%o inibidora na fermentac¢cfo
citricé. Observou—se que a quantidade de FCN requerida em excesso
¢ determinado principalmente pela linhagem do fungo e qualidade do

éﬁbstrato.

Aspergillus niger FTPT 906 demonstrou, nas condi¢des de
fermentac3o em superficie em meio natural, maior capacidade de
produc¥o de 4&cido citrico. A adi¢¥o de {ions ferro e cobre em
conjunto ao meio de cultura n¥o favorece a produ¢do de &cido; o
mesmo aconteceu quando adicionou-se {ion cobre no processo. 0
crescimento celular n&o foi influenciado pela ‘adicao de 1ions

metadlicos no meio de cultura.
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SUMMARY

Twenty citric acid producing strains of Aspergillus niger
were tested regarding their capacity to produce citric acid in
various media composition under surface and submerged growth
conditions. Nutritional requeriment for their growth and acid
production varied from strain to stfain. Strain FTPT 906 was
selected for further studies by surface culture method because of
its hability to produce highest amount of acid. Strain FTPT 488
produced highest amount of acid in submerged culture and strain
FTPT 1762 produced reazonable amounts of acid in both cultivation

methods.

The treatment with calcium oxide and potassium
ferrocianate (FCN) was requered for the precipitation of metallic
jons from molasses media to reduce inhibition of citric acid
production, The excess of FCN required for highest citric acid
production varied according to the fungus strain and qualites of
substrate. Addition of iron and copper ions to the media did not
enhance acid production. The growth of fungus was not affected by

those metallic ions.
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1. INTRODUGXO

0 adcido citrico {&cido 2 hidroxi-propano-1,2,3-
tricarboxilico), foi descoberto por SCHEELE (citado por ROHR et
alii, 1983), como um constituinte de frutas citricas. WEHMER
(citado por KUBICEK et alii, 1986), foi o primeiro a relatar que o
dcido citrico era produzido através da fermenta¢¥o por fungos, por
ele denominados Citromyces pfefferians e C. glaber, atualmente

classificados no género Penicillium.

Um grande numero de &cidos orgadnicos s8o acumulados por
fungos e por bactérias através de fermenta¢cqo. O fungo filamentoso
Aspergillus niger, pode acumular sob determinadas condig®es e
dependendo das linhagens selecionadas, dois tipos de &cidos
orgnicos de interesse industrial: o &cido citrico e o glucénico.
Desses, o &cido citrico fem um grande valor devido a sua alta
solubilidade, palatibilidade e baixa toxicidade. Possui muitas
aplica¢g®es na industria de alimentos, na farmacéutica e também em
outros campos industriais. Atualmente,Asua produ¢do mundial é de
aproximadamente 300.000 toneladas/ano (KUBICEK & ROHR, 1986).

Ap6s a descoberta de suas aplica¢Bes a producdo a larga
escala tornou-se objetivo de muitas empresas, que desenvolveram
algunas técnicas para sua extra¢3o de produtos naturais e procesos
sintéticos. O processo fermentativo mostrou-se mais viavel, sendo

no momento o mais utilizado para a produ¢3o de &cido citrico.

As exigéncias nutricionais de Aspergillus niger para a
produc¥o de &acido citrico dependem da linhagem e do processo de
cultivo. Influéncias dos constituintes do meio na produg3o de
&cido citrico tém sido estudadas e os trabalhos publicados mostram

diferentes condi¢Bes para uma 6tima produc¥o.



No processo fermentativo para a produco de adcido citrico
emprega—-se, principalmente, a sacarose é a glicose, como substrato
na forma pura, ou presente nos produtos naturais brutos, como:
amido hidrolizado, caldo de cana e sub—pfodutos (melagco de cana-de-

agucar e beterraba).

Diversas pesquisas s%o realizadas com a finalidade de
viabilizar matérias-primas alternativas, objetivando a utilizag¢Ho
de. substratos mais baratos. 0 melago tem a vantagem de ser uma
matéria-prima de baixo custo e disponivel em grandes quantidades no
Brasil. Contudo, alguns de seus componentes podem causar inibicg2o
do crescimento e da fermentac¥o citrica. Os niveis relativamente
elevadas de alguns ions metalicos, especialmente ferro, cobre,
zinco e manganés podem apresentar um significativo efeito inibidor
da fermentaéaﬁ. Diversos métodos s¥o empregados para neutralizar

o efeito negativo destes metais.

Considerando a necessidade de viabilizar de maneira
eficiente o processo fermentativo para a industria e a
disponibilidade da matéria-prima, o presente trabalho tem como

.objetivos:

1 - Comparar o comportahento de vinte linhagens de Aspergillus
'n}ger' quanto ao crescimento e produg8o de &cido citrico
utilizando-se fermenta¢c¥o submersa e fermentacao em
superficie, nos meios sintético e.natural e técnicas de placa

da Petri e tubo horizontal no meio sélido (FASE I).

2 - Verificar o efeito de varias concentra¢®es de ferrocianeto de
potassio, no meio natural, em fermenta¢c3o submersa e em
superficie, estabelecendo o tratamento e concentra¢¥o mais

adequados para obter rendimentos satisfatérios (FASE II).



Avaliar o melago de cana-de-agucar tratada como meio de

cultura para produc3io de a&cido citrico por Aspergillus niger
pelo processo de fermentag&o em superficie, realizando analise

comparativa, ccm destaque ao efeito de tragcos de metais (FASE
11D, '



2. REVISKO DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES

0 &cido citrico,isolado por SCHEELE (citado por ROHR et
alii, 1983), do suco de lim¥o é o principal componente dos frutos
citricos. A microbiologia tecnolégica conseguiu obter esse &acido
por fermenta¢¥o, tendo havido, ent&o, um grande incremento de seu
uso, devido & redu¢3o do pre¢go. Segundo LIMA (1975),ainda existe
alguma produc3o de &cido citrico pelo proceso de extra¢do na

Sicilia, Havai e Califérnia.

Foi WEHMER (citado por KUBICEK et alii, 1986), o primeiro
a observar a presenga de &cido citrico como um produto de oxalato
de céalcio pfoduzido por 2 linhagens de fungos, os quais, WEHMER
incorporou em um novo género Citromyces, agora identificado como

Penicillium.

CURRIE (1917) realizou investigacBes sistemadticas das
condi¢Bes da produc¥o de acido citrico em um meio de cultura com

concentra¢c¥es altas de acucar de baixo pH.

A primeira fabrica citada por sua notavel produgdo de
4cido citrico em escala industrial foi construida na Beélgica pela
Sociedade de Produtos Orgénicos Tirlemont, em 1919.
Posteriormente, entre os anos de 1923 e 1938, foram construidas
diversas industrias de produc% na Inglaterra, USA, USSR e

Alemanha.

Originalmente, as fermentac¢Tes citricas = foram

desenvolvidas por fermentacBes em superficie. SZUCS (E.U.A. Pat.

4



2.353.771, 1944), realizou importantes investiga¢®es utilizando
processo submerso, o qual foi posteriormente sucedido pelas
investigacBes de SHU & JOHNSON (1947).

Estudos similares foram reportados utilizando como
substratos, o melago de cana (SHU & JOHNSON, 1947; WOODWAR, 1949;
MOYER, 1953), melacos de beterraba (STEEL et alii, 1953); amido
(MOYER, 1953) e xaropes de glicose (SCHWEIGER & SNELL, 1949)

Estudos preliminares té&m mostrado que a fermentac&o
citrica é extremamente complexa. 0O éxito do processo depende de
dois parametros fundamentais: da linhagem do fungo produtor de
4cido e de uma fermentag¥o sobre condig¢dBes 6timas (ROHR et alii

19831} .

A partir das investiga¢®es historicas de WEHMER (citado
por ROHR et alii, 1983), tem sido demonstrado que existe um grande
numero de fungos capazes de produzir acido citrico. A produc¥o de
dcido citrico em variadas quantidades, é comum em membros do género
Penicillium (CURRIE, 1917).

_ Em 1961, novas espécies (Penicillium janthinellum e P.
restrictum) foram descritas em uma patente concedidas para

KINOSHITA com apreciéaveis rendimentos.

A excrecdo de Acido citrico é u fendmeno que ocorre em
bactérias, leveduras e fungos. Arthrobacter paraffineus e
Corynebacteriuh produzem &cido citrico em um meio que contém

hidrocarbonetos :como fonte de carbono (MILSON E MEERS, 1985).

Muitas espécies de leveduras do género Candida, podem
produzir &cido citrico em quantidades apreciaveis, tais como: C.
lipolytica, C. tropicalis, C. guilliermondi, C. intermedia, C.
parapsilosis. C. zeylanoides, C. fibriae C. subtropicalis, C.

oleophila (ROHR et alii, 1983). Uma das principais limita¢Bes do

5



emprego destas leveduras, é o acumulo de quantidades significativas
de &cido isocitrico, que é um subproduto indesejavel (MARCHAL et
alii, 1980) quando se wutiliza glicose e hidrocarbonetos como
substratos. .

PERLMAN e SIH (1960) citaram as seguintes espécies de
Aspergillus na produ¢¥o de &cido citrico: A. awamori, A. clavatus,
A. fenicius, A. fonsecaeus, A. fumaricus} A. luchensis, A. sajitoi,
A. usumii e A. wentii. As linhagens de Aspergillus niger s&o as
mais utilizaﬂas na prdducao de &cido citrico. KAPOOR et alii

(1883), citaram as seguintes vantagens de seu uso:

a) A facilidade com que ele pode ser trabalhado.
b) A utilizagc8o de residuos industriais crus pelo microrganismo

c) Obteng¢do de altos rendimentos, tornando o processo econdmico.

A fermenta¢do em superficie ¢é um dos processos mais
conhecidos e empregados na produc¥o de &cido citrico. Foi
introduzido em 1919 por Societé des Produits Organique na Beéelgica;
em 1923 por Chas. Pfizer & co. nos USA. £ muito usado porque é¢ um
processo menos sofisticado e requer instala¢®es mais simples,

comparado com a fermenta¢cdo submersa (KUBICEK, e ROHR, 1986).

0 cultivo em superficie é feito em bandéjas de aluminio
criando uma grande superficie em rela¢%o ao volume, uma vez que a
convers¥o de agUcar se d& intracelularmente, apés a sua passagem
para o interior da célula. O aumento na velocidade do processo e
conseguido pela acelera¢o da difus&o, pelo fato da pelicula de

fungos ser superficial.

Sendo a fermentag¥o citrica aerdébica, h&d necessidade de
suprimento de oxigénio ao micélio, através de sua superficie (LIMA,
1975) . '



Geralmente, o material cru empregado ne;te tipo de
fermentac%o ¢ o melago de beterraba (MILSON, 1987). Também tem sido
empregado com sucesso o melago da cana-— de- agucar (PANDA et alii,
1984; KUNDU et alii, 1984)',

Segundo LIMA et alii (1975), os melacos sXo diluidos para
obter uma concentra¢¥o de acucar de 14-20% (p/v) e aquecidos para
eliminar os microrganismos contaminantes. Depois de adicionados os
nutrientes necessarios , o meio ¢ inoculado com uma cultura
selecionada de Aspergillus niger e ajustado o suprimento de ar
para controlar a temperatura e oxigénio no meio . A fermentac®o &
feita entre 9 e 12 dias, depois o micélio é lavado para remover o
dcido citrico. Muito pouco se tem publicado a respeito da
fermentac¥o em superficie, porque as usinas mantém os conhecimentos

em segredo.

No método submerso, existe a vantagem de se empregar
diferentes tipos de substratos e ter um melhor controle da
fermentac¥o. Substratos usados na fermentag&o submersa incluem:
glicose, sacarose, melagcos de cana deAbeterraba, além de soro
permeado, empregado, por SOMKUTI & BENCIVENGO (1981). Segundo ROHR
‘ et alii (1983), o cultivo submerso é um processo de fermentac3o

liquida que pode descontinua, continua ou semicontinua.

Sabemos que a forma do crescimento do micélio de
Aspergillus niger tem uma grande influéncia no desenvolvimento da
fermentagc&o.Na escala macroscoépica, mgitos autores tem citado que
a formac¥o de pequenos "pellets" suaves e densos de micélio, &
essencial para um bom rendimento na fermentac3o citrica (SODECK et
alii 1981). Estes resultados coincidem com as informag¥®es citadas
por CLARK et alii (1966), que afirmam que o Aspergillus niger
cultivado em melaco na forma de micélio filamentoso, possui baixa
capacidade de produg¥o &cido citrico e tal crescimento durante a
fermentacXo submersa resulta en baixos rendimentos. Entretanto,

outros autores obtiveram melhores rendimentos com o fungo
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crescendo na forma filamentosa (TAKAHASHI, 1965).

Na escala microscépica & mgncionado o micélio que
apresenta um crescimento na forma de "pellets" resistentes, com
hifas curtas ramificadas e entrelagcadas e que caracteriza-se como
sendo essencial para a produ¢c¥so de &cido citrico na fermentag¢lo

submersa , SCHWERGER (E.U.A. Pat. 2.476.159, 1961).

A maioria da produ¢8o mundial de &acido citrico é obtida
pelo processo submerso (SODECK et alii, 1981). De acordo com
KUBICEK e ROHR (1986), o processo submerso e conduzido em
fermentadores de diferentes tipos, desde que possuam condi¢¥®es para
proporcionar a aera¢83o necessaria e que sejam construidos de
material resistente & corros¥o. O processo é conduzido por um

periodo de cinco a oito dias.

OQutro tipo de fermenta¢c&o empregado ¢ o processo Koji,
originalmente desenvolvido no Jap¥o. Consiste em umé fermentag&o
em meio s6lido, geralmente empregando-se farelo de arroz ou
.residuos de frutas que, apdés tratamento, s3Ho inoculados com uma
suspens3o de esporos espalhados na superficie. Sob condig¢8es
6timas, o processo ¢ completado em 90 horas (KUBICEK e ROHR, 1986).

Muitos estudos est8o sendo efetuados utilizando células
imobilizadas: em suportes inertes. VAIJA et alii (1982),
imobilizaram “pellets" de Aspergillus niger em bandas de gel de
alginato de cadlcio e estudaram a produc3o de &cido citrico em um
sistema continuo. TSAY & TO (1987) também imobilizaram conidia de
Aspergzllus niger TMB 2022 em gel de alginato de calcio. Eles

usaram uma suspens¥o contendo 2,32 x 108 conidios/mL.

J& que os fabricantes de &cido citrico mantém suas
linhagens em segredo, a informa¢3o sobre a origem e os programas de
sele¢cXo para linhagens industriais n&o estdo geralmente

disponiveis.



Parece que a maioria de tais linhagens, tem sido
empiricamente selecionados, através do isolamento de habitats

naturais, usualmente o solo.

De acordo com WENDEL (citado por ROHR et alii, 1983) ha
dois métodos principais para selecionar porg¢¥es variadas de certa

populac¥o: as técnicas de "single-spore" e "passage method".

Na técnica "single-spore”, uma dilui¢c¥o de esporos
convenientemente preparada e culturas de esporos simples s%o feitas
e testados em ensaios separados. A idéia ¢ que existe uma
heterogeneidade de uma dada populac¢&o de conidios e,
consequentemente, devem existir individuos com alto rendimento
dentro desta populac¥o. E o6bvio que tal método requer ensaio
sensivel do produto obtido diretamente da placa de cultivo. Assim,
JAMES et alii em 1956, introduziu indicadores de pH como meio de
detectar rapidamente a forma¢&%o de colénias altamente produtoras
de &cido. Para obter somente uma difus¥o limitada de &cido citrico,
recomenda-se o uso de filtros de papel embebidos com um tipo de
meio de fermentac&o de Acido citrico. A desvantagem deste método
e que &cidos orglnicos (oxdlico e glucédnico) simulam a presenca de
4dcido citrico. KUBICEK et alii (1979) melhoraram recentemente
este método, pela incorporac¥o de um corante especifico para acido
citrico (p-dimetilamino benzaldeido), em vez do indicador. Por
esta técnica, um valor semiquantitativo de rendimento de &cido
citrico pode ser calculado, simplesmente comparando-se o diadmetro
da zona de 4cido citrico com o didmetro da coldénia. Esta técnica
n¥o ¢é aplicada para altas concentra¢®es de &cido citrico. Uma
vantagem deste método, ¢ que a sua aplicabilidade na re—sele¢8o de
‘linhagems “"degeneradas", i.¢. aquelas que tém perdido sua
capacidade de produzir uma grande quantidade de &cido citrico de um

sub-cultivo prolongado.

A técnica "passage method", basicamente, consiste em

inocular popula¢¥o em placas, contendo concentra¢Bes variadas de
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substancias que inibem a populac¥o com respeito ao tempo de
germina¢do ou taxa de crescimento. Isto resulta na sele¢%o de
fracBes de populac3o como uma fung8o do crescimento das
concentrac¥es de agentes seletivos. N&o existe nenhuma literatura
disponivel sobre o uso do método de passagem para melhorar

linhagens produtoras de &cido citrico.

Segundo MILSON (1987), nem todos os tipos de linhagens de
Aspergillus niger s%o convenientes para a produg8o de 4&cido
citrico, mesmo sob condi¢Bes o6timas de fermentago. Linhagens
produtoras podem ser melhoradas mediante mutac¢o. Suspens®es de
esporos podem ser tratados por agentes mutagé&nicos como: luz
ultravioleta, raios X, N—metil—N—nitro—N4nitrosoguanidina e outros

agentes guimicos.

No Brasil, alguns trabalhos tém sido publicados visando
o melhoramento de linhagens de Aspergillus niger, BARACHO (1983),
utilizou luz ultravioleta como agente mutagénico; BONATELLI et

alii (1983), empregaram a técnica do ciclo parasexual.

2.2. FUNDAMENTOS BIOQUIMICOS NO ACUMULO DE ACIDO CITRICO

O ciclo de a&cido citrico é o mecanismo pelo qual o acetato
é oxidado em duas moléculas de COZ’ éendo liberados da célula. De
maneira normal, uma molécula de acetato & condensada com uma
molécula de oxaloacetato, dando uma molécula de citrato. O citrato
€ metabolizado via 1isocitrato para oxaloacetato, perdendo uma
molécula de COzpara produzir a—cetoglutarato, o qual, por sua vez,
perde, posteriormente, uma molécula de COz, dando succinato. (o)
succinato & metabolizado via fumarato e malato para regenerar
oxaloacetato. Se o ciclo de &cido citrico é interrompido, nenhum

oxaloacetato ¢ regenerado para condensar com acetil-CoA, e assim
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formar citrato. Dai, é necessario fazer agir a chamada reacg¢lo

anaplerética, produzindo axaloacetato (Apéndice figuras 1A e 2A ).

Segundo’ KUBICEK e ROHR (1986), do ponto de vista
metabélico, o acumulo de Acido citrico & caracterizado por trés

processos distintos:

1) Oxidac¥o de hexoses a piruvato e acetil-CoA através da
glicélise.

2) A formac¢¥o anaplerética de oxaloacetato a partir de piruvato e
fixac&o de CO,.

3) Acumulo de acido citrico no ciclo de acido tricarboxilico.

O ciclo de &cido tricarboxilico é complexo e envolve
vArias enzimas. A aconitase, por exemplo, é sensivel a altas
concentra¢c¥es de ions metdlicos, como o Fe'''* KUBICEK e ROHR (1985),
estudaram a atividade de aconitase durante a fermenta¢Xo citrica,

e

comparando diferentes concentra¢®es de ions Fe e Cu''.

A fixa¢¥o de CO, por Aspergillus niger durante a produc¢8o de
4cido citrico e a presenca de piruvato carboxilase foram estudadas
por WARONICK & JOHNSON (1960).

2.3. CINETICA DA FERMENTAGX0 CITRICA

Poucos trabalhos envolvendo cinética da fermentac¥o
citrica s8p encontrados na literatura. Segundo ROHR (1981), a
fermentac¥o apresenta wuma primeira fase caracterizada pelo
crescimento rdpido do fungo; uma segunda fase em que o crescimento
diminui significativamente e a produc¥o de Acido citrico é maxima,
constituindo um processo bifAdsico. Dependendo da velocidade do

crescimento, h& significativa forma¢&%o de produto durante a fase
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inicial. Na fase estacionaria, a formac¥o de produto é mAxima. Os
mesmos autores, em 1986, concluiram que a produ¢3o de acido citrico
é realizada em uma pequena propor¢3o por células em crescimento e,

na maior parte, por células em fase estacionaria.

2.4, FATORES QUE INFLUENCIAM 0 ACUMULO DE ACIDO CITRICO POR
FUNGOS

Para a produco de &cido citrico por Aspergillus niger,
alem da sele¢3o das amostras, é necessario o estudo de diversos
pardmetros fisicos, quimicos e biolégicos, tais como a temperatura,
o pH, os constituintes do meio, as taxas de aeracSo e agita¢c&%o, e

instabilidade genética.

O crescimento de Aspergillus niger, ¢ ilimitado em meios
de cultura ricos, sendo o minimo o volume de &cido citrico
produzido. Por outro lado, se o crescimento é restrito a vias
apropriadas, o &cido citrico é produzido em volumes equivalentes a
70 - 90% de sacarose fornecida (MILSON, 1987).

A fermentagdo citrica por Aspergillus niger deve ser
conduzida e temperatura em torno de 30'C. segundo SODECK et alii
(1981), citado por PRATA (1989), em femperaturas acima do limite
madximo, ocorre formac¥o de A&acido 6xélico; abaixo de 28°'C ocorre

diminuic3o significativa da produ¢&o de &cido citrico.

Outro fator importante que deve ser levado em conta & o
pH. O pH 1inicial usado depende do substrato. No caso da
fermenta¢¥o do melago (meio natural), emprega-se valores de pH
acima de 5,0, porque Aspergillus niger n¥o pode germinar, nem

crescer bem em valores de pH inferiores a 5,0, em tal substrato.
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VArios trabalhos tem sido publicados, utilizando altos pH (PANDA et
alii 1984).

Quando o substrato é sacarose ou glicuse (meio sintético),
as fermentac®es s¥o conduzidas em pH abaixo de 5.0 (SANCHEZ et alii
1963; GOMES et alii 1987).

Em processos de fermentagXo em superficie, poucos tém
controlado o pH, uma vez que a fermentag3o seja iniciada. Em
processos submersos, ao contrario, (MILSON, 1987), muitos valores

de pH tém sido mencionados na literatura.

Em geral, apenas os agucares que s3o assimilados ’
rapidamente por fungos s3o utilizados como fontes de carbono na
fermentaco citrica (sacarose, frutose, glicose). Segundo KUBICEK
e ROHR (1986), a principal fonte de carbono empregada ¢ a sacarose,
seja na forma pura ou na forma presente nos melagos de cana-de-
agucar ou beterraba. A concentrac®o de agucar no meio é importante
para obter rendimentos étimos de 4&cido citrico, e deve estar

compreendida entre 14 - 22% (p/v).

Diversos trabalhos tém sido publicados mostrando as
concentractes o6timas em sacarose para a fermentag3o citrica.
JERNEJ et alii, (1982), obtiveram um rendimento maximo de 82% em
um mejo sintético contendo 140 g/1 de sacarose. HOSSAIN e
colaboradores, em 1984, estudaram o efeito da fonte de carbono na
produ¢do de &cido citrico por Aspergillus niger, obtendo um
rendimento de 48% com sacarose como substrato; 35% com glicose; 25%

com frutose; 7,5% com lactose e 0% com galactose.

A oxigena¢c&o por aerac¥qo ¢é um problema significativo
somente em fermenta¢do submersa (MILSON, 1987). O consumo de
oxigénio causa um aumento no consumo de ag¢ucar e no crescimento do
micélio. O oxigénio funciona como um regulador da produ¢%o. Uma

interrup¢c¥o do seu fornecimento faz com que a velocidade de
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producdo seja alterada completamente, dependendo da fase em que o
processo se encontra (de crescimento db fungo, ou de acumulo de
4dcido). O aumento da produ¢c¥o de 4&cido citrico é relacionado
proporcionalmente com o aumento da Eoncentracao de oxigénio

dissolvido no meio.

Os meios de cultura para a produc¥o de &cido citrico por
Aspergillus niger, além de apresentar uma fonte de carbono,
necessitam também nutrientes bésicos: fonte de nitrogénio, de
fosfatos, de sulfatos, adi¢%o de concentrag®es adequadas de metais

como o ferro, cobre, zinco e manganés.

TRUMPY & MILLIS (1963) enfatizaram que a dificuldade no
estudo dos efeitos dos nutrientes na produ¢¥o de &cido citrico &
devido ao fato de que a melhor concentrac¥o de um componente,

frequentemente, depende das concentra¢®es dos outros no meio.

O nitrogénio ¢ usualmente suprido na forma de sulfato de
aménio ou nitrato de aménia. Fisiologicamente, os compostos de
amdénia geralmente s3o preferidos. Em geral, a concentra¢c&o de ions
‘amania durante a fermenta¢3o citrica pode estar na faixa entre 0,3
as 1,53 NH/}!/L.

Para acumular &cido citrico, o crescimento pode ser
restringido, .limitando-se o fornecimento de nitrogénio ou fosfato.
fdi assim que DAWSOM et alii (1989) demonstraram mediante uma
fermenta¢¥o em bateladas, que em uma limitag&8o na concentrac8o de
fosfato o rendimento de &cido citrico foi inversamente relacionado

com o excesso da concentra¢do de nitrogénio no meio.

SHU & JOHNSON (1948) e KUBICEK e ROHR (1977), por outro
lado, demostraram que a produgc&o de citrato é possivel na presenga
de um excesso de nitrogénio no meio, onde fosfato & limitado. O
mecanismo que explica esse efeito n¥o tem sido elucidado. No

entanto, tal mecanismo & necessario para explicar a produ¢3o de
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&cido citrico usando melagos de beterraba, ricos em nitrogénio.

Segundo MILSON (1987)._ a limitag¥o de nitrogénio ou
fosfato n¥o ¢ a Unica restrigXo que deve ser aplicada na cultura de
Aspergillus niger na produ¢¥o de acido citrico. Também se faz
necessario restringir o fornecimento de certos tracos de metais
(Fe, Cu, Mn, Zn). Por outro lado, é bem conhecido que Aspergillus
nfger requer uma certa quantidade de todos os tracos de elementos

para o seu crescimento (STEINBERG, 1939).

fons de Ferro s&o conhecidos como ativadores de aconitase
e, portanto, a deficiéncia de ferro é provavelmente um requisito no
acumulo de &cido citrico. Caso o ciclo seja interrompido nesta
etapa, uma pequena quantidade de ferro & necessario para a maxima

produ¢&o de citrato (SHU and JOHNSON, 1948).

As investigac®es de CLARK et alii (1966) confirmam também
a natureza reguladora de {ons manganés. SCHWEIGERT (E.U.A. Pat.
2.476.159, 1961), descobriu que fons cobre atuavam como um contra-
agente na contamina¢¥o por fons ferro no meio nutriente. A ag&%o
antagonistica dos {ons cobre, também tem sido usada como um
argumento a favor de que o ferro é o elemento chave na regulagem do
acumulo de &cido citrico. O mesmo autor mostra ainda que os {ons
cobre pode contra-atuar com sucesso na adi¢c&o de manganés, no meio
da fermentac¢Xo. Estas observac®es s%o confirmadas por recentes
investiga¢®es de que {ons cobre s&o inibidores do acumulo de
manganés celular. Eles concluiram portanto, que o manganés é o ion

metdlico critico na fermentac®o, para produ¢®o de acido citrico.

Coﬁo tem sido demonstrado, a contamina¢8o dos carboidratos
crus por tracos de metais é um fator que incide em seu emprego na
fermentac&o citrica. Para remové-los, existem diferentes métodos
tais como a troca de cations, complexac¥o e precipitagcZo com

ferrocianeto.

15



2.5. MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS PARA PRODUGKO DE ACIDO CITRICO

Os Aspergillus do dgrupo niger s3o provavelmente mais
comuns do que qualquer outro grupo dentro do género. Eles
apresentam uma ampla distribui¢c%o geogrdfica, e ocorrem em uma
grande variedade de substratos, sendo abundantes nos solos,

pPrincipalmente nas regi%es tropicais e subtropicais (BARACHO e
COELHO, 1978).

Segundo SIEBERT e SCHUZ, em 1979, os substratos mais
utilizados nos processos de fermentac3o por fungos s%o sacarose, o
melaco de cana-de-agcucar e o melago de beterraba. MILSON e MEERS

(1985), incluiram o xarope de glicose.

KUBICEK e ROHR (1986), citaram também como substrato para
a fermentac¥o citrica o caldo da cana-de-agucar e vArios

hidrolizados.

Tem sido utilizadas outras matéfias—primas como substratos
para fermentac¥o citrica por fungos: o soro de queijo, o residuo da
industria de algod%o, o pé de semente de tamarindo, o resfduo de
cervejaria, a polpa de batata-doce e aAgua da lavagem de abacaxis.
Atualmente, utilizam—se também o residuos agricolas e de madeiras
(PRATA, 1979).

E necessario o tratamento do melagco, pois apresenta niveis

altos de metais como zinco, ferro e manganés, que atuam como

interferéncia na fermenta¢c¥o citrica. Diferentes métodos s8o
empregados para remové-—los: tratamento com &acido sulfurico, com
ferrocianeto de potassio (HCF), com fosfato tricadlcico (TPC) e

resinas de troca idnica. O tratamento com ferrocianeto de potassio

é o mais utilizado (MILSON, 1987).
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Segundo ROHR et alii (1983), o HCF tem um duplo efeito:
precipita e complexa tragcos de metaié (Fe, Cu, Mn e 2Zn) em
excesso; atua como inibidor metabélico , restringindo o crescimento
e promovendo produc3o de acido citrico. & necessario, portanto,

manter um certo excesso de HCF no meio de fermentagXo.

A quantidade de HCF necess&ria para a solu¢3o de melacos
depende fortemente do tipo e qualidade do melago disponivel. A
quantidade de HCF requerida em excesso ¢ determinada principalmente
pela linhagem do fungo. Na pratica, prefere-se determinar o
excesso mediante investigag¢Bes da fermentag®o em diferentes
escalas. A quantidade total de HCF a ser adicionada ¢ determinada
simplesmente variando quantidade de HCF, e testando o excesso de
" HCF pelo método de MARIER e CLARK (1960).

O excesso de HCF varia de 10 mg a 100 mg HCF-ion/litro em
melacos de beterraba e 10 mg a 200 mg HCF-ifon/litro em melago de
cana—-de—agucar. Tem sido demonstrado que o Aspergillus niger
tolera menos HCF durante a fermentac3o submersa, do que durante a
fermentac¥o superficial (KUBICEK e ROHR, 1986).

HOSSAIN et alii (1984) e TAHA (1959) estudaram o efeito
de diferentes tipos de aléoois (metanol, etanol e propanol) e seu
antagbﬁismo com a contaminag80 por tragos de metais nos
carboidratos crus. A bioquimica deste efeito ainda n#%o foi
ékplicada, mas € obviamente relacionada como o efeito bioquimico

exercido pelo manganés.
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2.6. APLICAGUES DO ACIDO CITRICO

Segundo MILSON e MEERS (1985), existem trés Areas principais
de aplica¢8o de &cido citrico:

a) Na industria alimenticia: Cobrindo 75% da produ¢o mundial, o
&cido citrico é o acidulante mais versatil, utilizado em bebidas,
geléias, doces em compotas; possui a capacidade de se agregar com
metais pesados, o que leva a ser ‘largamente empregado como

estabilizante de 6leos e gorduras, evitando sua oxida¢®o.

b) Na industria farmacéutica: Seu uso se torna ideal pelo seu
poder capitulante e pelo seu poder efervescente, quando combinado
com carbonatos e bicarbonatos, forma uma grande variedade de sais,
tais como citrato trissédico, que ¢é empregado para preservar o

sangue e como substituto de fosfatos em detergentes.

c) Com propésitos técnicos: 0 &cido citrico, com sua capacidade de
agregar metais e com seu baixo poder de ataque a agos especias, é
amplamente aplicado na limpeza de diversos tipos de instalac¢¥es

industriais, além de outras aplica¢¥®es industriais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MICRORGANISHOS

Foram wutilizadas neste estudo, vinte linhagens de
Aspergillus niger proveniente da cole¢fo de culturas da Fundac8o

Tropical de Pesquisa e Tecnologia "André Tossello" FTPT.

As designa¢®es dos microrganismos utilizados estdo -

indicadas na tabela 1.

As culturas de Aspergillus niger foram mantidas em meio
de esporulac¥o e meio de batata-glicose-agar (PDA), agar inclinado
a 4°'C e repicadas cada més. Como método efetivo e duradouro de
manutencdo de cepas, empregou-se a técnica de silica gel e
manutenc¥o em &gua esteril para fungos filamentosos (BARRETO
FIGUEIREDO, 1967). ‘
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TABELA 1. Linhagens de Aspergillus niger utilizadas neste trabalho.

Linhagens de Aspergiljus niger

ORIGEM
FTPT 488
FTPT 905
FTPT 906
FTPT 907
FTPT 910
FTPT 911
FTPT 914
FTPT 915
FTPT 916
FTPT 917
FTPT 918
FTPT , 919
FTPT 920
FTPT 922
FTPT 1213
FTPT _ . 1220
FTPT 1435
FTPT 1762
FTPT 1884
FTPT 1904

FTPT: Funda¢&o Tropical de Pesquisa e Tecnologia "André Tosello".
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MEIO DE ESPORULACKO g/L

Sacarose . 140,00
igar 20,00
KH,PO, 1,00
MgS0,. 7 HP 0,25
NH,NO4 2,50
Extrato de Malte 1,50
Tra¢cos de metais mg/lL
Cu*’ 0,14
Zn*’ 1,40
Fe''* 2,20
PDA g/l

Batata (em infus¥o) 100,00
‘Glicose 40,00
ﬁgar 20,00

3.2. PREPARO DO INOCULO

Uma suspens&o de esporos n¥o germinados obtida mediante
cultivo em &gar inclinado, por um periodo de 10 dias, a uma
temperatura de 30°C, foi utilizada como inéculo. O tubo, contendo
a cultura esporulada, foi agitado'vigorosamente em agitador (Cyclo
Mixer da Clay Adams Vol. II), para destrﬁicao de aglomerados de

.esporos.

Apés a contagem em Camara de Newbauer, procedeu-se a

dilui¢¥o da suspens¥o para se obter de 1x10! a 2x10’ esporos/mL.
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3.3. MEIOS DE CULTURA

O presente trabalho foi desenvolvido em trés fases, nas

quais utilizou-se trés tipos de meios de cultura:

3.3.1.MEI0 SINTETICO

Constituido por: sacarose (140g/L); tGQPO4 (1g/L); MgSo,
(0,25 g/L); NHNO,; (2,5g/L); tracos de metais: Cu' (0,06 mg/L); Zn*
(0,25 mg/L); Fe'" (0,45 mg/L). O pH ajustado com HCl para 2,3.

3.3.2. MEI0 SOLIDO

Constituido por: sacarose (140 g/L); KH)PO,(1 g/L); Fe'"
0,45 mg/Lf; agar (15 g/L); indicador verde de bromocresol (0,02
g/L).

3.3.3. MEIO NATURAL

Empregou-se melago de cana-de—agucar, fornecido pela Usina
Santa BArbara, Piracicaba, 3P. O produto foi embalado e armazenado

sob refrigerac¥o, para o desenvolvimento da pesquisa.
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3.3.3.1. PRIMEIRA FASE

0O melago foi diluido com HZO potavel, de forma a obter-se
uma quantidade de sélidos soluveis de 20'Brix. O pH foi ajustado
para 5,4, Adicionou-se (NH,),50, (2 g/L); Mg30, (0,6 g/L); KH,PO,
(0,49g/L); K‘Fe(CN)G.SHZO (0,04 g/L).

3.3.3.2. SEGUNDA FASE

O melaco da cana-de—agucar utilizado como meio natural,
foi submetido a dois tipos de tratamento com 6xido de calcio (item
3.3.3.4.1) e com fosfato tricalcico (item 3.3.3.4.2), visando a
eliminacdo de elementos tragos e impurezas prejudiciais a
fermentac¥o éitrica. Ap6és tratamento, adicionou-se: NH‘NOS (1 g/7L);
KH,PO, (0,6 g/L); Mg50,.7H,0 (0,16 g/L).

3.3.3.3. TERCEIRA FASE

Utilizou—-se o melago de cana-de—acucar tratado com éxido
de cllcio (Ca0) e adicionado de 30 ppm de ferrocianeto de potéassio
(K‘Fe(CN)G.SHZO). Adicionou-se: NH,NO; (1 g/L); KH,PO, (0,6 g/L);
MgS0,.7H,0 (0,16 g/L); tracos de metais: Cu' (0,03; 0,06; 0,12
mg/L); Fe''*(0,22; 0,45; 0,90 mg/L).
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3.3.3.4. TRATAMENTOS

3.3.3.4.1. TRATAKENTO COM (XIDO DE CALCIO (Ca0)

Dilui—se o melagco de cana-de-agucar para obter uma
quantidade de sélidos soltuveis de 20° Brix, ajustando-se o pH entre
uma faixa de 7,0 a 7,5 com Ca0 (10%), e aquecimento a 60* C por 30
minutos. Deixou-se em repouso por quatro horas. Posteriormente,
- pegou-se o sobrenadante e adiciona-se: 30 ppm, 100 pmm e 150 pmm de
ferrocianeto de potdssio ajustando—-se novamente o pH entre 4,0 e
4,5 com HCl, seguido de um aquecimento a 80° C por 30 minutos. A
amostra ficou em repouso por aproximadamente quatro horas e em
seéuida, foi centrifugada em centrifuga refrigerada (MLW
Electronick 80) a 3.000 rpm. Logo procede—-se a determina¢&o do FCN
residual pelo método de MARIER e CLARK (1960).

3.3.3.4.2. TRATAMENTO COM FOSFATO TRICALCICO (TPC)

Para o segundo tratamento utilizou-se o procedimento
descrito por PANDA et alii (1984). Primeiramente dilui-se o melago
para obter uma concentrac¥o de 20° Brix. A amostra foi aquecida a
40° C por cinco horas, centrifugada (centrifuga refrigerada) a 2.000
rpm por cinco minutos. ajustou-se o pH a 7,0 com NaOH, adicionou-se
fosfato tricalcico (2%) e colocou-se na autoclave a 105° C por cinco
minutos. A mistura foi esfriada e centrifugada a 3.000 rpm por 15
minutos. O precipitado produzido foi descartado. Posteriormente,

pegou—-se o sobrenadante apés a Aadicao da concentra¢c&o de
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ferrocianeto de potadssio em concentragdes de 30 pmm - 100 pmm e 150
pmm. O pH foi novamente ajustado a 2,0 com HCl 0,1iN. Em seguida foi
decantado por seis horas, e entXo centrifugado a 3000 rpm por 20
minutos. Este meio natural foi empregado na fermentac¥o com adig¢Xo
respectiva de nutrientes basicos (posteriormente descritos) e

determinac&o do FCN residual pelo método de MARIER e CLARK (1960),

3.4, CONDIGOES DE CULTIVO

Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave

a 121" C por 15 minutos.

3.4.1, FERMENTACX0 SUBMERSA E DE SUPERFiCIE

Os experimentos foram conduzidos em fermentac3o submersa
e em fermenta¢¥o em superficie utilizando frascos erlenmeyer de 250
mL de meio de cultura. O pH foi ajdstado péra 5,4 (fermentag3o
submersal), 2,3 (fermentacao. em superficie); incubadas a uma

temperatura de 30' C.

No caso de fermentac&o submersa, os frascos foram
incubados sob agitag&8o de 200 rpm em incubador agitador New
brunswick Scientific G-25, enquanto que para fermentacd3o em
superficie foram incubadas sem agita¢¥o. Os experimentos foram
conduzidos com 2 ou 3 repeti¢¥es. Apdés periodo de 5 a 10 dias,

foram retiradas amostras para fazer as respectivas analises.
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3.4.2. MeTODO DO TUBO HORIZONTAL

0 experimento foi conduzido em tubos padronizados (FERRAZ
e DURAN, 1989) de 40 cm de comprimento e 11 cm de diadmetro, com as

bordas curvadas a um dngulo de 45' , tampados com algod¥o.

0O meio de cultura e os tubos (em duplicata) foram
esterilizados separadamente a 120° C por 15 minutos. adicionou-se
10 mL de meio sé6lido a cada tubo, e o indéculo colocado no extremo
do tubo. Em sequida as culturas foram incubadas a uma temperatura
de 30°' C, medindo-se {(em cm) diariamente o avango da fronteira
- micelial da cultura, e a troca da cor do corante sobre o meio

s6lido apropriado, por um periodo de tempo de 12 dias.

Determinou—-se a Unidade do &acido (UA) relacionando-se a
distancia do avango micelial (C) com a disténcia da troca do pH do

meio (A), obtendo-se UA = A/C.

3.4.3. TECNICA DA PLACA PETRI

As vinte culturas de aspergillus niger foram testadas em
placa de Petri (em duplicata). Adicionou-se o inéculo na metade da
placa com uma agulha. As culturas foram incubadas a 30' C por um

periodo de 4 dias.

Relacionou-se o halo formado pela troca da cor (indicando
troca do pH) com o didmetro do crescimento micelial e calculou-se
um valor semi—quantitativo de acidez em cm, traduzido em unidades
de &cido (UA), mediante a relac¥o do didmetro da zona da troca da

cor (A), sobre o di8metro da colédnia (C) A/C = UA.
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3.5. OBTENGX0 DO ACIDO CITRICO.

3.5.1. SELEGX0 DO FUNGO

Inicialmente (fase I), os experimentos foram conduzidos
com o objetivo de comparar o crescimento e a capacidade de produc3o
de &cido de 20 cepas de Aspergillus niger, utilizando fermentac&o
submersa e de superficie em meios sintético e natural (melagco sem
tratamento), verificando o comportamento das culturas mediante as

técnicas da placa da Petri e do tubo horizontal.

Posteriormente (fase II), empregou-se como meio de cultura
o melagco de cana-de-agucar tratado com Ca0 e TPC, avaliando-se
diferentes concentra¢des de FCN, e determinando-se a concentrag¢o

mais adequada para maior produ¢3o de acido citrico.

Na fase III, wutilizou-se a linhagem FTPT 906 de
Aspergillus niger, cultivando-se em melago de cana-de-acucar
tratado com Ca0 (10%) e adicionado de 30 ppm de FCN, verificando-se
o efeito de diferentes concentrag¥es de tracos de metais: ions de

00

Cu' e fons de Fe'’, no crescimento e produc&o de &cido citrico.
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3.5.2. INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO DE FERROCIANETO DE POTASSIO E DO
TIPO DE TRATAMENTO

Para se determinar o nivel ideal de ferrocianeto de
potadssio a ser empregado nas fermentac¢Bes, avaliaram—-se trés niveis
desse composto (30-100-150 ppm) adicionado ao melago da cana-de-
agucar tratado com fosfato tricdlcico (TPC) e éxido de célcio
(Cal).

Posteriormente, determinou-se o tratamento e o nivel ideal
para a fermentac3®o com melaco de cana—-de-agucar. Apés 5 a 10 dias
de fermentac¢o, coletaram—-se amostras de micélio para a
determina¢¥o de peso seco. Determinou-se no filtrado: pH, % de

acidez e consumo de acgucar.

3.9.3. EFEITO DE METAIS

0 efeito dos metais foi avaliado adicionando-se os ions
Fe''* em concentrac®es: 0,22, 0,45 e 0.90 mg/l e Cu'" 0,03, 0,06 e
0,12 mg/L e suas combina¢¥es, na forma de FeSO4.7}§O e CuSO4.5P50 ao
melaco de cana-de—agucar tratado com Ca0 adicionado de 30 ppm de
ferrocianeto de potassio e suplementado com NHNO,; (1g/1): KH,.PO,
(0,6 g/1); MgS50,.7H,0 (0,16 g/l). Apés dez dias de fermentacdo em
superficie, coletaram—se amostras de micélio filtrado para as
respectivas determina¢%es de peso, pH, % de acidez, consumo de

agucar e Acido citrico.

28



J3.6. MeTODOS ANALITICOS

Os testes foram realizados em duplicata e triplicata,

realizando-se as seguintes determina¢@es:

3.6.1. DETERMINAGXO DO pH

A determina¢%c do pH (concentra¢do hidrogenidnica)
feita con potencidmetro Corning Scientific Instr. modelo
calibrado com solugBes tamp¥o a pH 7,0 e 4,0, sendo o pH

amostras determinado nas mesmas condi¢®es de temperatura.

3.6.2, DETERMINAGXO0 DE MASSA SECA

foi
110

das

Para determinac&o do peso seco do micélio, o conteldo dos

frascos foi filtrado com papel de filtro Whatman, previamente

tarados.

O filtrado recolhido foi submetido &s anadlises e o micélio

lavado vArias vezes com agua destilada: a seguir procedeu-se a

secagem em uma estufa de 55° C, até peso constante.
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3.6.3. DETERMINAGXO DE ACIDEZ TOTAL (% ACIDEZ)

Um volume de 1 mL de amostra foi completado para 10 mL com
dgua destilada recentemente fervida e, em seguida, titulado com
NaOH O0,1N usando fenolftaleina com indicador até viragem para
colora¢&®o rosa. Para padronizac&o de NaOH foi utilizado biftalato
de potassio (KHC,H,0, ) dessecado a 120°C por duas horas antes de

usado.

Os resultados foram expressos em gramas de acido
citrico/100mL.

Acidez total (g &cido citrico/100 mL=

s e e e — Y — —— — " ———— — — — oy ‘— ——— — o~ — ——— ————

V (amostra)

3.6.4. DETERHINACKO DE AGUCAR

Os acucares reductores (AR) e os agUcares reductores
totais (ART), foram determinados utilizando—se a metodologia DNS;

redu¢c¥o do &cido dinitrosalicilico (MILLER, 1959).

Na determina¢co de ART, foi feita uma hidrélise &cida da
amostra misturando-se 1 mL da amostra com 2 mL de HCl1l 1N,
aquecendo—se a 100°C (&gua fervente) durante 10 minutos. Apés
resfriamento, adicionou-se 2 mL de NaOH 1IN e procedeu-se a

determina¢c&o de ART pelo método j& mencionado.
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Fez-se a curva de calibrac8o com glicose na faixa de 0,1
a 10 g/1. A absorbdncia foi lida em espectrofotdmetro Bausch & Lomb

Espectronic 20, utilizando um comprimento de onda de 540 nm.
Os resultados foram expressos em gramas de agcUcares totais

por litro de meio, calculados como glicose.

3.6.5. DETERMINAGKO DO FERROCIANETO DE POTASSIO (FCN) RESIDUAL)

Inicialmente, 1 mL da amostra (melago) contendo as
concentracées de ferrocianeto de potassio (30-100-150 pmm) foi
diluida com &gua destilada para obter um volume de 5 mL. Adicionou-
se 2 mL da soluc¥o de &cido citrico a 50%, e 1 mL da solugfo de
cloreto férrico a 0,6% (para remover o ferrocianeto de potassio

residual), misturando-se bem.

Deixou-se em repouso durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Depois foram feitas as leituras de absorbancia em
espectrofotémetro Bausch e Lom Espectronic 20, utilizando—-se um

comprimento de onda de 690 nm.

Para corrigir a cor escura do'melaco, preparou—-se um tubo
(com melago), e se continuou o processo como foi descrito
anteriormente, mas substituindo 1 mL de H,0 por solu¢&o de cloreto

férrico (0,6%). Determinou-se a absorbdncia das amostras testadas.

Fez-se a curva de calibra¢8o com ferrocianeto de potéassio

(FCN) na faixa de 200 ppm a 2 ppm.
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3.6.6. CROMATOGRAFIA DE PAPEL

A determinac¥o de 4&cido citrico foi feita mediante
cromatografia de papel, nas seguintes condig¢®es: papel de filtro
Whatman No 1 com dimens®es de 36 x 20 cm, en técnica ascendente,
por oito horas a temperatura ambiente, o volume das amostras de 25
microlitros e o solvente: butanol, &cido férmico e dgua em uma

propor¢&o de 10:2:5,

Aplicou-se 0, 1N de solugBes aAcidas padr¥®es (4cido citrico,

oxalico, madlico e latico).
A posi¢c¥o dos 4&cidos orgdnicos no cromatograma foi

revelada mediante o uso do indicador verde de bromocresol, 400 mg/1
em-95% alcool (STARK et alii, 1951).
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&, RESULTADOS E DISCUSSX0

4.1, FASE 1

4.1.1, FERMENTAGKO EN SUPERFICIE E SUBMERSA

Foi constatada uma consideravel variac®o quanto ao
comportamento traduzido em massa seca (gramas/frasco) e porcentagem
de acidez (gramas de &cido citrico/100 mL) das vinte linhagens de
Aspergillus niger durante a fermentag8o em superficie e
fermentac8o submersa, a qual pode ser verificada na analise das
tabelas 2, 3, 4 e 5.

As tabelas 2 e 3 mostram os resultados obtidos para massa
‘seca e % de acidez da fermenta¢c&8o em superficie, em meios sintético
e natural, durante um tempo de 5 a 10 dias. Observou-se que, aos 10
dias as linhagens FTPT 906, 920, 911 e 914 apresentaram os mais
altos valores de porcentagem de acidez no meio natural, no entanto
no meio sintético o maior porcentagem correspondem as cepas 916,
906 o 1762. '

As tabelas 4 e 5, apresentam os valores referentes a
fermentac&o submersa nos meios sintético e natural. No final do
periodo dA fermentac&o observou-se que, as linhagens FTPT 488, 910
e 1762 (no meio natural) e as linhagens FTPT 1762, 918 e 922 (no
meio sintético), apresentaram maior quantidade de produto acumulado

no meio de cultura.
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Comparando-se o crescimento celular estimado pela massa
seca e a capacidade de produc¥o de Aacido das vinte linhagens de
Aspergillus niger, observou-se que algumas destas linhagens crescem
e produzem &cido durante todo o periodo de fermentac¥o, sendo que
outras sé crescem até o dia 5, produzin&o acido até o fim da
fermentac¥o, conforme relatado por ROHR e KUBICEK (1981), os quais
caracterizaram a fermentac%o citrica em duas fases: uma de
créscimento radpido do fungo com pouca formac3o de produto, e uma
segunda fase em que o crescimento é restrito e a producdo de &cido

¢ madxima, constituindo um processo bifasico.
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TABELA 2. Valores de massa seca (g/frasco) na fermenta¢c¥o em

superficie, a 30°C.

LINHAGENS ' MEIO NATURAL MEIO SINTETICO

FTPT Massa seca (g/frasco)
5 dias 10 dias 5 dias 10 dias

488 1,23 1,28 2,35 2,54
905 2,65 2,96 1,70 1,80
906 2,00 2,01 1,07 2,32
907 0,95 1,20 0,02 2,52
910 1,39 1,98 ' 2,03 2,26
911 2,40 2,42 1,89 2,43
914 2,12 3,63 1,86 2,10
915 1,00 1,90 2,34 2,40
916 2,02 2,67 1,60 2,72
917 ~ 1,82 2,41 1,18 1,60
918 2,29 3,78 1,46 1,63
919 1,95 2,31 A 1,13 1,20
920 1,99 2,45 1,69 1,88
922 . 0,93 0,85 1,70 2,00
1213 1,98 2,81 1,16 1,51
1220 0,96 1,56 2,16 2,50
1435 0,80 1,35 1,77 2,32
1762 1,67 1,79 1,31 1,89
1884 2,29 2,36 , 2,71 2,78
1904 2,27 3,93 1,56 1,57
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TABELA 3. Valores de porcentagem de acidez (gramas de &acido

citrico/100 mL em fermentag¢8o em superficie, a 30°C.

LINHAGENS MEIO NATURAL MEIO SINTETICO
FTPT % Acidez (g &cido citrico/100 mL)
5 dias 10 dias 5 dias 10 dias

488 1,70 1,44 3,77 4,46
905 0,94 1,04 1,75 2,00
906 1,55 3,02 0,29 4,24
907 0,85 0,95 2,35 2,54
910 1,78 0,20 3,20 2,45
911 2,50 1,96 2,76 2,07
914 1,90 1,92 3,66 4,14
915 1,00 0,94 1,25 1,47
916 1,51 1,50 4,21 6,60
917 1,13 1,07 1,07 2,29
918 . 1,88 0,90 4,35 3,26
919 1,38 0,68 0,61 0,98
920 2,33 2,34 - 2,42 3,87
922 0,81 0,99 2,63 2,98
1213 0,85 1,35 0,28 0,54
1220 : 0,97 0,97 2,65 3,02
1435 0,69 0,14 0,59 1,20
1762 1,28 1,85 0,68 4,14
1884 1,27 1,05 1,28 1,71
1904 - 2,96 1,91 0,79 0,75

Média 1,46 1,31 2,03 2,74
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TABELA 4. Valores de massa seca (g/frasco) na fermentac#o

em submersa, a 30°C.

LINHAGENS MEIO NATURAL " MEIO SINT2TICO

FTPT Massa seca (g/frasco)
5 dias 10 dias 5 dias 10 dias

488 - 2,78 2,80 1,21 2,10
905 1,92 2,69 1,82 1,84
906 1,77 2,58 2,03 2,09
907 2,92 3,00 1,17 1,72
910 2,41 3,18 2,12 2,35
911 1,52 3,13 1,67 2,91
914 2,05 2,66 1,80 2,04
915 2,77 2,89 1,29 2,02
916 2,35 3,23 1,65 1,76
917 1,58 2,09 1,79 1,95
918 2,17 2,70 1,65 1,80
919 1,43 1,93 - 1,48 2,02
920 3,10 3,15 0,99 2,27
922 3,33 2,82 : 1,15 1,75
1213 2,19 2,80 1,27 2,08
1220 2,27 2,32 1,16 1,59
1435 . 1,95 2,62 0,79 0,96

1762 3,18 3,50 0,88 2,08
1884 3,07 3,10 1,59 2,80
1904 1,79 2,51 1,51 2,39
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TABELA 5. Valores obtidos de porcentagem de acidez (gramas de

4dcido citrico/100 mL) na fermentaglo submersa, a 30° C.

LINHAGENS MEIO NATURAL ' MEIO SINT£TICO
FTPT % Acidez (g &cido Citrico/100 mL)
5 dias 10 dias 5 dias i0dias

488 ' 0,82 1,69 0,54 1,33
905 0,65 0,70 ’ 1,15 0,70
906 0,82 0,97 1,20 0,73
907 1,52 1,40 1,06 1,27
910 0,55 1,27 1,06 1,33
911 0,60 1,00 2,85 1,73
914 0,57 1,00 2,53 1,54
915 0,70 0,97 0,76 1,23
916 0,91 0,84 1,40 2,72
917 0,66 0,21 2,20 1,33
918 0,76 1,32 2,08 1,87
919 0,79 0,24 0,85 0,52
920 1,08 1,22 0,73 0,70
922 0,97 1,04 0,47 1,82
1213 0,57 0,61 0,40 0,24
1220 0,58 0,91 _ 0,30 1,64
1435 0,64 0,15 0,39 0,70
1762 1,05 1,27 ' 0,63 1,99
1884 0,85 0,94 ' 1,00 0,94
1904 0,75 1,12 1,14 0,70
Média 0,79 0,95 1,11 1,19
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4.1.2, TeCNICAS DA PLACA PETRI E DO TUBO HORIZONTAL

Na técnica da placa petri, foi determinada a Unidade
de ﬁcido (UA) das vinte linhagens de Aspergillus niger, dividindo

o didmetro do halo produzido pelo didmetro da colonia (tabela 7).

Na técnica do tubo horizontal, a unidade de &cido (UA)
foi calculada dividindo a distl8ncia da viragem da cor produzida

pela distlncia do crescimento da colénia (tabela 8).

Foram calculados os coeficientes de correlag¢gdo entre o
didmetro do halo e o diametro da coldnia e entre a distancia da
troca da cor e a distancia do crescimento da colénia, cujos

resultados est8o apresentados na tabela 6.

TABELA 6. O di&metro da colénia-didmetro do halo e a

dist8ncia do crescimento da colédnia—disté&ncia da troca

da cor.
TECNICA COEFICIENTE DE
CORRELACAO
Diametro da colénia/di8metro do halo 0,80696
Dist&ncia do crescimento da
colénia/distadncia da viragem da cor -0,56555

0 valor do coeficiente de correlac&o, obtido na
técnica da placa Petri é significativo (p=0,05%), indicando que

existe uma relacdo alta e direta entre o didmetro do halo
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di8metro da colénia.

No caso do tubo horizontal; obteve-se um valor de r
significativo (p=0,05%), indicando também que existe rela¢co entre
a distlncia de crescimento micelial e a'distancia da troca da cor,
porém sendo uma relac¥o baixa e inversa. Tal observac&o poderia
indicar a correlac8o de um caracter morfolégico, no caso lento
desenvolvimento da col8nia com a maior produc¥o de &cido (hipétese
defendida por GANHER et alii, 1956).

Entre tanto HANNAN (1972) analisou um certo numero de
linhagens de Aspergillus niger, mostrando que tal caracter
morfolégico n&o estava sempre ligada com a propriedade de alta

produc¥o.

Muitos autores, trabalhando com diversos microrganismos
industriais, procuraram também estabelecer correla¢cdo entre certos
caracteres morfolégicos e a produc¥o. No presente trabalho,
analisando-se os resultados obtidos, ndo se encontrou uma
caracteristica morfolégica que pudesse ser associada ao caracter ce

. produc¥o.
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TABELA 7.

Valores obtidos do di&metro da colénia (cm) do

didmetro do halo

LINHAGENS Didmetro da Di8dmetro do UA
colénia (cm) halo (cm)

488 11,0 53,5 4,9
905 8,0 45,5 ,
906 10,0 56,5 ’
907 11,0‘ 51,5 ’
910 5,0 " 45,0 ,
911 7,5 47,5 ’
914 6,0 47,5 7,
915 7,0 46,5 6,
916 5,0 44,0 8,
917 7,5 44,5 ’
918 10,5 59,5 ’
919 5,0 33,0 6,
920 4,0 27,0 6,
922 7,0 49,0 '
1213 8,0 50,0 '3
1220 7,5 48,8 6,4
1435 5,3 44,5 ’
1762 8,0 47,5 ’
1884 6,5 47,5 ’
1904 9,5 51,0 5,

Média 6,6
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TABELA 8. Valores da dist&ncia do crescimento da coldnia
{(cm) e a distadncia da viragem da cor na

técnica db tubo horizontal

LINHAGENS Dist&ncia do Disté&ncia UA
crescimento da viragem
da colénia (cm) da cor (cm)

488 31,0 167,0 5,4
905 30,0 158,0 5,3
906 43,0 167,0 ,
907 43,0 162,0 3,8
910 40,0 169,0 4,2
911 41,0 161,0 3,9
914 40,0 169,0 4,2
915 44,0 165,0 3,8
916 ' 26,9 171,9 6,6
917 28,0 162,0 A 5,8
918 30,0 166,0 5,5
919 28,0 167,0 6,
920 ' 25,0 171,0 6,
922 30,0 162,0 5,4
1213 38,0 151,0 4,0
1220 30,0 ' 164,0 5,5
1435 50,0 154,0 3,1
1762 22,0 176,5 8,0
1884 56,0 156,0 2,8
1904 48,0 161,0 3,4

Média 4,9
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3.1.3. ANALISE DE SIMILARIDADE DE PRODUGXO DE ACIDO ENTRE AS
DIFERENTES FORMAS E MEIOS DE FERMENTAGXO, UTILIZANDO 0
COEFICIENTE DE CORRELAGXO DE PEARSON

Os resultados comparando os meios: natural, sintético,
s6lido e as formas de fermentag¥o: submersa, em superficie, em
placa Petri e tubo horizontal, foram analizados estatisticamente,
utilizando coeficiente de correlagc3o de Pearson como mostra la
tabela 9, no tempo de 10 dias. observou-se que, em geral, estes
valores s¥o baixos, e a maioria n&%o s%o significativos {p= 0,05).
Isto significa que as linhagens apresentaram um comportamento de

produ¢¥o de &cido dependente do meio e da forma de fermentaco.

Para sustentar o anteriormente assinalado, pode-sé
estudar o comportamento quanto a acidez das linhagens de maior
produc8o em meios naturais (melago de cana-de—acgucar). A linhagem
'FTPT 906 & a que apresenta maior produ¢¥o na fermenta¢®o em
superficie (tabe1a>3), porém sua produ¢c¥o diminui em 67,9% quando
a fermentac¥o ¢ submersa no mesmo meio (tabela 5), esta redugdo se
faz méibr ainda em fermentac%o submersa em meio sintético (75,8%),
representado na tabela 5. No entanto, a fermentaclo em superficie
€ meio sintéiico favorece sua producad (40,4% de incremento), n3o
sendo, porém, a linhagem de maior produ¢3o nessa modalidade de

fermenta¢c3do (tabela 3).

A situac&o com respeito a linhagem FTPT 488 & similar,
aprésentando maior nivel de acidez em fermenta¢3o submersa e meio
natural (tabela 5), reduzindo sua produ¢3o em 14,8% quando &
cultivada em fermentac3o em superficie e meio natural (tabela 3),
e 20% em fermentac¥o submersa e meio sintético. Esta linhagem

aumenta sua produc3o (164%), em fermenta¢lo superficial e em meio

43



sintético (tabela 3), comportamento similar a linhagem 906, j&

mencionado.

Por outro lado, existem algumas linhagens cujo
comportamento quanto a produ¢¥o de 4cido n¥o se observa grandemente
afetada pela forma e meio de fermentag¥o. Por exemplo, a linhagem
1762 que apresenta uma produc¥o média de acido, sob qualquer

modalidade de fermenta¢fo.

4.1.4, COMPARACK0 DAS DIFERENTES FORMAS E MEIOS DE FERMENTACKO
UTILIZANDO-SE AS MDIAS DE PORCENTAGEM DE ACIDEZ (GRAMAS DE
KcID0 CITRICO/100 ml)

Observou-se que a fermentac33o em superficie e meio
sintético, apresentou uma média de 2,7% mais &cido, comparado com
as demais formas de fermentac¢&o nbs diferentes meios de cultura num
tempo de 10 dias. 0 fato do meio sintético estar desprovido de
impurezas e interferéncias metadlicas deve ser um dos fatores para

o aumento na produc¥o de acido citrico.
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TABELA 9, Coeficiente de correlac%o de Pearson dos diferentes

meios e técnicas empregados

Meios técnicos (%) Coeficiente de

correlagcdo (r)

1 e 2 0,31044
1 e3 0,42124
1 e 4 -0,03609
i1 e5b -0,32502
1 e6 0,15917
2 e 3 0,45929
2 e 4 0,45573
2 e 5 -0,28911
2 e 6 0,11146
3 e 4 0,49029
3 es5 0,15651
3 e6 0,55016
4 e 6 0,01821
4 e 6 0,35153
5 e 6 -0,06853
(*) 1 - Meio natural, fermentac¢clo em superficie
2 - Meio natural, fermentac3o submersa
3 - Meio sintético, fermentac¥o em superficie
4 - Meio sintético, fermenta¢do submersa
5 - Meio sélido, placa Petri
6 - Meio sélido, tubo horizontal
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4.2, FASE 2

Tendo em vista a necessidade de se adicionar
ferrocianeto de potéssio (FCN) ao meio de cultura, foram conduzidos
experimentos para verificar o efeito das vAarias concentrag®es de
FCN (30-100-150 ppm), num tempo de O a 10 dias, avaliando-se a
concentrac&o (item 3.5.2) e o tratamento mais adequado (item
3.3.3.4) para obter-se resultados satisfatérios quanto a massa seca
(gramas/frasco), porcentagem de acidez (gramas de &cido citrico)
e consumo de agucar (g/L) nas linhagens selecionadas: FTPT 906 para
fermentac&o em superficie, FTPT 488 para fermenta¢c¥o submersa e
1762 como cepa aleatéria, testada nas duas formas de fermentacXo
(tabelas 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17).

Comparando—se os resultados obtidos quanto a porcentagem
de acidez e massa seca das cepas testadas, observou-se que o
tratamento com éxido de calcio do meio de cultura com melago de
cana-de-ag¢ucar, resultou ser mais eficiente que o tratamento com
fosfato tricalcico (TPC).

) Com o objetivo de obter com maior precis&o quanto ao
nivel. de ferrocianeto de potassio (FCN)- no meio de cultura,
determinou-se o ferrocianeto residual pelo método de MARIER e CLARK
(1960), encontrando-se: na adi¢%o de 30 ppm, o ferrocianeto
residual foi de 5 ppm ; na adi¢c¥o de 100 ppm, o ferrocianeto
residual foi de 17 ppm e na adi¢¥%o de 150 ppm, o ferrocianeto

residual foi de 50 ppm.

Nota-se que os valores obtidos para a cepa FTPT 906 de
porcentagem de acidez ao final de fermenta¢¥o, quando se utilizaram
30 ppm de ferrocianeto de potdssio, foram superiores aos obtidos
nas demais concentrag¥es. Este nivel foi considerado ideal para

favorecer a fermentac&o do melago de cana-de—agucar nas condicdes
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estudadas.

Comparando-se o crescimento de massa celular nos niveis
alto (150 ppm) e baixo (30 ppm) de ferrocianeto de potassio na
mesma cepa, observou-se, que no nivel alto, a producao-de massa
celular é maior e a produc®o de acido ¢ menor. Tal fato indica que
a produclo de Acido est& diretamente relacionada com a inibig¢&o do
crescimento do fungo, conforme relatado por HORITQU e CLARK (1966).
Segundo esses autores, o ferrocianeto de potassio controla o
crescimento de Aspergillus niger em fermentagcdio de melago,

alterando sua capacidade de produc3o de &acido citrico.

Verificou-se que a cepa 1762 utilizada como cepa
aleatoria, teve um comportamento diferente nos dois tipos de
fermentac®o. Observou-se que no meio tratado com Ca0 num tempo de
10_dias, nas condi¢¥es de fermentac3o em superficie, a mesma foi
mais eficiente quanto a produc¥o de acidez (3,27%) do. que quanto a
fermentag¥o submersa (1,92%), como mostram as tabelas 12 e 15, o
que esté de acordo com as observa¢des de KUBICEK e ROHR (1986), os
"quais afirmaram que Aspergillus niger tolera menos ferrocianeto de
potassio durante a fermentacdo submersa do que durante a
fermenta¢3o superficial. A massa celuiar produzida coincide com as
observacdes feitas para a cepa 906, pois no tempo que ha maior
produc3o, o crescimento celular tende a inibir-se quanto a formag¢do
de Acido. .

O nivel de ferrocianeto de potassio com maior eficiéncia
foi alto (150 ppm), com ferrocianeto residual de 50 ppm nos dois
tipos de fermentagdo e com o meio de cultura tratado com 6xido de
cédlcio (Ca0). Quando o meio de cultura foi tratado com fosfato de
tricalcico (TPC), o nivel de FCN de maior eficiéncia foi de 100 ppm
com um ferrocianeto residual de 17 ppm. Conforme relatado por ROHR
et alii (1983), o ferrocianeto de potassio tem um duplo efeito:
precipita—se e complexa trac¢os de.metais e atua como inibidor

metabélico, restringindo o crescimento e promovendo produ¢c¥o de
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metabélico, restringindo o crescimento e promovendo produco de
4dcido citrico. Portanto, faz-se manter um certo excesso de

ferrocianeto de potassio no meio de fermentac¢¥o.

As caracteristicas morfolégicas observadas na
fermenta¢c&%o submersa pode ter sido resultado na ac¥qo do
ferrocianeto de potassio no melagco de cana-de—agucar, no sentido de
manter os ifons manganés num nivel inferior a0 que proporciona o
crescimento do fungo em forma filamentosa.

Os valores de massa celular e de porcentagem de acidez
obtidos na cepa FTPT 488 para os dois tratamentos foram inferiores
aos obtidos nas outras duas cepas. Notou-se a inibi¢¥%o tanto do
crescimento como da produc¥o de dcido, sugerindo que o fungo
Aspergillus niger é geralmente mais sensivel 4 troca de metais e a
mudangas nas condi¢®es do meio de cultura na fermenta¢c&o submersa
do que na fermentagc¥o em superficie (aspecto importante citado por
ROHR et alii, 1983),

Foi feito o procedimento para determinar a melhor
concentra¢c8o de ferrocianeto de potéssio (item 3.5.2), encontrando-
se os niveis de ferrocianeto residual correspondente a cada adig¢o
(valores na faixa de 5 a 30 ppm) . Os dados obtidos foram
comparados com as observagBes de KUBICEK e ROHR (1986), que
relataram ser impossivel predizer o nivel correto de ferrocianeto
de potassio necessario para o tratamento de matérias-primas
contaminadas com metais, o qual deve .ser determinado por testes
preliminares. Os autores relataram também que a quantidade
necessaria de:adicao de ferrocianeto de potAssio ao meio de melacgo,
situa-se na faixa de 10 a 200 ppm, dependendo da qualidade da

matéria—-prima.
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TABELA 10. Parametros de fermenta¢%o em superficie, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 906, em melago de cana-de-
acucar tratado com é6xido de calcio (Ca0), adicionado

de diferentes niveis de ferrocianeto de potassio (FCN)

TEMPO FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(DIAS) (ppm) (g/frasco) (g/100mL) AcéCAR (g/L)

30 0,00 0,31 0,00

0 100 0,00 0,41 0,00
150 0,00 0,43 0,00
30 1,33 0,31 44,00

2 100 1,47 0,47 17,50
150 0,99 0,46 4,30
30 1,85 0,47 98,00

4 100 1,70 0,70 21,70
150 2,37 1,20 47,50
30 4,17 1,47 115,00

6 100 2,76 1,36 60,10
150 2,39 2,16 82,50
30 4,19 3,30 120,00

8 100 5,03 1,83 64,80
150 2,47 1,84 94,70
30 4,21 4,50 138,00

10 100 5,04 0,88 75,90
150 2,59 2,15 98,00
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TABELA 11. Parlmetros de fermenta¢c¥o em superficie, obtidos por

Aspergillus niger FTPT 906, em mela¢o de cana-de-
agucar tratado com fosfato tricdlcico (TPC),
adicionado de diferentes nivéis de ferrocianeto de
potassio (FCN) '

TEMPO FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(DIAS) (ppm) (g/frasco) (g/100mL) ’ ACGCAR (g/L)
30 0,00 0,2831 0,00
o 100 0,00 0,3841 0,00
150 0,00 0,463 0,00
30 0,69 0,29 11,50
2 100 0,18 0,44 8,80
150 1,06 0,64 20,80
30 1,45 ' 0,52 59,50
4 100 0,24 0,79 17,30
150 . 2,73 1,00 32,90
30 2,32 ‘'0.90 115,50
6 100 2,42 1,25 62,70
150 3,26 1,92 77,20
30 2,86 1,53 130,00
8 100 2,86 1,42 89,00
150 3,66 2,02 81,30
30 2,94 1,27 132,00
10 100 3,37 0,41 97,40

150 4,28 2,00 84,80
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TABELA 12,

Par&metros de fermentagc3o em superficie,

obtidos por Aspergillus niger FTPT 1762, em

melagco de cana-de—agucar tratado com éxido

de calcio

(Cal),

adicionado de diferentes

niveis de ferrocianeto de potadssio (FCN)

MASSA SECA

TEMPO FCN ACIDEZ CONSUMO DE
(Dias) (ppm) (g/frasco) (g/100mL) ACGCAR (g/1)

30 0,00 0,43 0,00

0 100 0,00 0,50 0,00
150 0,00 0,33 0,00
30 1,78 0,43 13,40

2 100 1,01 0,50 13,20
150 2,00 1.02 15, 40
30 5,25 0,94 28, 14

4 100 2,05 0,70 25,90
150 2,07 2,71 66,10
30 5,32 1,10 37,00

6 100 2,81 1,61 57,70
150 2,26 2,70 73,20
30 5,40 1,64 70,68

8 100 5,79 2,10 62,50
150 2,32 3,07 122,30
30 5,47 1,58 90,00

10 100 5,80 3,05 123,10
150 2,35 3,27 124,00
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TABELA 13. Par&metros de fermentacio em superficie, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 1762, em melaco de cana-de-
agucar tratado com fosfato tricalcico {TPC), adicionado

de diferentes niveis de ferrocianeto de potéassio (FCN)

TEMPO  FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(Dias) (ppm) (g/frasco) (g/100mL) ACUCAR (g/1)
30 0,00 0,42 0,00
0 100 0,00 0,30 0,00
150 0,00 0,27 0,00
30 1,03 0,76 4,70
2 100 0,42 0,30 8,80
150 0,24 0,34 15, 40
30 1,57 1,09 13,90
4 100 1,65 0,70 17,40
150 1,34 0,55 66,10
30 3,80 1,03 22,70
6 100 2,32 1,40 62,70
150 2,02 1.61 73,60
30 3,77 1,28 52,30
8 100 2,32 2,13 71,70
150 2,96 1,64 84,30
30 4,78 1,09 128,50
10 100 3,21 2,68 82,10
150 3,04 2,06 88, 30
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TABELA 14.

Par&metros de fermentac%o submersa, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 1762, em melago de cana-de-
acucar tratado com fosfato de tricacico (TPC),
adicionado de diferentes ﬁiveis de ferrocianeto de
potéssio (FCN)

TEMPO FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(DIAS) (ppm) (g/frasco) (g/100mL) ' ACGCAR (g/L)
30 0,00 0,43 0,00
0 100 0,00 0,50 0,00
150 0,00 0,21 0,00
- 30 1,53 0,50 12,50
2 100 1,70 0,53 8,90
150 1,50 0,94 27,40
30 1,63 0,82 40,0
4 100 2,03 0,94 21,70
150 2,12 1,07 53, 40
30 2,43 1,30 71,60
6 100 2,30 1,23 38,20
150 1,91 1,28 88,70
30 2,46 1,08 115,00
8 100 2,22 1,16 61,30
150 1,97 0,79 112,10
30 2,66 1,12 128,40
10 100 3,09 1,60 75,80
150 1,97 0,25 118,10
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TABELA 15,

Par&metros de fermentac¥o submersa, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 1762, em mela¢o de cana-de-
agcucar tratado com 6xido de calcio (Ca0), adicionado

de diferentes niveis de ferrocianeto de potassio (FCN)

TEMPO FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(DIAS) (ppm) (g/frasco) (g/100mL) ACGCAR (g/L)

30 0,00 0,43 0,00

o 100 0,00 0,29 0,00
150 0,00 0,27 0,00
30 1,73 1,06 32,40

2 100 1,50 0,52 8,50
150 0,98 0,30 17,50
30 2,59 1,96 89,90

4 100 1,97 1,77 16,90
150 1,24 1,75 45,20
30 3,21 1,66 110,50

6 100 2,36 1,79 25,00
150 1,96 1,79 64,80
30 3,33 1,52 123,50

8 100 2,73 1,96 44,30
150 2,33 2,51 115,40
30 3,47 0,74 126,60

i0 100 2,81 1,29 48,10
150 2,89 1,92 118,80
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TABELA 16.

Par&metros de fermentac¥o em submersa, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 488, em melaco de cana-de-
agucar tratado com éxido de calcio (Ca0), adicionado

de diferentes niveis de ferrocianeto de potéassio (FCN)

TEMPO FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(DIAS) {ppm) (g/frasco) (g/100mL) ACGCAR (g/L)

30 0,00 0,38 0,00

o 100 0,00 0,41 0,00
150 0,00 0,49 0,00
30 2,24 0,77 27,20

2 - 100 1,54 0,83 9,10
150 2,15 1,22 50,60
30 2,90 1,04 69,00

4 100 1,86 1,22 26,70
150 2,63 1,39 70,20
30 _ 3,00 0,99 105,40

6 100 3,20 : 1,75 99,70
150 2,74 1,66 80,40
30 3,20 _ 0,93 127,20

8 100 3,40 i,19 122,90
150 3,35 i,13 110,0
30 3,80 0,64 128,20

10 100 3,58 0,48 128,70
150 3,36 0,54 128,00

55



TABELA 17.

Pardmetros de fermentac8o submersa, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 488, me melagco de cana-de-
agucar tratado com fogfato tricédlcico (TPC),
adicionado de diferentes niveis de ferrocianeto de
potassio (FCN) '

TEMPO FCN MASSA SECA ACIDEZ CONSUMO DE
(DIAS) v (ppm) (g/frasco) (g/100mL) RﬁbAR(g/L)

30 0,00 0,26 0,00

0 100 0,00 0,40 0,00
150 0,00 0,46 0,00
30 0,12 0,88 4,60

2 100 0,65 0,79 30,90
150 2,00 1,18 53, 10
30 0,16 0,88 97,00

4 100 1,83 1,06 70,50
150 2,20 ‘ 1,50 78,40
30 . 0,20 ‘ 0,90 134,20

6 100 1,86 1,67 97,70
150 2,40 1,14 126,90
30 0,21 0,30 134,40

8 100 2,89 0,85 118,10
150 2,04 0,96 129,70
30 0,75 0,18 123,30

10 100 2,97 0,33 124,60
150 2,50 0,46 131,00
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4.3. TERCEIRA FASE

& bem conhecido que Aspergillus biger requer, além dos
nutrientes, tracos de metais (Fe, Cu, Zn, Mn), aspecto amplamente
discutido na literatura. Em diferentes pesquisas, é citada a
importancia e o controle de cada um dos elementos para o processo

de fermentag¢do citrica.

No presente trabalho, avaliou-se o efeito de diferentes

‘e e

concentragtes de ions ferro (Fe''') e cobre (Cu'') e suas combinacdes

sobre a fermenta¢3o citrica (tabela 18).

O efeito mais marcante quanto a porcentagem de acidez foi
observado no meio 8, com uma concentra¢&o de 0,90 mg/L de ferro,
‘indicando ser a melhor concentrac¥o nas condi¢Bes do meio de
cultura testado. Nas demais concentra¢des de ferro testados (0,45
e 0,22 mg/L), a porcentagem de acidez diminuiu em 3,6 e 21,6%
respectivamente. SHU e JOHNSON .(1947), citado por KUBICEK e ROHR
(1986), observaram efeito positivo da adic¥3o de Fe''' isoladamente
sobre a fermenta¢%o citrica por Aspergillus niger, em meio

sintético.

Observou-se uma diminui¢c3o da produc&o em 34,6% gquando
se adicionaram os dois elementos em conjunto (meio 5). No caso dos
meios onde adicionou-se Cu' 0,03; 0,06 e 0,10 mg/L, observou-se uma
diminui¢c%o de 18,1; 32,1 e 20,62% respectivamente de acidez. Isto
pode ser atﬁibuido ao fato do meio de cultura, estar contaminado
"com metais interferentes especialmente manganés, conforme relato de
CLARK et alii (1966), os quais observaram que o manganés em niveis
acima de dois ppb, leva ao crescimento de Aspergillus niger em
forma filamentosa, diminuindo sua capacidade de produc3o de adcido
citrico. SCHWEIGER (E.U.A Pat. 2.980.084. , 1961), mostrou que

ions de cobre (Cu'') podem contra—atuar com sucesso a adi¢¥o de
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manganés no meio de fermentac¥o. Estas observa¢®es foram
confirmadas por recentes investigacBes que 1ions de Cu' s&%o
inibidores do acumulo de manganés celular. Neste trabalho, a
inibic%o pode ser atribuida, talvez, ao fato de que as
concentractes de Cu'’ empregadas n¥%o foram suficientes para

contrabalangcar o manganés presente no meio de cultura.

A obten¢c&o de valores de porcentagem de acidez superiores
aos demais, no meio 8, indica a necessidade dos metais em estudo a
concentragdes que propofcionam as condi¢Bes fisiolégicas para obter
maior capacidade do acumulo de &cido citrico pelo fungo. Também,
o efeito positivo do ion Fe'' (90,9 mg/L), pode indicar que o
tratamento a que foi submetido o ueléco de cana—de—acucar foi
adequado para reduzir o respectivo teor a nivel tal que, com sua
posterior suplementac®o, obteve-se uma concentra¢c&o capaz de
proporcionar aumento de produc¥o de &cido pelo fungo Aspergillus
niger FTPT 906.
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TABELA 18.

Parédmetros de fermenta¢3®o citrica, obtidos por
Aspergillus niger FTPT 906, em mela¢co de cana-de-
acucar tratado com 6xido de cdlcio (Ca0) e 30 ppm de
FCN, suplementado com!ﬂﬁNOa;iﬁhPO‘e MgSO“ adicionado
de diferentes concentraces de metais, cultivado

durante 10 dias em superficie

MEIO pH MASSA SECA ACIDEZ ’ CONSUMO DE
(g/frasco) (g/100mL) AGUCAR (g/L)
1 2,85 3,45 4,49 84,5
2 2,73 3,59 3,93 88,0
3 2,82 3,27 3,26 85,0
4 2,76 3,60 3,81 103,5
5 2,85 3,40 3,14 92,0
6 2,69 3,87 3,81 87,0
T - 2,79 3,00 4,61 108,00
8 2,72 3,78 4,80 105,5
'Meio 1: melago de cana-de—agucar (meio padr¥o)
Meio 2: meio 1 + Cu'" (0,03 mg)
Meio 3: Meio 1 + Cu' (0,06 mg)
Meio 4: Meio 1 + Cu® (0,12 mg)
meio 5: Meio .l + Cu'* (0,06 mg) + Fe''' (0,45 mg)
Meio 6: Meio 1 + Fe'' (0,22 mg)
Meio 7: Meio 1 + Fe'" (0,45 mg)
Meio 8: Meio 1 + Fe''' (0,90 mg)
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A determinac¥o de &cido citrico foi feita mediante
cromatografia de papel, cujos resultados s%o mostrados na tabela
19, onde se observa sua presenca em grande quantidade.

Observou—se também a presenca, em menor quantidade, de
adcido oxalico, que pode estar relacionado com o relatado ﬁor SODECK
et alii (1981) citado por PRATA (1989), em que a temperaturas acima
de 30°C ocorre formac¥o de &cido oxalico. O &cido lAtico observado
no vinho éstava presente no mosto ao comego da fermentaco
indicando que n3o era formado no processo. N&%o observou-se

presenca de &cido malico.
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TABELA 19.

Caracteristicas

obtidas pela

Aspergillus niger FTPT 906, com

produgo

dce

&ci@o

citrico,

mediante cromatografia de papel

linhagem
respeito a

determinado

Meio A. Malico A. citrico A. oxédlico A. Latico

1 - + -

2 - +++ + +

3 - +++ + +

4 - +++ + +

5 - +++ + +

6 - +++ + +

7 - +++ + +

8 - +++ + +

+++ Mancha muito forte

+

Mancha débil

N&o tem
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos deste estudo conclui-

se que:

As diferentes linhagens de Aspergillus niger testadas
comportam—-se de forma distinta diante de uma determinada composig¢&o

do meio e da condi¢¥o do cultivo utilizadas.

O melago de cana—-de—aguUcar é um material promissor e
adequado a fermentac38o citrica, desde que seja submetido a um
tratamento, visando a remo¢¥o de metais. No caso, tratamento com
6xido de célcio e ferrocianeto de potéassio. A gquantidade de FCN
requerida em excesso, é determinada, principalmente, pela linhagem

do-fungo, numa faixa de 30 a 150 ppm.

Aspergillus niger FTPT 906, apresentou as melhores
caracteristicas de desenvolvimento e maior producdo de A&cido,
quando comparada com as demais linhagens testadas no meio natural

e fermentac&o em superficie.

A adi¢¥o de 1fons ferro e cobre em conjunto,
proporcionou .um decréscimo na porcentagem de acidez de 34,6% (con
réépeito ao meio padr&o). As concentra¢®es de cobre provocaram
também um decréscimo de 21,6; 32,1 e 18,1%. O fon ferro n3do teve
efeito inibidor da fermenta¢¥o nas concentrac¢dBes: 0,90 e 0,45%. os

fons mencionados n¥o provocaram influéncia no crescimento celular.

Os resultados gerais deste estudo mostram que, nas
condi¢Bes de fermentacd8o utilizadas, os tratamentos de clarificac&o
do melago de cana-de—agucar n&o foram suficientes para ter maiores

aumentos nos rendimentos fermentativos.
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6. SUGESTUES PARA ESTUDOS POSTERIORES:

As seguintes sugesttes s¥o apresentadas como
alternativas para o desenvolvimento de outros estudos do processo

de fermenta¢do citrica:

-  Avaliar outros tratamentos do meio natural, melagco de cana-de-

aglcar, visando ter um melhor controle nos metais interferentes.

- Desenvolver outros experimentos, variando-se as concentrag¢des

dos metais e nutrientes no meio de cultura.

- Selecionar outras linhagens de Aspergillus niger empregando

técnicas de melhoramento genético.

- Aplicar outros métodos de manutenc&o de cepas para évitar perdas

da capacidade do acumulo de &cido.
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FIGURA 1A. Esquema generalizado do fluxo de Carbono até Citrato
em Aspergillus niger.(a) Via glicolitica. (b)
Descarboxilac¥o oxidativa e carboxila¢&o do Piruvato. (¢)
Ciclo do Acido Tricarboxilico (KUBICEK e ROHR, 1986)
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FIGURA 2A. Esquema metabélico das interrela¢®es no acumulo e
&cido citrico: + indica activac3o pelo respectivo
metabolito; - inibi¢¥o (KUBICEK e ROHR, 1986).



