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RESUMO

O 4cido citrico é um écido orgénico produzido industriaimente por alguns
microrganismos, principalmente pelo fungo Aspergillus niger. Este produto encontra
grande aplicagado na industria de alimentos, e também nas indUstrias quimicas e

farmacéuticas.

Este trabalho teve como objetivo estudar a infludncia da concentragdo de
carbono e nitrogénio nas fase de crescimento e producdo de &cido citrico por
Candida lipolytica NRRL'Y 1095 em fermentacbes submersas em meio contendo

glicose como fonte de carbono através da Metodologia de Planejamento Fatorial.

A escolha de uma levedura baseou-se na facilidade operacional quando
comparada aos processos utilizando fungos. Além disso, o uso de reciclo de células,
possivel com as leveduras andlogo ao que se faz na industria de fermentagéo
continua de alcool, aumentando consideravelmente a produtividade e rendimento,
torna atrativo o desenvolvimento de um processo nacional onde o melaco de cana
de aclicar ou a sacarose sejam utilizados como fonte de carbono como alternativa
de produto para as industrias sucro-alcooleiras. Um dos inconvenientes é a

produg&o simultanea de acido isocitrico, a qual é afetada pelas condicdes de cultivo.

Através da andlise das superficies de resposta e efeitos da variaveis verificou-
se a queda no rendimento de acido citrico com o aumento na concentragéo de
nitrogénio na fase de produgéo de 4cido citrico, evidenciando a repressao catabdlica
exercida por este composto. A influéncia do nitrogénio é maior na excrecéo do &cido
citrico em relagdo ao acido isocitrico, sendo que a variagéo na concentragédo de
NH.CI de 2.6 para 5,4 gL™! no meio de crescimento e de 0,1 para 0,5 gL' no meio de
produgdo provocaram um aumento nos rendimentos de &cidos citrico e isocitrico de
8,5 (0,032 20,271 gg") € 5,0 (0,119 a2 0,582 gg™) vezes, respectivamente.

Em todas as condigdes de ensaio estudadas nao foi possivel inibir a enzima
aconitase responséavel pela producio de 4cido isocitrico indicando a falta de algum
composto para esse fim. Verificou-se ainda que a excregdo de acido citrico ocorreu

sob condi¢bes estacionarias de crescimento como reportado na literatura.



SUMMARY

Citric acid is an organic acid industrially produced by some microorganisms,
mainly by the fungi Aspergillus niger. This product has been used in food, chemical

and pharmaceutical industries for many propose.

The objective of this study was to evaluate, by Factorial Experimental Design,
the influence of the carbon and nitrogen concentrations on the growth of Candida
lipolytca NRRL Y 1095 and citric acid production phases by submerged

fermentation in a medium composed by glucose as carbon source.

The choice of this specific yeast was based on the fact that it is easier to
operate the system when compared to another using the fungi. Besides, it is possible
to reuse the yeast cells in many fermentations in the same way that is practiced in
ethyl alcohol fermentation. This may creates an alternative technology to the sugar
cane industry, which could use sugar cane molasses or sucrose, as a carbon source
to produce citric acid. However, the yeast produces simultaneously isocitric acid

depending on the culture conditions.

Through the statistical technique of surface response and variable effect it
was verified a drop in citric acid yield, with an increase in nitrogen concentration
during citric acid production process, what could be an indication of catabolite
repression. Nitrogen influenced is more in the citric acid excretion than in isocitric
acid. The variation in NH.4CI concentration from 2,6 to 5.4 gL™" in the growth medium
and from 0,1 to 0,5 gL‘1 in the production medium caused an increase in the citric
and isocitric acid yield of 8,5 (0,032 to 0,271gg™) and 5,0 (0,119 to 0,582gg™) folds,
respectly.

It was impossible to inhibit the aconitase enzyme responsible by isocitric acid
production, in all conditions of the experiments carried out in this research. The
results showed that the citric acid excretion occurred during the stationary phase of
growth for Candida lipolytica NRRL Y 1095, as reported in a literature.



Introdugédo

1. INTRODUGAO

O 4&cido citrico (acido 2 hidroxi-propeno 1,2,3 tricarboxilico) é o principal
constituinte das frutas citricas. Através da microbiologia, foi possivel obter esse
acido por fermentagdo, reduzindo o custo de obtenc&o e possibilitando um grande
aumento do uso em escala industrial, diferenciando-se de outros produtos que
previamente foram elaborados por métodos microbioldgicos e atualmente s&o

produzidos por via quimica .

A produgao mundial deste acido ultrapassa 736 000 toneladas ao ano, sendo
os maiores produtores os Estados Unidos e a Europa. A maior planta pertencente a
Pfizer com capacidade superior a 80 000 toneladas/ano. Do total produzido, 75% é
consumido pela industria de alimentos e o restante na industria farmacéutica (10%) e
outras (15%). Seu emprego em alimentos representa 55-65% do mercado total de
acidulantes, contra 20-25% pelo acido fosférico (bebidas de cola) e 5%
correspondente ao acido malico (GOLDBERG et al., 1991: MATTEY, 1992; Quimica
e Derivados, 1997). ‘

O mercado de acido citrico esta crescendo constantemente (de 3,5 a 4% ao
ano) com um aumento no numero de aplicagdes deste composto, e principalmente
devido a preferéncia mundial crescente por bebidas citricas, cujas formulagGes
necessitam do insumo como acidulante e estimulante de aromas para conferir
melhor palatibilidade e ajuste de acidez, em relacdo aos refrigerantes do tipo cola,

que utilizam o &cido fosférico em suas formulagdes (Quimica e Derivados, 1997).

Devido a facilidade de assimilagdo, palatibilidade e baixa toxicidade, o acido
citrico é um dos acidos mais utilizado como acidulante e antioxidante na industria de
alimentos. Tanto o acido como seus sais sdo empregados como tampdes no preparo
de compotas, geléias e gelatinas e, também como estabilizantes em varios produtos

alimenticios.

Na industria farmacéutica seu uso torna-se ideal pelo poder sequestrante e

poder efervescente. Quando combinado com carbonatos e bicarbonatos forma uma
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grande variedade de sais como citrato trissédico, utilizado para preservar o sangue e
como substituto de fosfatos em detergentes.

O acido citrico tem a capacidade de agregar metais e com seu baixo poder de
ataque a agos especiais, € amplamente aplicado na limpeza de diversos tipos de
instalagbes industriais.

Existe uma grande variedade de fungos capazes de produzir o acido citrico,
no entanto, linhagens selecionadas de Aspergillus niger s&o comumente usadas.
Apesar dos processos fermentativos com fungos serem bastante atrativos, um longo

periodo de tempo é requerido para obtengéo de acido, encarecendo sua produgao.

Uma alternativa é a utilizagdo de leveduras do género Candida capazes de
produzir acido citrico em quantidades apreciaveis, e apresentando algumas
vantagens sobre os fungos incluindo uma maior tolerancia a altas concentragfes de
substratos, maior taxa de conversdo, maior produtividade e melhor controle do
processo devido a natureza unicelular da levedura. Entretanto, a produgédo de acido
citrico por leveduras é acompanhada da produgéo simultanea de acido isocitrico, um
subproduto indesejavel, com a razéo acido citrico : acido isocitrico podendo variar de
1:1 a 20:1, dependendo do organismo, fonte de carbono, concentracdo de

‘icronutrientes, agitagdo, aeracao, temperatura, e outros.

O estudo da viabilidade de sua produgdo com o desenvolvimento de uma
tecnologia nacional é interessante devido a sua grande demanda comercial nas
industrias de alimentos e farmacéuticas, podendo ser uma grande altemativa para as

industrias sucro-alcooleiras.

Na literatura encontram-se muitos estudos sobre a produg¢do de acido citrico
através do fungo Aspergillus. Verifica-se no entanto, o crescente interesse pelo uso
de leveduras na producgdo deste acido devido a maior facilidade operacional ao se

trabalhar com leveduras ao invés de fungos.

Foi feita uma extensa revisdo na literatura verificando-se que ndo ha nenhum
estudo sistematico usando a técnica de planejamento experimental e analise de
superficie de resposta para otimizagdo da produgédo de acido citrico em niveis de

rendimento e produtividade para esta espécie de levedura.
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A produgdo do acido citrico ocorre em duas fases: crescimento e producéo.
Resultados da literatura indicam que a razéo de acido citrico/acido isocitrico esta
diretamente relacionada com a concentragdo de carbono e de nitrogénio nas duas
fases de fermentacéo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da relagdo
carbono/nitrogénio nestas duas fases sobre o rendimento e a produtividade de acido
citrico e acido isocitrico, utilizando Candida lipolytica Y 1095 em fermentacdes em
batelada através da Metodologia do Planejamento Experimental e Analise de

Superficie de Resposta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais

A producdo de acidos orgénicos em escala industrial & obtida por processo
microbioldgico, sendo este o grupo de compostos na qual a produgéo bioldgica tem

uma vantagem econdmica sobre a sintese quimica (MATTEY, 1992).

A maioria dos acidos organicos produzidos por microrganismos podem ser
localizados em dois grupos principais, dependendo do seu metabolismo de origem:
acidos da sequéncia metabdlica principal dos organismos aerdbicos (ciclo do &cido
tricarboxilico e glicolise) - acido citrico, acido latico e acido malico - e acidos
originados da oxidag&o direta da glicose - acido glucdnico e acido 2 oxo-gluconico
(MATTEY, 1992).

Embora sejam &cidos hidroxi alifaticos, eles diferem em relagdo ao
comportamento quimico e efeitos organolépticos. A selecdo do acido a ser
empregado em determinado alimento é feita primeiramente através da avaliagdo do
custo e funcionalidade, seguidos por: solubilidade, ponto de fusao, propriedades de
modificagdo de sabor e efeitos sinérgicos com outros acidos ou componentes do
alimento e, facilidade de manuseio e estocagem, devido a higroscopicidade
(GOLDBERG et al., 1991; MILSOM, 1987).

Da produgéo total de &cido citrico, 75% € consumido na industria de alimentos
e bebidas, 10 % na industria farmacéutica e 15% em uma variedade de aplicagbes
industriais (MATTEY, 1992). A preferéncia pelo emprego deste acido ocorre devido
em grande parte a sua disponibilidade, agradavel sabor acido, baixa toxicidade, e
facilidade de assimilagdo (STONE, 1949).

Seu uso depende de trés propriedades: acidez, sabor e formacgéo de sal. Na
Tabela 2.1 encontram-se resumidas as principais aplicagbes do &cido citrico
(MATTEY, 1992).
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TABELA 2.1. Aplicagdes do acido citrico.

Aplicagées Propriedades utilizadas

Indastria de alimentos

Bebidas Acidulante, flavorizante
Geleias, compotas e outras conservas Flavorizante, acidulante
Oleos e gorduras Antioxidante (complexacéo de metais)
Alimentos congelados Antioxidante
Farmacéuticas
Produtos efervescentes Acidulante, flavorizante
Preparados de vitamina Antioxidante
Anticoagulantes Sequestrante, tamponante
Preparados de ferro Formacgéao de sal
Cosméticos Tamponante, antioxidante
Industrial
Limpeza (metais) Sequestrante
Detergentes Tamponante, sequestrante
Reagentes fotograficos Tamponante

2.2. Propriedades

A estrutura do &cido citrico, 2-hidroxi-1, 2, 3 acido propano tricarboxilico, esta
apresentada na Figura 2.1 (STONE, 1949).
(3)

HOOC — CH, — C(OH) — CH, — COOH
1 @ | (5) (6)
COOH
(4)
FIGURA 2.1. Estrutura do acido citrico (STONE, 1949).
Ocorre em duas formas estaveis: acido citrico monohidrato (CeHgO7 . H20),
obtido pela cristalizagéo de solugdes aquosas frias, sendo composto por 91,42% de

acido citrico anidro e 8,58% de agua, e acido citrico anidro (CeHsO7), 0 qual cristaliza

5
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a partir de solugdes aquosas quentes e concentradas. Acido citrico é inodoro, com
agradavel sabor &cido, altamente solivel em agua e etanol, e ocorre como cristais
transltcidos e incolores, ou na forma granular a p6 fino e branco. E um &cido
organico forte, como indica a constante de dissociagdo do primeiro atomo de
hidrogénio cujo valor é 8,2 . 10* a 18°C. As constantes de dissociagdo do segundo e
terceiro atomos de hidrogénio séo 1,77 . 10° e 3,9. 10%, respectivamente. Possui
um raro isdbmero estrutural sem importancia comercial é o acido isocitrico (1-hidroxi-
1,2, 3 &cido propano tricarboxilico) (MILSOM, 1987; GOLDBERG et al., 1991;
STONE, 1949).

O acido citrico forma uma ampla faixa de sais metdlicos, incluindo complexos
-um ferro, cobre, manganés, magnésio e calcio, razdo pela qual é usado como
agente sequestrante em processos industriais e como um preservativo
anticoagulante do sangue. Os sais sdo também a base de suas propriedades
antioxidantes em 6leos e gorduras reduzindo a oxidagdo catalisada por tragos de

metais, como ferro, ao atuar como agente quelante (MATTEY, 1992).

2.3. Mecanismo de acumulo de acido citrico

O ciclo do acido citrico (ou tricarboxilico) € o mecanismo pelo qual o acetato é
oxidado a duas moléculas de didxido de carbono, na maioria das células vivas. No
caminho normal, uma molécula de acetato é condensada com uma molécula de
oxaloacetato formando uma molécula de citrato. O citrato é metabolizado via
isocitrato a oxalosuccinato, o qual é desidrogenado com a perda de uma molécuia
de CO., resultando na formacéo de a-cetoglutarato. Com nova perda de CO., este
ultimo transforma-se em succinato, o qual é transformado em oxaloacetato, via
fumarato e malato, através de trés passos catalisados enzimaticamente (MILSOM,
1987).

Se o ciclo do acido tricarboxilico for interrompido no acido citrico, ndo ha
formacao de oxaloacetato para se condensar com a molécula de acetil coenzima A e
formar citrato, sendo necessario conduzir a formagéo de oxaloacetato por outra via,
denominada reagdo anapleurética (MILSOM, 1987). Com Aspergillus niger e
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Candida lipolytica a reagao anapleurdtica € a carboxilagdo do piruvato pela enzima
piruvato carboxilase (AIBA & MATSUOKA, 1979; MILSOM, 1987).

Na maioria dos organismos, em particular leveduras, a glicélise é regulada
pela enzima fosfofrutoquinase, responsavel pela conversao irreversivel da molécula
D-frutose 6-fosfato em D-frutose 1-6-difosfato (UYEDA, 1979, citado por SOKOLOV
etal, 1996, MATTEY, 1992; LEHNINGER, 1984). A seguinte reagao irreversivel da
glicdlise consiste na conversdo de fosfoenolpiruvato em piruvato pela enzima
piruvatoquinase, a qual parece ser responsavel pelo equilibrio das reagdes que
separam essas duas etapas irreversiveis. A concentragdo de intermediarios, como
diidroxiacetona fosfato, pode aumentar e a redugdo deste composto e subsequente
desfosforilagdo do glicerol-3-fosfato pode ser responsavel pela formagéo de glicerol
(HONECKER et al., 1989).

Um aumento na concentragdo de citrato inibe a atividade da enzima
fosfofrutoquinase, através de interagdo direta e diminuigdo da concentragao livre de
ions de magnésio, quando esta atua como agente quelante, diminuindo a taxa de
convers&o do substrato na glicdlise (UYEDA, 1979, citado por SOKOLOV et al.,
1996; MATTEY, 1992). Entretanto, certas variedades de fungos e leveduras
crescendo em glicose sdo capazes de acumular consideraveis quantias de acido
citrico no meio (MATTEY, 1992). Em Candida lipolytica, uma levedura produtora de
acido citrico, a atividade de fosfofrutoquinase foi observada durante a fase
estacionaria do crescimento quando ocorre mais intensamente a sintese de acido
citrico, enquanto que em variedades ndo produtoras a atividade desta enzima
decresceu rapidamente neste estagio (FINOGENOVA, 1989 citado por SOKOLOQOV,
1996).

Em leveduras crescendo sob condigdes limitadas em nitrogénio, ocorre um
aumento na taxa de ATP/AMP e no conteudo de NADH das células, atuando como
inibidores da enzima isocitrato desidrogenase, permitindo o acumulo de citrato.
Estudos comparativos desta enzima com variedades produtoras e ndo produtoras de
acido citrico nao detectaram diferencas fisioldgicas capazes de explicar a
capacidade de algumas espécies em acumular este acido. Este fato conduz a
hipétese de que as leveduras acumuladoras de &cido citrico apresentam um
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mecanismo regulado pela enzima fosfofrutoquinase, e ndo pela isocitrato
desidrogenase, pois o fluxo de substrato para o metabolismo do ciclo do acido citrico
nestas leveduras é rapido via glicdlise sob condigdes limitadas em nitrogénio
(SOKOLOV et al., 1995).

SOKOLOQV et al. (1996) demonstraram, em Yarrowia lipolytica, que a atividade
da enzima fosfofrutoquinase aumentou com concentragcbes de ATP superiores a
1 mM e decresceu com um aumento adicional na concentragdo deste, sendo
completamente inibida em concentracbes de 10 mM, concluindo que o ATP atua
como substrato e inibidor alostérico desta enzima. O efeito inibitdrio de ATP em
concentragdes de 5 mM é acentuado na presenga de citrato indicando a presenga
de sinergismo entre o citrato e o ATP. Verificaram ainda, que a presenca de ions
amdnia aumenta a afinidade da enzima fosfofrutoquinase pelo substrato (D-
frutose 6-fosfato) e suprime o efeito inibitério do citrato na presenca de ATP. A
conclusdo dos estudos demonstra uma maior susceptibilidade da enzima

fosfofrutoquinase a inibigio por citrato em variedades produtoras deste acido.

Outras enzimas importantes na fermentacado de acido citrico sdo, por fungos,
aconitase e isocitrato dehidrogenase, e por leveduras, aconitase (aconitase
hidratase), responsavel pela formagédo do acido isocitrico (KAPOOR et al., 1982;
ROHR & KUBICEK, 1983). A adicio de ferro (Fe™) aumenta a atividade de
aconitase provocando a diminuigdo de citrato e aumento de isocitrato. Na
fermentacdo de leveduras, a adicdo de inibidores de aconitase, tal como
fluoroacetato, conduzem a privagdo de ferro, e ao acumulo de citrato (KAPOOR et
al., 1982).

Em Saccharomycopsis lipolytica, acidos citrico e isocitrico sdo metabolizados
na mitocondria, podendo ser oxidados através do ciclo do acido tricarboxilico.
Entretanto, uma porgdo de acido isocitrico é transportado para o citoplasma onde é
convertido a glutamato ou metabolizado através do ciclo glioxalato, mostrando a
existéncia de um sistema seletivo para o transporte de acido isocitrico da
mitocondria para o citoplasma, onde podem ser acumulados em concentragbes
maiores do que esperado com base nas constantes de equilibrio termodinamico para

os acidos citrico e isocitrico. Este transporte deve ser menor durante o crescimento
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em fonte de carbono por ndo requerer que o ciclo glioxalato seja ativo. A
concentracao global interna de ambos os acidos aumenta quando a biossintese &
interrompida pela limitagdo de nitrogénio, ocorrendo entdo a excre¢do para o meio
externo, provavelmente por difusdo passiva (MARCHAL et al, 1980, AIBA &
MATSUOKA, 1978).

Segundo ROUKAS (1991) o aumento na velocidade de agitacdo de 300 para
600 rpm resulta em mudangas na atividade das enzimas associadas ao acumulo de
acido citrico por Aspergillus niger ATCC 9142, sendo que a atividade da citrato
sintetase diminuiu e da aconitase e isocitrato desidrogenase aumentaram. Os
resultados apresentados indicam que o acumulo de acido citrico € acompanhada por
um aumento na atividade de citrato sintetase e diminuigdo nas atividades de
aconitase e isocitrato desidrogenase, responsaveis pela degradagéo de acido citrico
em isocitrato e a-cetoglutarato. AIBA & MATSUOKA (1979) analisaram os caminhos
metabdlicos da produgado de acido citrico a partir de glicose por Candida lipolytica
considerando trés modelos. O modelo que coordena a carboxilagdo do piruvato com
o ciclo do acido tricarboxilico, ignorando o ciclo glioxalato foi considerado satisfatorio
pois o fluxo de carbono calculado foi aceitavel. Os modelos, aonde foi omitido a
carboxilagdo do piruvato e a desidrogenagdo do 2-oxoglutarato, respectivamente,
forneceram valores de fluxos negativos, devendo portanto serem descartados. A
Candida lipolytica crescendo em acetato ou n-alcano (compostos C,) como fonte de
carbono requer o ciclo glioxalato como sequéncia anapleurética para suprimento de
compostos C4 para o ciclo do acido tricarboxilico (MATSUOKA et al., 1980). Na
Figura 2.2 encontra-se descrito o esquema metabdlico simplificado para a produgéo
de citrato por Candida lipolytica a partir de glicose como fonte de carbono, segundo
YOKOYA (1992) e MILSOM (1987).
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FIGURA 2.2. Esquema metabdlico simplificado da produgdo de citrato por
Candida lipolytica (YOKOYA, 1992; MILSOM, 1987).

2.4. Cinética da fermentacgao

De acordo com o esquema de GADEN (1955) o processo de fermentacé&o por

Aspergillus niger é caracterizado por duas taxas maximas em relagdo ao

crescimento e formacéo de produto. Na primeira fase da fermentacéo (tropofase) o

aguicar é utilizado para o crescimento, acompanhado por minima formagéo de

produto, enquanto na segunda fase (idiofase) a formagao de produto é maxima e a

taxa de crescimento é baixa. Resultados semelhantes descrevendo a fermentagéo
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de Aspergillus niger caracterizada por duas fases foram obtidos por GARG &
SHARMA (1991) e PANDA & SHARMA (1984).

BRIFFAUD & ENGASSER (1979) analisaram as cinéticas de crescimento e
produgéo de acido citrico de Saccharomycopsis lipolytica D 1805 em glicose em um
fermentador de tanque agitado. Na cinética de crescimento observaram, que apés
uma fase lag de poucas horas, a levedura cresceu primeiramente de forma
exponencial, finalizando com o completo consumo de aménia. Durante as 10 horas
seguintes verificaram uma fase de crescimento linear, inicialmente na presencga de
nitrogénio extracelular e intracelular, sendo que apés o esgotamento do nitrogénio

=relular o contetdo de nitrogénio celular decresceu de 8,5 para 4%, finalizando
- «ase de crescimento. A taxa de consumo de oxigénio foi aproximadamente igual &
taxa de produgdo de dioxido de carbono durante toda a fase de crescimento. A
excrecdo de acido citrico iniciou-se aproximadamente depois de 20 horas de
fermentagdo, quando o conteudo de nitrogénio celular encontrava-se em niveis
baixos. Durante esta fase adicionou-se periodicamente glicose ao fermentador
visando manter sua concentragdo entre 10 e 40 gL™". A quantia de &cido citrico e
isocitrico excretados aumentaram numa taxa constante durante 70 a 90 horas
alcangando concentragées finais de 95gL™ de acido citrico e 10 gL' de &acido
isocitrico, finalizando apds 150 horas.

Os autores BRIFFAUD & ENGASSER (1979) descreveram a fase de

excrecao celular pelas seguintes equagdes estequiométricas:

CeH1206 + 1,502 — C6H807 + 2H20

C6H1206 + 602 - 6002 + 6H20.

Verificou-se o consumo de oxigénio como sendo constante durante a fase de
excrecao, mas reduzido em relagéo ao consumo para o crescimento celular. Durante
a fase linear de excrecdo, a respiragdo para manutencdo celular representou um
consumo de 60 e 35% respectivamente de oxigénio e glicose, como mostra a
segunda equac&o. A taxa de produgdo de CO, e acido seguem dependéncias do

tipo Michaelis-Menten na concentragio de oxigénio, entretanto com uma constante

1
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muito menor para produgdo de CO; do que para acido (Kiigeo=09 e
Kcoz = 0,15 mgL™") (BRIFFAUD & ENGASSER, 1979).

MARCHAL et al. (1980) verificaram baixa concentragio intracelular de acido
citrico e isocitrico durante o ciclo de crescimento de Saccharomycopsis lipolytica 102
em alcanos, seguido por um aumento linear na fase de excrecao.

KLASSON et al. (1991) utilizaram os resultados do bioprocesso em batelada
para modelar o crescimento e produgdo de Aacido citrico por Saccharomycopsis
lipolytica Y 7576, baseando-se somente na concentragao inicial de células e amonia.
" modelo obtido para a fase de produgdo prediz o comego da formagédo de acido
--iii boa precisdo, tdo bem como a separagdo das fases de crescimento e de
formacgao de produto.

KAUTOLA et al. (1992) verificaram que na fermentagdo de Yarrowia lipolytica
D101 em glicose pura a produgdo de Acido citrico iniciou-se no final da fase
exponencial de crescimento, entretanto em sacarose invertida iniciou-se no meio
desta fase e em melago de beterraba invertido uma pequena produgdo de acido
citrico foi observada anteriormente, durante a fase de crescimento, podendo ser
devido a presenca de algumas células em um diferente estado fisiolégico ou de
tragos de nutrientes em melagos.

RANE & SIMS (1995) observaram mudangcas na morfologia celular de
Candida lipolytica Y 1095 em funcdo do tempo de fermentacdo em sistemas com
reciclo de células. Em tempos de fermentagao inferiores a 300 horas as células
apresentavam-se na forma esférica para elipsoidal, enquanto em estagios
posteriores tornaram-se alongadas e finalmente filamentosas. A mudanga pode ser
explicada pelo crescimento das células sob condi¢bes deficientes em nutrientes e/ou
oxigénio excessivo. A transi¢cdo das células da fase de crescimento para a fase de
producdo em meio deficiente em nitrogénio pode ser associada com atraso na
sintese de proteinas e mudang¢as na mitocondria, na estrutura citoplasmatica e nos
peroxissomos.

12
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2.5. Microrganismos

O acido citrico, como um produto do metabolismo primario, provavelmente
ndo € excretado sob condigdes naturais em notaveis quantidades. Assim, uma
apreciavel excrecdo deveria ser considerada como resuitado de alguma
iregularidade severa do metabolismo, causado por deficiéncias genéticas, ou por
desigualdades metabdlicas drasticas. Por estas razdes que, somente poucas
classes ou ainda géneros de microrganismos - bactérias e/ou fungos - tem sido

“seritos como capazes de excretar quantias substanciais de acido citrico em meio
<< fermentagdo sob certas condigées (ROHR et al., 1983).

Os microrganismos mais comumente utilizados nos processos fermentativos
para produgao de acido citrico sdo selecionados de variedades de Aspergillus niger.
Apesar destes processos fermentativos com Aspergillus niger serem atrativos,
muitas dificuldades estdo presentes como a degeneracdo da producio natural de
acido citrico sobre um periodo de tempo, e com maior importancia, o fato de ser
requerido um longo periodo, geralmente maior do que 7 dias, para a producio de
grandes quantidades deste acido. Este longo tempo de fermentacéo é o maior fator
de custo na produgdo, assim, o desenvolvimento de processo fermentativo em
menores tempos € de consideravel importancia comercial (GUTCHO, 1973).

As principais vantagens do uso destes microrganismos sdo a facilidade de
manuseio, habilidade para fermentar uma ampla variedade de matéria-prima barata
e fornecer altos rendimentos (GREWAL & KALRA, 1995). Segundo ATKINSON &
MAVITUNA (1983) os rendimentos de acido citrico para processos tradicionais de
fermentacdo submersa usando Aspergillus niger dependem da fonte de carbono
utilizada, com valores tipicos sendo obtidos entre 60 a 70% (citado por RANE &
SIMS, 1993).

RUGSASEEL et al. (1993) utilizaram Aspergillus niger WU - 2223 L, um
grande produtor de acido citrico, e variedades mutantes para avaliar a produtividade
de acido citrico em amido. Obtiveram como resuitado que as variedades mutantes

13
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produziram menor quantidade de 4cido citrico quando comparada com a variedade
pai.

AVARANTINOS-ZAFARIS et al. (1994) examinaram a fermentagdo de trés
variedades de Aspergillus niger, NRRL 567, NRRL 599 e NRRL 364, em residuo do

processamento de laranja para a produgdo de acido citrico, obtendo como maior
produtor a variedade NRRL 599.

Além de fungos, certas variedades de leveduras do género Candida tem
capacidade para acumular quantias substanciais de Aacido citrico durante a
fermentagdo aerdbica em meio aquoso contendo carboidratos. A vantagem do uso
de leveduras sobre fungos filamentosos deve-se a tolerancia destas a altas
concentragcdes de substrato, a possibilidade de taxas de conversdo mais rapida (aita
produtividade devido o término da fermentagdo em metade do tempo requerido para
Aspergillus niger), a insensibilidade a ions de metais presentes em meios de melago
bruto (e portanto mais barato) permitindo o uso sem pré tratamento custoso, e ainda
ao melhor controle do processo devido a natureza unicelular das leveduras
(MILSOM,1987; MATTEY, 1992). Uma vantagem adicional ao uso da levedura na
producéo de acido citrico, quando comparado ao Aspergilli, € o enorme potencial
para desenvolvimento de um processo continuo (KAPOOR et a/., 1982). MIALL &
PARKER (Ger. Pat. 2,429,224) (1975) patentearam um processo continuo para a
producdo de acido citrico usando espécies de Candida (citado por KAPOOR et al.,
1982).

O aumento de estudos relacionado a secregao de &cido citrico por levedura é
devido também a acessibilidade ao melhoramento das variedade através de
métodos genéticos, e seu potencial em resistir longas e continuas operagdes numa
alta velocidade de conversao sob elevadas condi¢des aerdbicas (SHAH et al., 1993).
Através de sucessivas mutagdes da variedade Candida sp. Y-1, TANI et al. (1990)
obtiveram a variedade mutante MA 92, a qual apresenta produtividade de acido
citrico superior e atividade de aconitase inferior a variedade selvagem.

Entretanto, a maior desvantagem da utilizagdo de leveduras é a produgao
simultanea de 4&cidos citrico e isocitrico. A taxa de &acido citrico : isocitrico pode

variar de 1:1 a 20:1 dependendo dos organismos, fonte de carbono e
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concentracdo de micronutrientes. Para maximizar a produgdo de acido citrico por
levedura, deve-se selecionar um organismo que tenha elevada taxa de &acido
citrico : isocitrico para minimizar as quantias de acido isocitrico produzida (RANE &
SIMS, 1993).

As variedades de leveduras conhecidas como produtoras de acido citrico a
partir de diversas fontes de carbono sdo espécies de Candida (Saccharomycopsis),
Hansenula, Pichia, Debaryomyces, Torulopsis, Kloeckera, Nematospora, Kloeckera,
Saccharomyces e Zygosaccharomyces. As espécies de Candida sdo amplamente
utilizadas em estudos para a produg¢édo de acido citrico e incluem C. lipolytica, C.
tropicalis, C. zeylanoides, C. fibrae, C. oleophila, C. citrica, C. guilliermondii, entre
outras (KAPOOR ef al., 1982).

MORESI (1993) estudou a producdo de acido citrico por Yarrowia lipolytica
ATCC 20346 em meio baseado em glicose e em fermentagées operando como
batelada alimentada. Observou-se que, a variedade em questdo é capaz de igualar
a melhor variedade mutante de Aspergillus niger usada industriaimente em
produtividade de &cido citrico (1,05gdm>h"). Através da andlise dos rendimentos
(9,2% (wlv) de acido citrico, 1,56% de acido isocitrico, 0,175% de acido pirtvico e
0,055% de acido fumarico) obtidos com concentragdo de glicose igual a 190 gL' na
fase de produgéo, verificou que esta variedade ndo iguala em seletividade, visto que
0 acido citrico representou somente 85,5 % do total de Aacido citrico e isocitrico

excretados e 83,7 % do total de acido excretado.

RANE & SIMS (1993) avaliaram o crescimento de Candida lipolytica Y 1095,
Yarrowia lipolytica Y 7576, Candida gquilliermondii Y 488 e Saccharomycopsis
lipolytica DRL 99 em cultura em batelada. Baseado nos resultados verificou-se que
Candida lipolytica Y 1095 pode ser utilizada para produgdo de acido citrico com
rendimentos e produtividade comparados aos geralmente obtidos com Aspergillus
niger em cultura em batelada (rendimento de 0,56 g de acido citrico g’ de glicose
consumida e produtividade volumétrica de 0,27 g de &cido citrico L'h™"). Esta
variedade de levedura produziu aproximadamente duas vezes mais acido citrico e
dois tercos de acido isocitrico comparada com a Yarrowia lipolytica Y 7576 sob
condigbes similares de producgao.
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WOJTATOWICZ et al. (1993) analisaram a producdo de Aacido citrico e
isocitrico em n-hexadecano pela variedade A 101 de Yarrowia lipolytica e pelas
variedades mutantes. Verificaram que nenhuma destas variedades produziram alta
quantidade de acido citrico neste substrato, e que as mutantes excretaram
predominantemente acido isocitrico quando crescendo neste meio.

RANE & SIMS (1994) obtiveram na fermentacao de Candida lipolytica Y 1095
uma taxa de 4cido citrico : isocitrico de 13 : 1, que é consideravelmente melhor do

que os valores previamente reportados para outros tipos selvagens de leveduras.

6. Matéria-Prima

Varias fontes de carboidratos bruto, tais como melago, féculas e
hidrocarbonos, tém sido empregados como substrato para a produgédo comercial de
acido citrico por fungos (ROHR et al., 1983). O fator critico na determinagéo de qual
fonte sera utilizada é o custo do material e de pré-tratamentos que venham a ser
necessario (MATTEY, 1992).

Extremas diferencas de rendimento e produtividade sao obtidos pela
utilizagdo de melagos de diferentes origens, sendo que a composi¢cdo do material
determina sua capacidade para a fermentagdo de acido citrico por Aspergillus niger
(GREWAL & KALRA, 1995). Quando melacos s&@o usados na fermentagdo por
fungos, o agucar deve ser diluido para concentracées de 15 a 20% com acido
sulfurico diluido e o pH ajustado entre 5,5 e 6,5 (KAPOOR et al., 1982).

Melagos de cana com um alto conteudo de residuos (7 a 10%) e organicos
n&o agucares (20 a 25%), sdo considerados menos adequados para a produgéo de
acido citrico por fungos, particularmente em processos em superficie (ROHR et al.,
1983). O rendimento de acido citrico produzido por Aspergillus niger em meio
contendo melagos de beterraba € maior do que em meio de cana devido ao maior
conteudo neste ultimo, de tragos de metais (calcio, magnésio, manganés, ferro e
zinco), os quais retardam a sintese de acido citrico (GREWAL & KALRA, 1995).
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A fermentagéo de acido citrico com Aspergillus niger usando melago e caldo
de cana de agucar foi estudada por QAZI et al. (1989). Concluiram que caldode cana
pode ser considerado como uma alternativa para matéria-prima, apresentando
rendimentos de 0,70 (g de &cido citrico g de glicose inicial) com uma seletividade
de aproximadamente 0,75, e que melagos, apesar do baixo custo, ndo sdo
favoraveis para a produgdo submersa, apresentando rendimento de acido citrico e
seletividade 20% e 30% menores, respectivamente. Durante a fermentagdo néo
foram detectados outros acidos como subprodutos, assim a menor seletividade pode
ser devido a utilizagio da fonte de carbono para crescimento e manutengao celular.

GEORGIEVA et al. (1988) concluiram que somente apds hidrolise acida ou
enzimatica do amido, ocorre a biossintese de acido citrico pela variedade Aspergillus
niger IM 13 (citado por NGUYEN et al., 1992). Anteriormente, MOYER, A.J. (1953)
havia obtido bons rendimentos ao utilizar amido hidrolisado (citado por RUGSASEEL
et al., 1993).

XU et al. (1989) e RUGSASEEL et al. (1993) consideraram que as
fermentagbes de acido citrico por variedades de Aspergillus niger resultaram em
rendimentos insuficientes para a produgéo pratica de acido citrico de amido soluvel,
indicando a necessidade de indugdo das enzimas, especificamente as de interesse
com o catabolismo desta fonte de carbono.

Meios de cultura contendo diferentes concentragbes de amido (3,6 e 6%)
como substrato para a fermentagéo de Aspergillus niger 155 foram comparados por
NGUYEN et al. (1992). Os resultados indicaram que as atividades das enzimas
intracelulares foram similares, com exceg¢éo a amilase, cuja produgao foi influenciada
pela aeragdo. Assim, 0 meio contendo menor concentragdo de amido (3,6%)
forneceu maior rendimento de acido citrico do que o meio com 6,0% (rendimentos de
62 e 52%, respectivamente), por possibilitar uma maior aeragcdo e
consequentemente maior nivel de amilase para hidrolisar o amido do meio suprindo

glicose.

O liquor da prensa dé esgotamento da casca de laranja foi utilizado por
ARAVANTINOS-ZAFIRIS et al. (1994) como meio de fermentagéo para a produgéo
de acido citrico por Aspergillus niger NRRL 599. Verificaram que condi¢des de
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fermentagéo e pré-tratamentos (térmico ou acido) para diminuigdo de tragos de
metais do liquor aumentaram a produgéo. Sob condigdes 6timas o rendimento de
&cido citrico baseado no total de aglcar consumido foi de 730 g kg™

HOSSAIN et al. (1983) obtiveram baixo rendimento (baseado no agucar
utilizado) de acido citrico (aproximadamente 23%) utilizando soro de leite (lactose)
como substrato em fermentagées por Aspergillus niger, provavelmente devido a
variedade do microrganismo utilizado, a natureza da fonte de agucar e outros
nutrientes presentes, como ions metalicos (citado por HOSSAIN ef al., 1984). Os
mesmos autores demonstraram que a natureza da fonte de agucar exerce um forte
efeito nos niveis de atividades enzimaticas e producdo de &cido citrico por
Aspergillus niger MH 15-15 (HOSSAIN et al., 1984).

Uma variedade de substrato tem sido utilizado para produgdo de acido citrico
por leveduras. Estes incluem glicose, acetato, hidrocarbonos, melagos, alcoois,
acidos graxos e Oleos naturais. Nestas fermentagbes o &cido citrico é produzido
juntamente com 4&cido isocitrico, conduzindo a tentativas de desenvolvimento de
mutantes que acumulem somente acido citrico em altas concentragbes, sem
acumulo de acido isocitrico (KAPOOR et al., 1982).

Acgucares obtidos na hidrolise da hemicelulose - xilose, arabinose, manose e
galactose — foram utilizados por MADDOX et al. (1985) na fermentagdo de acido
citrico por Aspergillus niger MH 15-15, um mutante da variedade Aspergillus niger
IMI 41874, e Saccharomycopsis lipolytica IFO 1658. Os resultados indicaram que
para a levedura somente manose poderia ser utilizada, resultando em agucares
residuais no efluente do processo. A variedade de fungo, entretanto, foi capaz de
assimilar e produzir acido citrico de todos os aclicares obtidos na hidrdlise da
hemicelulose, contudo a produgéo de acido citrico foi pequena no caso da utilizagdo

de galactose, como foi demonstrado por outros autores.

Hidrocarbonos tem servido como substrato para a produgao de acido citrico
por leveduras, porém em vista da disponibilidade e aumento no preco destes, as
industrias baseadas nesses substratos tém substituido os carboidratos de
alimentacdo (GREWAL & KALRA, 1995).
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Yarrowia lipolytica A 101 produz Acidos citrico e isocitrico a partir de n-
alcanos, Oleos naturais, glicose, amido hidrolisado e etanol. Contudo, a taxa entre
estes acidos ndo é econdmica quando os organismos crescem em etanol, n-alcano e
varios 6leos (WOJTATOWICZ et al., 1993).

FRIED, J H (US Patent 3,632,476) (1969) verificou que diversas variedades
de leveduras, incluindo Candida lipolytica, forneceram niveis de rendimento
significativos de &acido citrico a partir de melago de cana de agtcar (alto contetudo de
cinzas (7 a 10%) e organicos ndo agucares (20 a 25%)) (citado por SHAH et al.,
1993).

SHAH et al. (1993) investigaram a excregdo de &acido citrico por Yarrowia
lipolytica DS 1, isolada a partir de Yarrowia lipolytica Y 1094, em frutose, sacarose,
sacarose invertida, melago de cana de agticar, melaco invertido, hidrol e amido
hidrolisado de tapioca. Baseado na produgéo de &cido citrico e isocitrico, concluiram
que a variedade DS 1 utiliza somente amido hidrolisado de mandioca e hidrol como
fonte alternativa para glicose, produzindo comparaveis eficiéncias de convers&o
(75%). Contrario aos resultados obtidos por FRIED (1969) a variedade DS 1 foi
insuficiente em utilizar melago, devido ao alto teor de nitrogénio presente (0,6%).
Apesar do melago ndo ser satisfatorio para a variedade DS, o seu custo torna-o
promissor devendo ser desenvolvida uma estratégia para minimizar o problema
relacionado com o alto teor de nitrogénio.

A producédo de acido citrico por Yarrowia lipolytica A-101 em melago de
agucar de beterraba invertido foi avaliada por KAUTOLA et al. (1992). Os resultados
mostraram um aumento no coeficiente de rendimento de acido total, baseado no
agucar consumido, durante o cultivo em glicose e melago de beterraba invertido de
0,6 gg” para 0,95 gg™'. O maior rendimento (1,05 gg™') foi obtido em sacarose pura
invertida. Os valores de produtividade volumétrica de acido citrico foram 0,98 gL™'h"!
em glicose, 0,75 gL'h™" em sacarose invertida e 0,71 gL"'"h"' em melago invertido,

indicando melagos como sendo convenientes para a produgao de &cido citrico.
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2.7. Condigdes de Fermentagio

A produgéo de &cido citrico por Aspergillus niger e levedura envolve um
“‘estagio de crescimento” e um “estdgio de produgdo”. Os organismos precisam
portanto de elementos tais como carbono, nitrogénio, fosforo, e enxofre em adigdo a
varios tragos de elementos para o crescimento e produgdo deste acido. A
concentragéo de todos estes constituintes, a aeragdo, a temperatura e o pH tém um
profundo efeito no rendimento de acido citrico (KAPOOR et al., 1982; GREWAL &
KALRA, 1995).

O rendimento tedrico para acido citrico anidro é de 107 g de acido citrico por
100 g de sacarose (100% de rendimento molar, isto € moles de Acido citrico
produzido por mol de glicose utilizado x 100), entretanto, parte da fonte de carbono é
utilizada para crescimento e manutencao celular. Assim, rendimentos reportados de
laboratdrios e plantas pilotos variam entre 70 e 90% de convers&o para acido citrico,
em fermentagcbes com Aspergillus niger crescendo em meio rico em carboidrato
(GOLDBERG et al., 1991).

2.7.1. Fonte de carbono

Em geral, somente agucares que sdo rapidamente metabolizados pelos
fungos s&o interessantes fontes de carbono, com preferéncia por sacarose ou
melago, e algumas aplicagbes de glicose (da hidrélise de polissacarideos) ou
frutose. Normalmente, polissacarideos ndo sdo empregados visto que sua hidrélise
pelos microrganismos parece ser a fase limitante para o transporte de agucar, com a
glicose sendo utilizada lentamente pelo fluxo do metabolismo (ROHR et al., 1983).

Segundo KOVATS (1960) a concentragdo inicial de agucar tem sido
determinante na quantidade de acido citrico e também de outros acidos organicos
produzidos por Aspergillus niger. Normalmente, variedades de Aspergillus niger
precisam de alta concentragao inicial de agtcar (15 a 18%) no meio, sendo que
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concentragGes su ~eriores a estas levam a maiores quantias de agucar residual,
Wrrz,1do 0 processo nao econdmico; enquanto baixas concentragées de agucar
conduzem a baixos rendimentos de acido citrico (citado por KAPOOR et al., 1982).
XU et al. (1989°) e ROHR et al. (1983) também consideram a concentragao de
agucar como sendo a variavel chave para o acumulo de acido citrico por Aspergillus
niger.

XU et al. (1989%) verificaram que sob as mesmas condigdes de cultivo,
sacarose, glicose, maitose e frutose, ndo causaram acumulo de acido citrico em
concentragbes inferiores a 2,5%, em fermentagdo submersa por Aspergillus niger
B60. Em altas concentragbes, acido citrico foi produzido, alcan¢ando niveis
maximos em concentragdes de 10 a 14% de aglcar, apresentando 6timo rendimento
a 10% de agucar com excegéo a glicose que forneceu maximos rendimentos a 7,5%.
De acordo com ROHR et al. (1983) a maxima producdo de &cido citrico é obtida a
concentragbes de agucar de 14 a 22%. Os autores notaram uma superioridade na
utilizagdo de sacarose e maltose, sobre os correspondentes monossacarideos
glicose e frutose.

HOSSAIN et al. (1984) também identificaram sacarose como sendo o
substrato mais favoravel para a produgéo de acido citrico por fermentagdo submersa
de Aspergillus niger, seguido por glicose e frutose, e entdo lactose. Nenhum acido
citrico foi produzido de galactose. A superioridade da sacarose sobre glicose e
frutose pode ser explicada pela alta taxa de utilizagdo de aglcar causada pelo
simultaneo consumo dos monossacarideos depois da hidrélise. Resultados similares
foram ainda obtidos por CHEN (1993) que relacionou sacarose, apesar do similar
crescimento micelial, como sendo a fonte de carbono preferivel para a produgdo de
acido citrico por Aspergillus foetidus CCRC 30206, seguida de glicose, lactose e

maltose, respectivamente.

Segundo HONECKER et al. (1989), células imobilizadas de Aspergillus niger
variedade 1039 necessitam de uma concentragao inicial de sacarose menor do que
células livres para obter maximos rendimentos de produgéo de &cido citrico (200 gL

para células livres e 120 gL' para células imobilizadas). Altas concentragdes iniciais
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de sacarose (acima de 140 gL™') levaram a redugéo no rendimento e aumento na
formacéo de polidis (glicerol e arabitol).

A producdo de acido citrico por variedades mutantes de Candida lipolytica
ATCC 20346 foram estudadas por IKENO et al. (1975) em diferentes fontes de
carbono obtendo bons rendimentos (g de acido citrico anidro/g de fonte de carbono
adicionada) de n-parafina (161%), de varios 6leos naturais (éleo de coco, 99,6%;
6leo de palma, 155%; 6leo de oliva, 119%), acidos graxos (acido oleico, 107 %, acido
estearico, 105%) e glicerol (58,8%).

MADDOX et al. (1985) determinaram os rendimentos de acido citrico na
fermentacao de Aspergillus niger MH 15-15 e Saccharomycopsis lipolytica IFO 1658
em diversas fontes de carbono: glicose, manose, galactose, xilose e arabinose. Os
resultados obtidos para Aspergillus niger e Saccharomycopsis lipolytica
correspondem, respectivamente, a 14 e 8 dias de fermentagdo em frascos incubados
a 30°C e operando a velocidade de 180 rpm. Os melhores rendimentos obtidos para
a produgdo de acido citrico pelo fungo foram de 0,45 gg’ (60 gL' de acucar
consumido e 27 gL' de &cido citrico produzido) em glicose e 0,31 gg' (71 gL de
acucar consumido e 22 gL™" de 4acido citrico produzido) em xilose. Com a levedura
obtiveram 0,41 gg™' (22 gL' de agticar consumido e 9 gL' de acido citrico produzido)
em manose e 0,30 gg” (20 gL™" de agucar consumido e 6 gL" de acido citrico

produzido) em glicose, ndo havendo utilizagdo das demais fontes de carbono.

A maxima producgéo de acido citrico (4,6 gL™') pela levedura Candida MA 92,
uma mutante fluoroacetato resistente da variedade Candida sp. Y-1 crescendo na
presenca de fluoroacetato em metanol como substrato, apés 4 dias de fermentagao
foi obtida por TANI et al. (1990). A variedade mutante apresentou atividade de
aconitase inferior a variedade selvagem (4,5 unidades/mg de proteina contra
16,5 unidades/mg de proteina) em meio de fermentagdo ausente de fluoroacetato,
um inibidor de aconitase, sendo que acido isocitrico ndo foi detectado como
subproduto no caldo desta cultura.

KAUTOLA et al. (1992) obtiveram a maxima concentragdo de &acido citrico de
87 gL' na fermentacdo de Yarrowia lipolytica A-101 apds 98 horas de cultivo em

glicose pura e 170 horas em sacarose invertida, sendo que 4&cido citrico
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representava aproximadamente 90% do total de acido citrico e isocitrico excretados.
Em sacarose invertida, glicose foi primeiro convertida em acido citrico, atingindo um

nivel de 45 gL', iniciando entdo o consumo de frutose.

Assim como obtido por HOSSAIN et al. (1984) para Aspergillus niger,
GUTIERREZ et al. (1993) demonstraram que a levedura Candida guilliermondii
IMK 1, uma mutante de Candida guilliermondii NRRL Y-448, utiliza lactose
hidrolisada, ou seja, uma mistura de glicose e galactose, como substrato da
fermentacdo, mas ndo utiliza lactose. Os resultados obtidos evidenciaram a
repress&o catabodlica quando a levedura cresceu na presenca dos dois agucares
simultaneamente, com o consumo de galactose iniciando apoés concentragdo
residual de glicose inferior a 4 gL™'. Entretanto as concentragdes maximas (13 gL™")
obtidas apds 5 a 6 dias de incubagado foram aproximadamente iguais para glicose,
galactose e para a mistura de glicose e galactose, representando um rendimento de

0,37 a 0,38 baseado na concentragéo de agucar consumido.

MORESI (1994) observou que a formagdo de subprodutos como acido a-
cetoglutarico, malico, cis-aconitico e piravico, na producdo de &acido citrico pela
variedade Yarrowia lipolytica ATCC 20346, podem ser minimizados pela alimentagao
de niveis de acgucar de 180 a 200 gL‘1, reduzindo os custos com recuperagao e

purificacdo de acido citrico.

2.7.2. Fonte de nitrogénio

Convencionalmente, nitrogénio é fornecido na forma de sulfato de amonio ou
nitrato. Os compostos de amonio sdo preferidos fisiologicamente, visto que durante
seu consumo ha uma diminui¢do no pH, o qual € um pré-requisito da fermentacéo de
acido citrico por Aspergillus niger (ROHR et al., 1983).

A faixa de concentracdo de nitrogénio varia de 1 a 3gL”, com a adi¢do de
maiores quantias de sais de amonio durante o processo sugerida por SHEPHARD
(U.S. Pat 308, 3144; 1963), ndo sendo econdmica na pratica industrial (citado por

MATTEY, 1992). Outras informag¢des encontradas na literatura sugerem que a
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concentragdo de ions de amoénio ndo deveriam ser limitadas, variando sobre uma
faixa de 0,3 a 1,5g de NH4" por litro (ROHR et al., 1983). XU et al. (1989°)
determinaram as concentragdes 6timas de sulfato de aménio como sendo 5,0 e
2,5gL" (correspondente a 1,8 e 0,9 g NH4™ por litro, respectivamente), para a
fermentagéo submersa de Aspergillus niger B 60.

No caso da utilizagdo de melagos como fonte de carbono, a concentragdo de
nitrogénio presente pode ser suficiente para o crescimento e producdo de acido,

sendo necessario somente a adigdo de outros sais como fosfato (MILSOM, 1987).

Restricbes do crescimento de Aspergillus niger por nitrogénio ou fosforo para a
producédo de acido citrico tem sido objeto de controvérsias. DAWSON et al. (1989)
demonstraram, em culturas de Aspergillus niger ATCC 64065, que o aumento no
conteudo de nitrogénio aumenta o consumo de agucar, o qual provavelmente é
convertido em estocagem de carboidrato e diéxido de carbono, e ndo em &cido
citrico. Verificaram também que ap6s esgotamento de fosfato, aproximadamente no
quarto dia de fermentagcdo, ndo ha consumo de nitrogénio. As diferencas nas
concentragbes de biomassa observadas nas culturas, as quais apresentaram um
consumo de nitrogénio e fosforo similares, pode ser devido as quantias de
carboidratos estocados na biomassa.

NGUYEN et al. (1992) obtiveram em fermentaces de Aspergillus niger 155
utilizando amido como substrato e meio contendo altas concentragcdes de minerais,
alto crescimento e baixo rendimento de &cido citrico. Estes resultados, observados
na presenca de excesso de uréia e outros componentes minerais, foram

parcialmente revertidos pelo aumento da aeragdo no meio.

CHEN (1993) verificou que nitrato de aménio e uréia resultaram em um
substancial aumento no consumo de agulcar, crescimento micelial e rendimento de
acido citrico quando comparados a cloreto de aménio, em sete dias de fermentacgéo
conduzidas com Aspergillus foetidus CCRC 30206. Os resultados indicaram um
rapido consumo de agucares e grande crescimento vegetativo, com atraso no inicio
da produgédo de acido citrico em meios contendo altos niveis de NHsaNOs (2,0 gL™) e
KH2PO4 (1,4 gL™"). Em estudos posteriores, o autor verificou que niveis 6timos de
fontes de carbono, nitrogénio e fosforo variavam com o periodo das fermentagdes.
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Meios contendo baixos niveis iniciais de NH4Cl e KH2PO4 conduziram a rapida
produgéo de acido citrico, atingindo o 6timo em aproximadamente seis dias, por
Aspergillus foetidus CCRC 30206, nos estagios iniciais da fermentacdo. Durante
estagios mais longos de fermentagdo, maiores produgdes de acido citrico (minimo
de seis dias) foram obtidas em meios contendo altos niveis iniciais destes
compostos (CHEN, 1994).

Resultados similares foram obtidos por RANE & SIMS (1996) para levedura
Candida lipolytica NRRL'Y 1095 crescendo em glicose. As fermentacées foram
conduzidas em trés etapas, sendo que a primeira correspondeu ao crescimento, e as
outras duas a produgdo de acido, com adi¢cdo de novo meio de producdo para a
segunda fase apos o esgotamento da glicose da primeira fase de producdo. Através
do estudo da influéncia da concentragdo da biomassa e de nitrogénio no rendimento
de acido citrico pela levedura, os autores demonstraram que menores rendimentos
foram obtidos a altas concentracdes de biomassa, devido a alta energia requerida
para a manutencéo celular. Porém, durante a segunda fase de producgdo, as
produtividades volumétrica e especifica no meio contendo 0,070 gL de nitrogénio
(concentragdes de nitrogénio como NH4C! e extrato de levedura) foram 100%
superiores aos valores obtidos a 0,017 gL' de nitrogénio. Isto ocorre devido a maior
viabilidade celular & altas concentragdes de nitrogénio, e ao menor tempo de
fermentagéo em condi¢des de biomassa elevadas. Os coeficientes de rendimento de
massa celular e acido citrico obtidos foram similares para concentragdes de
nitrogénio de 0,070 € 0,017 gL', mas a quantia de acido isocitrico produzido durante

a fase inicial de produgao foi maior sob alta concentracéo de nitrogénio.

YIGITOGLU & MCNEIL (1992) determinaram que o tempo 6timo para a
adigdo de sulfato de amonio estava na faixa de 40 e 75 horas, e concentragdes entre
0,25 e 0,5 kgm™. Nessas condi¢des obtiveram um aumento de 12 % na maxima
concentragao relativa de acido citrico em fermentacgéo por Aspergillus niger B 60.

A produgédo de &cido citrico por leveduras ocorre somente sob condi¢des
limitadas de nitrogénio, na qual o crescimento e a reproducéo celular sédo cessados
(RANE & SIMS, 1995). Para proporcionar uma producéo suficiente de biomassa no
fermentador anteriormente a fase de excrecdo de acido citrico, um meio rico em
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nitrogénio deve ser utilizado promovendo o crescimento celular e a formagdo da
biomassa (RANE & SIMS, 1993).

A produtividade de acido citrico pelas leveduras Candida sp. Y-1 e sua
mutante Candida MA 92 diminuiram rapidamente para valores inferiores a 0,2 gL
de acido citrico sob concentragdes de nitrogénio acima de 0,2% de NH4NOs, sendo
esta a melhor concentragéo, fornecendo valores de 0,8 gL™ de 4cido citrico (TANI et
al., 1990).

KLASSON et al. (1991) demonstraram que a produgdo de acido citrico por
Saccharomycopsis lipolytica Y 7576 geralmente inicia a baixas concentragdes de
amonia, e apés o esgotamento desta, o crescimento celular é reduzido e o
organismo rapidamente alcanca sua fase estacionaria. A producdo continua

enquanto agucar estiver presente no meio.

A adicdo de 0,1% de cloreto de amodnia ao meio de producdo contendo
glicose como fonte de carbono para Yarrowia lipolytica A-101 proporciona uma
diminuicdo na concentragdo de &cido citrico de 14%, enquanto que frutose na
presencga de nitrogénio provoca um aumento de 19% na producdo (KAUTOLA et al.,
1992).

MORESI (1994) verificou que a excre¢do de &cido citrico por Yarrowia
lipolytica ATCC 20346 iniciou somente ap6s uma mudanga na composi¢do do
nitrogénio da levedura. A concentragio de nitrogénio celular foi aproximadamente
constante durante toda a fase de produgéo de &cido citrico, afetando diretamente a

taxa de formacao do acido.

McKAY et al. (1994) verificaram que a levedura Yarrowia lipolytica IMK 2,
derivada da IFO 1658, somente acumula acido citrico com o crescimento celular
restrito por limitagGes de nutrientes especificos. O acumulo de citrato apresentou-se
vinculado a capacidade das células em manter uma alta taxa de utilizacdo de glicose
sob limitagdo do crescimento por nitrogénio ou enxofre, sendo a maior quantia de
citrato produzida igual a 230 mM ap6s 168 horas de fermentacdo, e taxa especifica
de acumulo igual a 0,50 umol de citrato h'mg"' de peso seco. Os resultados
indicaram que a restrigdo no crescimento celular através da limitagdo por nitrogénio,
enxofre, fosforo (em niveis duas vezes maior que nitrogénio e enxofre) e magnésio
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(altas concentragdes) resultaram no acumulo de 50 mM ou mais de acido citrico
apds 168 horas, e num aumento na taxa especifica de utilizagéo de glicose durante
a fase de producdo. Nessas condigcGes foi observada a formacdo de manitol e 2-
oxoglutarato.

RANE & SIMS (1995) verificaram que a cultura Candida lipolytica Y 1095
permaneceu estavel por aproximadamente 600 horas em um fermentador com
reciclos de células, indicando que a variedade é tolerante as condicdes de
deficiéncia de nitrogénio requeridas para a produgéo de &cido citrico por leveduras,
e que pode resistir aos impactos mecanicos causados pelo bombeamento no reciclo
de celulas. A perda inicial da viabilidade celular, apés 150 a 175 horas, n3o afetou a

produgao de acido citrico.

2.7.3. Fonte de f6sforo

Além de carbono e nitrogénio, a presenca de fosfato no meio tem um
profundo efeito no rendimento de &cido citrico (GREWAL & KALRA, 1995). Nao
existem muitos estudos em relacdo a esse aspecto, porém, usualmente estes sdo
adicionados fornecendo uma concentragéo final entre 1 e 2,5 gL', provavelmente
6timo para o crescimento balanceado (MATTEY, 1992). Segundo KAPOOR et al.
(1982) a concentracéo de fosfato adequada varia de 0,1 a 0,2%.

XU et al. (1989 °) observaram que, para a 6tima producado de acido citrico por
Aspergillus niger B 60 em fermentacdo submersa, baixas quantias de fosfato foram

requeridas e niveis elevados inibiram a produgéo.

HONECKER et al. (1989) verificaram que a restricdo do crescimento de
Aspergillus niger 1039 por limitagdo de fosfato (6timo de 75 a 100 mgL™' de
diidrogenofosfato de potassio) é preferivel em relagdo a limitagio de nitrogénio com
respeito a produgdo de acido citrico por células imobilizadas, sendo que um aumento
na concentragdo de KH.PO4 de 25 para 150 mgL™’ provocou um decréscimo na
produtividade especifica de &cido citrico de 3,6 gg™' por dia.
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Resultados opostos foram obtidos por FIEDUREK et al. (1996) que obteve o
maximo rendimento de &cido citrico (68,3 gL™) sob alta concentragdo de fosfato
(0,8gL™" de diidrogenofosfato de potassio) em fermentagao submersa de Aspergillus

niger em meio contendo sacarose.

MCcKAY et al. (1994) obtiveram significante acumulo de acido citrico (130 mM)
por Yarrowia lipolytica IMK 2 sob limitagdes de fosforo (0,3 mM KH,POQ,), a uma taxa
especifica de acumulo de 0,21 umol de citrato h"'mg™ de peso seco. Nenhum acido

citrico foi produzido em células crescendo em 0,15 mM KH,POa,.

Segundo DAWSON et al. (1989) o pico da taxa de producéo de acido citrico
observado em fermentagbes por Aspergillus niger em batelada &€ mantido por um
longo periodo quando operado em batelada alimentada através da adicdo limitada
de nitrogénio resultando num aumento da produtividade do fermentador. A adicdo de
nitrogénio é feita devido ao esgotamento desse nutriente enquanto os demais
permanecem em excesso no meio. Os autores propuseram a extensdo desta técnica
operando através da alimentagdo controlada, em fungéo da taxa de crescimento, de
nitrogénio e fosforo apés o esgotamento simultaneo desses nutrientes no meio;
supondo que nenhum crescimento ocorreria caso apenas um dos nutrientes fosse

adicionado.

Estes processos podem ser vantajosos comercialmente, devido aos niveis
minimos de nutrientes no caldo no final do processo, reduzindo custos no tratamento
de residuos, e podendo evitar a repress&o catabdlica do nitrogénio observada sob
condigGes limitadas de fosforo (DAWSON et al., 1989; CHEN, 1993).

McKAY et al. (1994) obtiveram significante acimulo de acido citrico (130 mM)
por Yarrowia lipolytica IMK 2 sob limitagdes de fosforo (0,3 mM KH2PQOy), a uma taxa
especifica de acumulo de 0,21 umol de citrato h'mg™ de peso seco. Nenhum &cido

citrico foi produzido em células crescendo em 0,15 mM KH2POa.

CHEN (1993) verificou, para fermentagcio em batelada de Aspergillus foetidus
CCRC 30206, que o meio contendo altos niveis de nitrato de aménio (2,0 gL™") e
diidrogenofosfato de potassio (1,4 gL™) propiciou um consumo rapido de aglcar e
grande crescimento vegetativo, com atraso no inicio da produgéo de &cido citrico.
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Em meio contendo baixos niveis destes compostos observou-se que o crescimento
micelial e o consumo de agucar foram menores, mas a produgédo de acido citrico
ocorreu em menor tempo, porém, cessando rapidamente e deixando conteudos
residuais de glicose de 4 a 6% no meio. Altos rendimentos foram obtidos em meios
com baixa concentragdo de fosforo (0,2 gL' de KH,PO.) e alta concentragdo de
nitrogénio (2,0 gL™ de NH4NOs), e com alta concentracdo de fosforo (1,4 gL™ de
KH.PO4 ) e baixa concentragdo de nitrogénio (0,5gL™" de NH4NO3z), em meio
contendo 120 gL™ de glicose. Assim, o baixo rendimento e o alto crescimento
micelial foram obtidos na presenca de grandes quantidades dos dois compostos
(2,0gL" de NH4NOs e 1,4 gL de KH,PO,), indicando que o nitrogénio exerce forte
repressao catabdlica somente no meio rico em fésforo, e vice-versa.

2.7.4. pH da fermentacgéo

Em fermentagbes por fungos, a manutencdo de valores de pH baixo é
extremamente importante. Em geral, a valores de pH menores do que 3, o &acido
citrico € o maior produto da fermentacdo de Aspergillus niger, ao passo que para
altos valores de pH, quantias substanciais de acidos oxalico e glucénico podem ser
produzidos. O pH étimo para a fermentagao fungica esta entre 1,7 e 2,0 (ROHR et
al., 1983).

Nos processos em superficie utilizando fungos, melagos s&o diluidos para a
concentragdo requerida, aproximadamente 15% de agucar e o pH é ajustado entre
5,0 e 7,0. Este pH inicial é usado porque esporos de Aspergillus niger ndo germinam
a valores baixos em melagos (MATTEY, 1992). Em fermentacées submersas com
Aspergillus niger, o pH inicial é ajustado entre 2,5 e 3,0 (ROHR et al., 1983). PANDA
& SHARMA (1984) obtiveram o maximo rendimento de &cido citrico em
fermentacdes em superficie de Aspergillus niger T 55 em melago de cana tratado a
um pH inicial de 7,0.

XU et al. (1989 b) determinaram o pH inicial 6timo como sendo ao redor de 4,0

a 5,0 para fermentagdes submersas de Aspergillus niger B 60.

29



Revisdo Bibliografica

AVARANTINOS-ZAFARIS et al. (1994) verificaram que um aumento do pH
inicial de 3,0 para 4,0 teve um efeito positivo no acumulo de acido citrico por
Aspergillus niger NRRL 599 em residuo do processamento de laranja, e aumentos

adicionais no pH néo influenciaram no rendimento maximo.

MIALL & PARKER (Br. Pat. 1,481,561, 1975) descreveram um processo
continuo para fermentagido submersa com leveduras, no qual o pH é mantido a 3,5
com hidroxido de aménio (citado por MATTEY, 1992).

A produgdo de acido citrico por variedades de leveduras requerem a
manutencdo do pH do meio acima de 5,5, o qual pode ser reduzido durante a
fermentagdo (GREWAL & KALRA, 1995). Segundo MATTEY (1992) nos processos
fermentativos com leveduras incorpora-se carbonato de calcio ao meio para manter

0 pH neutro e geralmente pH acima de 5.5 sao utilizados.

TABUCH! & HARA (1970) verificaram a produgéo de polidis, principalmente
manitol e eritritol, em lugar de &cido citrico, em valores de pH abaixo de 5,5 na
fermentac&o por leveduras (citado por MATTEY, 1992).

RANE & SIMS (1993) observaram que sob uma faixa de valores de pH
estudados (2,4 a 4,8) em fermentagdes de acido citrico por leveduras Candida
guilliermondii Y 488, Candida lipolytica Y 1095 e Yarrowia lipolytica Y 7576, a
producéo de biomassa pareceu n&o ser afetada pelo pH inicial.

2.7.5. Aeracgdo e Agitagdo

A fermentag&o de acido citrico € um processo essencialmente aerdbico e os
organismos requerem abundante suprimento de oxigénio para crescimento.

Nos processos de fermentagdo em superficie sua importancia se deve ao
cumprimento de duas fungdes - oxigenagdo e remogao de calor - em adi¢do ao seu
papel na inoculag&o de esporos (MATTEY, 1992).

Segundo GREWAL & KALRA (1995), 0 aumento nas taxas de aerac&o levam
a um aumento no rendimento de &cido citrico e redugéo do tempo de fermentagio.
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Valores de oxigénio dissolvido de 9 a 10% e 12 a 13% de saturacdo para as fases
de crescimento e producdo por Aspergillus niger, respectivamente, foram reportados
por KUBICEK et al. (1980), que também observaram um aumento na produgdo com
valores de oxigénio dissolvido de 20 a 75% de saturagéo (citado por GREWAL &
KALRA, 1995).

Em processo de fermentagdo submersa, a aeracdo é extremamente critica,
sendo que a produgéo de acido citrico & estimulada por um aumento na aeragdo. O
efeito na produgdo de acido citrico quando cessa a aeragdo depende da fase na
qual a interrupg&o ocorre e da duragdo desta. Uma interrupgdo da aeracdo por 20
minutos durante a idiofase ndo reduz a viabilidade celular, mas destréi
ireversivelmente a habilidade para produgéo e acumulo de acido citrico (ROHR et
al., 1983).

QAZI et al. (1990) observaram que a uma velocidade de agitagdo menor que
91 rpm, ocorre uma transferéncia insuficiente de oxigénio para o caldo conduzindo a
uma baixa produgdo de 4cido citrico por Aspergillus niger. Estas condigbes também
levam ao crescimento micelial e a um caldo mais viscoso.

ROUKAS (1991) obteve as maiores concentragdes de 4cido citrico (28 gL ™)
por Aspergillus niger ATCC 9142 em melago de beterraba, em culturas agitadas a
300 rpm, enquanto agitagdes de 400, 500 e 600 rpm resultaram numa diminuigdo da
concentragdo de 7, 21 e 28%, respectivamente. A concentracdo de oxigénio
dissolvido aumentou com a variagéo da velocidade de agitacio do nivel inferior para
o superior. Nos dois primeiros dias de fermentagdo a concentragdo de oxigénio
dissolvido decresceu rapidamente devido ao rapido aumento na concentragéo de
biomassa, aumentando suavemente apos esse periodo.

Contrario a esse resultados, CLARK & LENTZ (1963) reportaram, para
Aspergillus niger NRC A-1-233 crescendo em melago de beterraba, a maxima
concentragdo de acido citrico a alta velocidade de agitagdo (600 rpm) (citado por
ROUKAS, 1991). As possiveis razdes para essas diferencas incluem a composigio
quimica, a variedade do microrganismo utilizado e fatores fisicos da fermentacgéo, tal

como tensao superficial de oxigénio dissolvido.
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OKOSHI et al. (1987) verificaram que o acumulo de &cido citrico por Candida
tropicalis OT -1 aumentou sob concentragdo de oxigénio dissolvido ao redor de
60 ppm e diminuiu rapidamente em niveis superiores a esse. Em contraste, o
acumulo de acido isocitrico diminuiu com o aumento na concentragdo de oxigénio
dissolvido e tornou-se desprezivel ao redor de 50 ppm. A quantia total de acido
produzido (citrico e isocitrico) permaneceu aproximadamente constante (ao redor de
30 gL™), sendo independente da concentragdo de oxigénio dissolvido.

Células de Candida sp. Y-1 apresentaram alta produtividade de acido citrico
somente sob elevadas condigdes aerdbicas, indicando o estimulo do ciclo do acido
tricarboxilico nestas condigdes (TANI et al., 1990).

RANE & SIMS (1994) observaram na fermentagdo, em batelada alimentada,
de Candida lipolytica Y 1095 que a taxa especifica de consumo de oxigénio foi
menor durante a fase de producdo inicial de acido citrico, quando comparado com a
fase de crescimento. Em geral, o rendimento de &acido citrico foi menor a alta
concentragdo de biomassa, enquanto que a produtividade volumétrica foi maior,
devido ao curto tempo de fermentagao requerido nessas condigdes. Durante a fase
de produgéo, a uma concentragdo de biomassa de 5% w/v, 0 consumo de oxigénio
especifico e a produtividade especifica de &cido citrico aumentaram de 230 e 82%,
respectivamente, com o aumento da concentragdo de oxigénio dissolvido de 20 para
80% de saturagdo. Enquanto que, para uma concentracdo de biomassa de 3% wilv,
0 aumento no consumo de oxigénio especifico e na produtividade especifica de
acido citrico foi de 160 e 71%, respectivamente, para a mesma variagdo de oxigénio
dissolvido. Verificaram também uma diminuigdo de 2 a 3 dias para a fermentagdo
conduzida a 5% w/v de biomassa. Os rendimentos de acido isocitrico pareceram ser

independentes da concentragao de oxigénio dissolvido.

Estudando a produgdo de acido citrico por Candida lipolytica Y 1095 em
fermentador com reciclo de células, RANE & SIMS (1995) verificaram que um
aumento na concentragdo de oxigénio dissolvido reflete num aumento na
produtividade especifica de acido citrico e no consumo de oxigénio especifico. O
rendimento de &cido citrico aumentou de 0,45 gg™' a 20% de oxigénio dissolvido para
0,68 gg’ a 60% de saturagdo, sendo que acima desta porcentagem, permaneceu
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relativamente uniforme. A maior produtividade volumétrica, 1,32 gi'h™!, foi obtida
com 80% de oxigénio dissolvido. Os resultados obtidos indicaram que a produgdo de
acido citrico sobre acido isocitrico & favorecida a altas concentragdes de oxigénio
dissolvido. No fermentador de batelada alimentada, a produtividade volumétrica
aumentou 100% com a variagdo de oxigénio dissolvido de 20 para 80% de
saturagao.

2.7.6. Tragos de elementos

Aspergillus niger precisam de uma variedade de tracos de elementos
divalentes, tais como ferro, cobre, zinco, magnésio e manganés, para crescimento e
producdo de acido citrico. Entretanto, a producdo de acido citrico é sensivel a
concentracbes desses ions presentes no meio de cultura, e os resultados da
fermentacdo dependem do controle dos niveis desses elementos (KAPOOR et al,,
1982).

Diversas rea¢Ges enzimaticas relacionadas ac crescimento e producdo de
acido citrico por fungos requerem ions de magnésio, cujas concentracdes para
maxima produgdo variam de 0,02 a 0,025% (KAPOOR et al., 1982).

Dentre os tragos de metais presentes, manganés diminui drasticamente o
rendimento de acido citrico em fermentagdes fangicas, enquanto ferro ou zinco
foram menos efetivo (ROHR et al., 1983). Alguns autores divergem em relagdo
concentracao exata destes Ultimos para a maxima producéo de acido citrico, mas
concordam que em altas concentragdes permite-se o alto crescimento vegetativo e
deficiéncia na excreg¢do de acido (KAPOOR et al., 1982).

Segundo FINOGENOVA et al. (1996), o aumento na demanda de zinco por
leveduras durante cultivo em etanol pode ser associado com a ativagdo e/ou
aumento na quantia de alcool desidrogenase em células de levedura.

Assim como na fermentagdo de Aspergillus niger, a concentragéo de ion
férrico no meio afeta o acumulo de &cido citrico e isocitrico por leveduras. Um
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aumento na concentragdo de citrato e diminui¢do de isocitrato pode ser conseguido
pela manutengdo de baixos conteudos de ferro no meio (KAPOOR et al., 1982).
Devido a dificuldade em manter essas condi¢des em um meio complexo, variedades
de Candida lipolytica sensiveis a fluoroacetato, com baixa atividade em aconitase,
tem sido desenvolvidas, produzindo altas quantias de citrato a partir de n-parafinas
(AKIYAMA et al., 1972)

McKAY et al. (1994) concluiram que limitagbes por potassio e magnésio na
fermentagéo de é&cido citrico por Yarrowia lipolytica IMK 2 resultaram numa lenta
taxa inicial de acido citrico. Pequenas quantidades de citrato (acima de 6 mM) foram
obtidas sob varias limitagdes de potassio em concentragdes superiores a 0,1 mM de
KCI. Sob limitagdes de magnésio, concentragées de 15 uM de MgCl,, pouco citrato
foi acumulado, mas um aumento para 50 uM de MgCl, , resultou no acimulo de
50 mM de citrato com uma taxa especifica de producéo de 0,22 umol de citrato h”
'mg? de peso seco. As células crescendo sob limitagdo de potassio revelaram
depdsitos intracelular de glicogénio.

A dependéncia da sintese de acidos citrico e isocitrico pela levedura Yarrowia
lipolytica N1 em processos continuos sob diferentes concentragbes de ions férricos
foi estudada por KAMZOLOVA et al. (1996). Em culturas com controle do
crescimento por limitagdo de nitrogénio, o aumento no contelido de ferro na
biomassa de 0,13 para 2,5mgg' de biomassa seca provocou um aumento na
concentragdo de &cido citrico e isocitrico sintetizados de 10,7 para 32,1 gL™,
favorecendo o acumulo de acido citrico sobre isocitrico (2 : 1). Concentracbes de
ferro de 2,5 a 4,8 mgg™’ de biomassa seca provocaram o decréscimo do conteudo de
ambos os acidos, com predominante produgdo de &cido isocitrico, e abaixo de
0,14 mgg' de biomassa seca quantias iguais de &cido citrico e isocitrico foram
produzidos (1:0,95). Atividade de aconitase hidratase de 0,06 umol mg' de
proteina min”' foi observada sob condigdes de rapida sintese de acido citrico, sob
baixo nivel de ion férrico na biomassa (0,2 mgg” ), sendo que em condicdes de
maior suprimento desses ions (2,5 a 4,8 mgg’ ) ocorreu a predominancia da
formag&o de acido isocitrico com a atividade da enzima aumentando para 0,48 a

0,69 umol mg™' de proteina min™.
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FINOGENOVA et al. (1996) verificaram a influéncia da concentragdo de ions
de zinco variando de 0,2 a 3,5 mgL‘1 no parametro de crescimento e sintese de
acidos citrico e isocitrico por Yarrowia lipolytica N 1 em meio contendo etanol como
substrato. Os resultados indicaram que a limitagdo do crescimento por concentragéo
de 0,2 mgg™ de ions de zinco conduz a um aumento no actimulo de biomassa para
55gL" e uma insignificante sintese de acido citrico. A mudanga no conteudo de
jons zinco na biomassa de 0,23 para 1,0 mgg” resulta no aumento da sintese de
4cido citrico de 5,4 para 216gL" e de acido isocitrico de 0,5 para 6,4 gL™.
Concentragbes maiores causaram um decréscimo na sintese de acido, com
mudanga na densidade da biomassa. Os autores concluiram que sob condiges de
limitag&o do crescimento celular por zinco, a taxa especifica de sintese de acido foi
insignificante (0,002 h'), porém a limitagdo do crescimento por nitrogénio e o
aumento do contetido de zinco para 1,0 mgg™, provocaram um aumento na taxa de
sintese de acidos citrico e isocitrico (15 vezes), com mudanga na densidade da
biomassa.

2.7.7. Consideragébes gerais

Aspergillus niger e outros fungos utilizados na fermentagdo de &cido citrico
apresentam temperatura étima entre 25 e 30°C (KAPOOR et al., 1982). Segundo
DOELGER & PRESCOTT (1934) um aumento na temperatura de incubagdo acima
de 30°C proporciona uma diminuicdo no rendimento de acido citrico e aumento no
acumulo de acido oxdlico (citado por KAPOOR et al., 1982). FermentagGes
conduzidas por leveduras requerem temperaturas entre 22 e 30°C (KAPOOR et al.,
1982).

PANDA & SHARMA (1984) obtiveram a temperatura de 28°C como sendo a
mais conveniente para o crescimento micelial e formagdo de produto em

fermentagbes em superficie de Aspergillus niger T 55.

O tempo 6timo de incubagédo para a maxima produgéo de acido citrico varia
com o organismo e condi¢des de fermentacdo. Fermentagdes por fungos, em
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culturas em superficie sdo finalizadas entre 7 e 10 dias, enquanto sob condigdes
submersas o periodo é reduzido para 4 ou 5 dias. O tempo de fermentagdo para
leveduras variam entre 3 e 6 dias (KAPOOR et al., 1982)

PANDA et al. (1984) verificaram que a adigdo de 3% (v/v) de metanol no meio
de fermentacdo em superficie de Aspergillus niger T 55 restringiu o crescimento

micelial, sendo que em niveis superiores foram prejudiciais.

Substéancias viscosas adicionadas ao meio de fermentacdo de Aspengillus
niger Yang n° 2, como gelatina, aumenta a produtividade de acido citrico em culturas
submersas, porém n&o causa nenhuma influéncia em culturas estaticas (semi-sélida
e superficie). Este resultado indica que essas substancias atuam como protetoras do
micélio contra o stress fisiolégico causado pela agitagdo (RUGSASEEL et al., 1995).

A adicdo de fluoroacetato no meio de fermentacéo proporcionou um aumento
na produtividade de &cido citrico por Candida sp. Y-1 e sua mutante Candida MA 92,
contudo concentragbes acima de 0,5mM conduziram a um decréscimo na
produtividade segundo estudos efetuados por TANI et al. (1990). AKIYAMA et al.
(1973) também verificaram uma alteragio na taxa de acimulo de citrato : isocitrato
de 60:40 para 85:15 com a adicdo de 0,1% de monofluoroacetato em
fermentagbes de Candida lipolytica ATCC 20114 crescendo em n-parafinas. O
monofluoroacetato & convertido enzimaticamente a monofluorocitrato, o qual causa
uma inibicdo competitiva na atividade da aconitase, resultando na baixa
produtividade de acido isocitrico.

Segundo TABUCHI & HARA (1973) a concentracdo de tiamina, quando o
meio de fermentagdo utiliza n-parafinas como fonte de carbono, influencia a quantia
de acidos citrico e isocitrico excretados. Com suficiente tiamina no meio, grande
quantia de acido citrico é produzido, enquanto que em condicdes restritas de
tiamina, ocorre o acumulo de a-cetoglutarato com reduzida producdo de citrato
(citado por KAPOOR et al, 1982). Em meio contendo glicose, a adi¢do de
ferrocianeto de potéssio ou a deficiéncia de tiamina causam um declinio na atividade
de isocitrato desidrogenase e aumento no acumulo de citrato em relagéo a isocitrato
(TABUCHI et al., 1973, citado por YOKOYA, 1992).
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ROUKAS (1991) verificou na fermentagado de Aspergillus niger ATCC 9142 em
melago de beterraba, sob condi¢des de agitagcdo igual ou superior a 300 rpm, a
formacéo de pellets com 2 a 3 mm de diametro num periodo de 24 a 48 horas apos
inoculagdo, 0s quais se aglomeraram posteriormente em pedagos de micélio com
100 a 250 um de comprimento, com essas hifas formando uma suspensao
homogénea dispersa no caldo de fermentagédo. Os resultados indicaram um aumento
na concentragio da biomassa com o aumento da velocidade de agitagdo de 300 a
600 rpm, entretanto a viscosidade aparente diminuiu com esse aumento, 0 que pode
ser explicado pelo cisalhamento dos pellets filamentosos, indicando a morfologia da

cultura como sendo o maior determinante das propriedades reoldgicas do caldo.

2.7. Processo Industrial

A produgdo comercial de acido citrico iniciou-se em aproximadamente 1826
na Inglaterra a partir de citrato de calcio, obtido de suco de lim&o importado da Italia.
O monopodlio virtual italiano pelos proximos 100 anos resultou num produto caro,
conduzindo 3 fontes alternativas para obtengdo de acido citrico - 0 caminho quimico
e o microbiolégico (MATTEY, 1992).

WEHMER, em 1983, observou a presenga de &acido citrico como um
subproduto de oxalato de calcio produzido por uma cultura de Penicillium glaucum
fermentando agucar. Estudos subsequentes levaram-no a isolar duas variedades de
fungo, incorporadas no género Citromyces (agora Penicillium). Foram feitas
tentativas de aplicagdo em escala industrial que nao obtiveram resultados, devido a
problemas de contaminagéo e duragdo da fermentagdo (ROHR et al., 1983).

A producdo industrial iniciou-se através do trabalho de CURRIE em 1917
aonde foi detectado uma variedade de Aspergillus niger capaz de acumular
quantidades significativas de acido citrico em um meio composto de aguicar. Como
pioneiro na otimizagdo da fermentacdo, o estudo determinou que altas
concentragdes de agucar favoreciam a 6tima producédo e altos rendimentos eram
atingidos quando o desenvolvimento do micélio era limitado (ROHR et al., 1983).
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Este trabalho formou a base da industria produtora de acido citrico implantada por
Chas. Pfizer & Co. Inc, em 1923 (ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992).

Originalmente fermentagdes de acido citrico foram conduzidas em cultura em
superficie, com o desenvolvimento da fermentagcdo submersa no ano de 1940
(MATTEY, 1992; ROHR et al., 1983).

Em 1965 descobriu-se que certas leveduras, principalmente do género
Candida, excretavam &cido citrico crescendo em carboidratos e, em seguida, em n-
alcanos (ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992). Com isto foram obtidos novos
caminhos para utilizagcdo industrial, a serem investigados. Entretanto,
industriaimente, Aspergillus niger junto com carboidratos como substrato ainda sao
dominantes, com uma constante expansdo da fermentagdo submersa (ROHR et al.,
1983).

Portanto, o desenvolvimento de processos para fermentagao de acido citrico
dividiu-se em trés fases. Na primeira fase a produgéo de acido citrico foi restrita a
espécies de Penicillium e Aspergillus sob condigbes de cultura em superficie. A
segunda fase, iniciada por volta de 1930, consistiu do desenvolvimento de
processos de fermentacao submersa utilizando Aspergillus niger. O terceiro estagio,
originado recentemente, envolveu o desenvolvimento de técnicas de fermentagao de
cultura em estado sdlido, continuas e multi-estagios para a produgédo de &acido
citrico. A seguir encontram-se descritos os trés principais métodos disponiveis para
a producgédo de acido citrico através de fungos e leveduras (KAPOOR et al., 1982).

2.7.1. Processo em superficie

Este € o método original empregado em grande escala e foi introduzido ao
redor de 1920. Apesar do desenvolvimento de métodos mais sofisticados este
processo continua sendo empregado devido aos menores custos de energia
requeridos em relagéo aos processos submersos. Entretanto, os custos relacionados
a méo de obra séo maiores (MATTEY, 1992).
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Na produgdo, o micélio cresce como uma esteira na superficie de bandejas
rasas, normalmente com capacidade de 50 a 100 litros. As bandejas de aluminio de
alta pureza ou ago de grau especial sdo empilhadas em estantes em camaras de
fermentacédo (ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992; GREWAL & KALRA, 1995).

As fontes de carboidratos que formam o meio de fermentagéo sdo sacarose
refinada ou crua, xarope de cana high test (obtido por evaporacéo parcial do suco de
cana de agucar invertido) ou melagos de beterraba (GREWAL & KALRA, 1995).

Melacos, quando usados, sdo diluidos para concentragbes requeridas de
aproximadamente 15% de agticar, e o pH ajustado entre 50 e 7,0 (ROHR et al.,
1983; MATTEY, 1992; GREWAL & KALRA, 1995). Depois da adigao de nutrientes, o
meio é esterilizado por 15 a 45 minutos. Subsequentemente, hexacianoferrato de
potassio é adicionado a solugdo quente para precipitar ou complexar tragcos de
metais (ferro, manganés, zinco, etc.); em excesso ele atua como metabdlito inibidor,
restringindo o crescimento e promovendo a produgdo de acido, sendo portanto
conveniente manter um certo excesso do composto no caldo. A solugdo de melago
resfriada para aproximadamente 40°C e distribuida nas bandejas (ROHR et al,
1983).

A inoculagdo é feita pela introdugdo de um numero alto de esporos,
adicionados como uma suspensdo ou pela injegdo de ar sobre as bandejas
(MATTEY, 1992; GREWAL & KALRA, 1995).

Na fermentacdo a aeracdo é importante fornecendo oxigénio para os
organismos e controlando a temperatura, entre 28 e 30°C, e a umidade relativa,
entre 40 e 60% (GREWAL & KALRA, 1995). O requerimento de oxigénio varia com
o estagio de crescimento, sendo que no inicio baixa taxa de ar estéril & fornecida
para prevenir contaminagdo durante a germinagao e fase inicial de crescimento; em
seguida, visando dispersar o calor, taxas acima de 10 m°m> de meio min™ sédo
requeridas, € embora ndo necessite esterilidade, o ar é usualmente filtrado
(MATTEY, 1992).

Com o progresso da fermentagdo, o pH diminui abaixo de 2,0, e caso
aumente para 3,0, &cido oxalico e glucdnico podem ser formados em consideraveis
quantias (ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992, GREWAL & KALRA, 1995).
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A duracéo do processo varia entre 8 a 15 dias dependendo da variedade e de
niveis iniciais de agucar, sendo a produtividade (aproximadamente 1 kgm'2 por dia) e
o rendimento (aproximadamente 75%) influenciados por fatores como aeragéo,
umidade, profundidade do meio, pH, concentragdo de tracos de metais e
temperatura influenciam (MATTEY, 1992).

Depois de finalizada a fermentago, o liquor fermentado é retirado das
bandejas e o micélio é separado para processos adicionais. Os rendimentos das
fermentagdes situam-se numa faixa de 70 a 75% (GREWAL & KALRA, 1995).

2.7.2. Processo Koji

O processo Koji, desenvolvido no Japdo, € o processo mais simples para a
producéo de acido citrico. Este processo é o estado sélido equivalente ao processo
em superficie e as matérias-primas utilizadas s&o residuos fibrosos de batata doce,
farelo de arroz ou residuos de frutas (ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992, GREWAL
& KALRA, 1995).

As fontes de carboidratos, principalmente amido e celulose, s&o esterilizadas
por vaporizagdo ¢ a pasta semi-sélida resultante, com aproximadamente 70% de
agua, e pH de aproximadamente 5,5, é inoculada por pulverizagdo dos esporos. A
temperatura de incubagéo é de 30°C: e o processo é completado entre 4 e 5 dias
(ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992).

Neste processo observa-se baixos rendimentos devido a dificuidade de se
controlar tracos de metais e os parametros da fermentagdo. Os fungos produzem
quantidades suficientes de amilases e celulases para quebrar o substrato, embora
os baixos rendimentos possam refletir as taxas de limitagdes desta etapa (MATTEY,
1992).

Sistemas de fermentacao submersa, em superficie e em superficie em estado
solido (SSF ou Koji) para a produgado de acido citrico por Aspergillus niger KCU 520
a partir de melagos de cana de agucar clarificado, foram comparados por GARG &
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SHARMA (1991). Aproximadamente 65, 72 e 80% de melago de agucar foram
convertidos em acido citrico em 14, 12 e 10 dias de fermentagdo, com rendimentos
didrios de &cido citrico iguais a 58gL™, 76gL" e 9,8gL", através de processo
submerso, em superficie e em superficie em estado solido, respectivamente. Os
resultados sugeriram portanto, o sistema SSF como sendo o melhor. Nesse sistema,
o bagago é utilizado como material sélido para absorver melagos e fornecer
superficie sélida para crescimento do fungo, sendo as possiveis razdes para a
eficiéncia deste processo a grande superficie para crescimento do microrganismo
fornecido pelo bagaco e uma melhora na aeragdo, além da absorgdo de impurezas
pelo bagaco tomando o sistema menos susceptivel a impurezas do melago.

2.7.3. Processo submerso

No processo submerso o micélio do fungo é disperso por toda a fase liquida,
e apesar da maior dificuldade de operagdo do que o processo em superficie, a
producdo de acido citrico por fermentacdo submersa estd aumentando
constantemente (ROHR et al., 1983; MILSOM, 1987). Este processo tem sido
preferido porque requer menos mao-de-obra para operacgédo, fornece altas taxas de
producéo e utiliza menor espago (MATTEY, 1992). As vantagens do método incluem
ainda a possibilidade do uso de uma ampla faixa de substrato e melhor controle da
fermentag&o. Substratos usados nesse processo incluem glicose, sacarose, melagos
de beterraba e de cana (MILSOM, 1987).

A preparagdo do meio deve ser no geral similar ao descrito para o processo
em superficie, mas maiores precaugbes devem ser tomadas para assegurar a
esterilidade (MILSOM, 1987).

A fermentagcdo pode ser conduzida em reatores agitados ou fermentadores
em torre. Este ultimo apresenta varias vantagens, como menores precos,
possibilidade de construgdo de grandes reatores, operagdo sem grandes unidades
rotativas com menor risco de contaminagdo e melhor condi¢do de trabalho com
sélidos suspensos (ROHR et al., 1983).
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A matéria-prima utilizada determina o método de operagao do processo na

fermentagdo submersa utilizando fungos.

No caso de substrato contendo aglicar puro a fermentagdo é geralmente
conduzida como um processo de batelada normal e a preparagdo do meio consiste
na diluicdo do aglticar para 15 a 27% (w/v), adicdo de nutrientes e agentes anti
espumantes, correcdo do pH para 2,5 a 3,0 e esterilizagdo na linha ou no bioreator.
A inoculagdo é realizada adicionando a suspensao de esporos ou pelo pré-cultivo do
micélio. Quando esporos sdo usados eles precisam ser dispersos no meio, sendo
necessdria a adicdo de um surfactante. Para micélio pré-cultivado a medida do
indculo é de aproximadamente 10% do meio fresco. A aeracdo é estabelecida em
0,1 a 0,4 vvm (volume de ar por volume de meio para fermentagdo), por motivos
econdémicos, mas como descrito anteriormente, um aumento nas taxas de aeragdo
pode ser benéfico para a produtividade. A fermentagdo se completa entre 5 e
10 dias sob condi¢des 6timas, dependendo do processo especifico (ROHR et al.,
1983; GREWAL & KALRA, 1995).

Outro caso, é a utilizacdo de matéria-prima relativamente “impura” por serem
relativamente baratas, como amido hidrolisado né&o-filtrado, xaropes crus de
beterraba ou cana de agucar e seus comrespondentes melagos. Na fermentagao
submersa os fungos sdo mais sensiveis a tragcos de metais e a outras derivagdes de
condigbes do meio ambiente, entdo, a matéria-prima é tratada com hexacianoferrato,
porém o excesso necessdrio tolerado pelo fungo € muito menor do que na

fermentacéo em superficie (ROHR et al., 1983).

Quando o acumulo de 4&cido citrico cessa numa taxa econdmica, a
fermentagdo é concluida e o liquor separado do micélio através de um filtro & vacuo
rotativo, centrifuga de disco ou outro processo apropriado (MILSOM, 1987).

Reatores de torre sdo usados para leveduras do mesmo modo que para
Aspergillus niger, mas com uma maior eficiéncia de resfriamento devido a taxa de
calor produzida ser maior como resultado dos processos mais curtos. As leveduras
crescem em reatores pequenos fornecendo um inéculo apropriado para a produgéo

no reator. A temperatura € mantida na faixa de 25 a 37°C dependendo da variedade
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e o pH inicial acima de 5,5, embora possa baixar durante o processo (MATTEY,
1992).

Estes reatores se adequam também para a produ¢do a partir de n-alcanos,
mas no caso desta matéria-prima, tanto nestes como em reatores de tanque agitado,
grandes capacidades de refrigeracdo sdo requeridas. Uma caracteristica dos
processos com n-alcano é a insolubilidade desses substratos e para aumentar a

conversao sao minuciosamente dispersos (MATTEY, 1992).

As fermentacGes podem ser realizadas em batelada, batelada alimentada ou
processos continuos. Fermentagdes em batelada sdo principalmente usadas com
materiais de glicose (ROHR et a/., 1983). As industrias de biotecnologia utilizam
predominantemente fermentadores de batelada em tanque agitado, apesar das
vantagens fornecidas pelos sistemas de fermentagcdo continua ou semi-continua
(batelada alimentada), sobretudo o aumento na produtividade do reator. A natureza
unicelular das leveduras, a tolerancia as condi¢gdes de deficiéncia de nitrogénio
requerida para a produgdo de acido citrico e a resisténcia mecanica a bombeamento
devem ser considerados para o desenvolvimento de um processo de fermentagao
continuo para a produgao de acido citrico (RANE & SIMS, 1995).

Os sistemas de fermentac¢do para a produgdo de acido citrico por leveduras
deveriam ser projetados de modo que a concentracdo da biomassa no fermentador
fosse mantida constante. Isto porque a produgdo de acido citrico por leveduras
ocorre somente sob condi¢gdes limitadas de nitrogénio, na qual o crescimento e a
reproducgao celular estdo suspensos (RANE & SIMS, 1995).

Visando melhorar a produtividade de acido citrico obtidos de melagos de
cana, GUPTA & SHARMA (1994) desenvolveram um processo de fermentagdo
continua combinando cultura submersa com células imobilizadas em alginato de
calcio, com cultura em superficie com células livres de Aspergillus niger KCU 520.
Os resultados fornecidos por este processo foram superiores aos obtidos por GARG
& SHARMA (1991), sendo produtividade igual a 1,7 kgm>h™*, concentragéo de acido
citrico de 110 kgm™ e 91% de rendimento.

RANE & SIMS (1995) avaliaram a produgdo de acido citrico por Candida
lipolytica Y 1095 em sistemas de fermentagdo com reciclo de células, batelada e
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batelada alimentada. O rendimento de acido citrico obtido foi um pouco maior no
fermentador em batelada (0,70 g de acido citrico g de aglcar).  Entretanto,
produtividades volumétricas foram 13 e 16% maiores nos fermentadores operando
em batelada alimentada e com reciclo de células, respectivamente. As taxas de
acido citrico : isocitrico obtidas foram similares em todos os fermentadores. Na
fermentacdo com reciclo de células de Candida lipolytica Y 1095, os maiores
rendimento (0,72 g &cido citrico g” de glicose), produtividade volumétrica (1,16 gL’
'h!) e produtividade especifica (19,3 mgg'h™ de célula) de acido citrico numa taxa
de diluicdo de 0,06 h'. O rendimento de acido citrico nesta taxa de diluigéo foi de 7 e
11% maior do que o obtido a 0,03 h'e 0,10 h™, respectivamente, e a produtividade
volumétrica e especifica foram aproximadamente 45 e 80% maiores do que nestas

mesmas taxas.

O desenvolvimento de sistemas de produgdo continuo e semi continuo para a
producdo de acido citrico estdo relacionados ao uso de células de leveduras
imobilizadas (KAUTOLA et al., 1991). FOSTER et al. (1994) utilizaram células de
Yarrowia lipolytica EH 59 e H 181 encapsuladas para sintese de acido citrico a partir
de glicose em processos de fermentagdo continua. KAUTOLA et al. (1991)
compararam diferentes métodos de imobilizagcdo de células de Yarrowia lipolytica -
ativa e passiva - para produgdo de 4cido citrico em sistemas de batelada e air-iift.
MADDOX & KINGSTON (1983) obtiveram menores taxas de produgdo de &cido
citrico por células de Saccharomycopsis lipolytica IFO 1658 imobilizadas em gel

poliacriiamido em comparagao com células livres no fermentador.

Nos sistemas fermentativos em batelada e continuo uma significante fragao
de substrato que poderia ser despendido para a formagdo de produto € utilizada
para o crescimento celular. Reatores com reciclo de células permitem operagdes a
alta densidade celular, manutengdo do substrato devido a conservagéo da massa
celular e manutengdo da produtividade especifica, sob condicdes de limitagdo de
nitrogénio. ENZMINGER & ASENJO (1986) obtiveram rendimento igual a 0,86 g
acido g™ glicose consumida e produtividade volumétrica de 1,16 g acido h'L™, como
resultados da produgdo de &cido citrico por Saccharomycopsis lipolytica NRRL
Y 7576 nestes reatores.
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2.8 Planejamento Experimental e Analise de Superficie de Resposta

A maioria dos trabalhos previamente reportados na literatura para a
fermentagao de acido citrico utilizam a técnica univariavel, ou seja, a analise de uma
variavel por vez, mantendo as demais constantes. Entretanto, este procedimento
conduz a falhas na localizagdo da regido de 6tima resposta ao desconsiderar os
efeitos de interagéo dos fatores na resposta. Uma alternativa seria dispor todas as
combinagbes das varidveis em uma matriz (Método da Matriz) tendo-se a vantagem
de explorar completamente a superficie experimental, mas requerendo um numero
de experimentos muito grande.

O Planejamento Fatorial e a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)
sao preferidos ao permitirem considerar simultaneamente varios fatores em
diferentes niveis e as interagbes entre eles, utilizando um pequeno numero de
experimentos. E ainda, técnicas de inferéncia estatistica podem ser aplicadas para
estimar a importancia de fatores individuais, a sensibilidade da resposta para cada
fator e a magnitude do erro experimental (MASON et al., 1989).

Recentemente, a Metodologia de Superficie de Resposta tem sido empregada
para resolver problemas multivariados e otimizar varias respostas em muitos tipos de
experimentos.

A influéncia da taxa de crescimento (taxa de diluicdo) e tensdo de oxigénio
dissolvido na produgdo de acido citrico por Aspergillus niger ATCC 64065, sob
condi¢des limitadas em fésforo, foi estudada por DAWSON et al. (1989) através de
um planejamento experimental 32. Os resultados obtidos indicaram uma relagéo
negativa entre rendimento de acido citrico e taxa de crescimento especifico (r = -
0,96), e entre rendimento de acido citrico e taxa de consumo de nitrogénio (r = -0,97)
evidenciando a repressdo catabdlica na produgdo de acido citrico pelo nitrogénio.
Contrario aos resultados obtidos em fermentagdes limitadas em nitrogénio, nas quais
ambos, taxa de crescimento e tensdo de oxigénio dissolvido exercem uma forte
influéncia na produgéo de Aacido citrico, nenhuma relagéo entre produ¢do de acido
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citrico e tensdo de oxigénio dissolvido foi obtido para essas culturas limitadas em

fosforo.

Os efeitos das concentracbes de fosforo e nitrogénio para a produgdo de
acido citrico por diversas variedades de Aspergillus niger foram analisados por
PINTADO et al. (1993) utilizando um planejamento fatorial ortogonal completo 22 Os
resultados descreveram trés situagdes distintas em relagdo aos efeitos dos
nutrientes na resposta: certas variedades apresentaram uma melhora na produgéo
com um decréscimo de ambos os nutrientes, outras com um aumento no nivel de
nitrogénio e decréscimo de fosforo, e ainda, algumas com o aumento do nivel dos

dois nutrientes.

CHEN (1994) conduziu experimentos seguindo um planejamento Box-
Behnken, para a andlise de 3 fatores a 3 niveis com o objetivo de determinar as
concentragdes 6timas de carbono, nitrogénio e fosforo para a produgdo de acido
citrico por Aspergillus foetidus CCRC 302065. O modelo de 1* ordem obtido para a
producdo de acido citrico foi altamente significante com satisfatério coeficiente de
correlagdo (R?= 0,9615), entretanto para a massa micelial seca o baixo valor do
coeficiente de correlacdo (R? = 0,8426) sugeriram a inclus&o de outros fatores além
de carbono, nitrogénio e fosforo para obtengdo de um melhor modelo. A analise
estatistica dos resultados mostraram que a fonte de nitrogénio tem um efeito
negativo maior (isto &, forte repressao catabdlica) na produgdo de &cido citrico do
que a fonte de fésforo. As superficies de resposta indicaram que um aumento nas
concentragdes de fosforo e nitrogénio ocasionaram um aumento na massa micelial
seca.

CHEN (1996) verificou através da Metodologia de Planejamento Experimental
e Analise de Superficie de Resposta que a produgéo de acido citrico por Aspergillus
foetidus CCRC 30206 foi mais sensivel a mudangas na concentragdo de fésforo do
que de nitrogénio.

RYMOWICZ et al. (1993) otimizaram a composigdo do meio de produgéo de
acido citrico utilizando a Metodologia de Planejamento Experimental. As variaveis
independentes, estudadas através de fermentagcbes em batelada por Yarrowia
lipolytica A 101, foram concentragdes de carbono, fosforo, magnésio e cobre, e
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obtiveram como resposta as seguintes concentra¢gdes otimizadas: 100 gL’ de
glicose; 0,2 gL' de diidrogenofosfato de potassio; 0,5 gL' de sulfato de magnésio e
38 mgL™" de sulfato de cobre. A equagdo de regressdo obtida para rendimento de
acido citrico é fungéo da concentragdo de glicose e ions de cobre, e apresentou um
coeficiente de correlagao de 0,89.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Introdugao

A produgdo de acido citrico por leveduras ocorre em duas fases: uma de
crescimento microbiano e outra de produgdo propriamente dito. A regulagdo de uma
ou outra fase esta na composi¢cdo do meio de cultura e condigbes operacionais do
processo. Na primeira fase ha um favorecimento do crescimento por um meio com
composi¢do adequada, enquanto que na segunda fase o meio € limitado em
nitrogénio ou fosforo, resultando num crescimento pequeno, porém, com alto
acumulo de Aacido citrico. A produgdo indesejavel de acido isocitrico, um dos
problemas a serem resolvidos, pode ser regulada também pela composi¢do do meio
e condi¢cdes de cultura. Desta forma, neste trabalho utilizou-se a Metodologia do
Planejamento Experimental e Andlise de Superficie de Resposta para verificar de
uma forma sistematica o efeito da relagdo carbono/nitrogénio nas fases de
crescimento e de produgdo na razdo de acido citrico e isocitrico produzidos na
fermentagao.

A Metodologia de Planejamento Experimental e Analise de Superficie de
Resposta foi escolhida por ser uma ferramenta importante, podendo-se avaliar o
efeito de cada variavel individualmente, bem como as interagbes (efeito sinérgico ou
antagonico) entre elas. Um outro fator positivo no uso desta técnica € a possibilidade
de otimizar mais de uma resposta simultaneamente, caso muito comum em
processos multivaridveis como os bioquimicos. Por exemplo, quando se deseja
otimizar o rendimento de um processo, geraimente a produtividade decresce devido
ao tempo gasto para o maximo de conversdo. No entanto, através desta

Ja .

metodologia é possivel definir através dos modelos probabilisticos obtidos, as
superficies de resposta e as faixas otimas de operagdo garantindo o maximo

rendimento, minimizando os prejuizos na produtividade.
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A Analise de Superficie de Resposta tem como base o método de
planejamento fatorial e consiste num grupo de técnicas usadas para o estudo das
relagbes entre uma ou mais respostas medidas analiticamente (por exemplo
rendimento e produtividade) e um ndmero de variaveis de entrada que possam ser

controladas. Essas técnicas sdo usadas para elucidar as seguintes questdes:

— como uma resposta € efetuada sobre uma regido de interesse por um dado

conjunto de variaveis de entrada;

— quais conjuntos de varidveis de entrada resultardo num produto dentro das

especificagdes desejadas;

— quais os valores das variaveis de entrada que levardo ao meihor valor para uma

resposta especifica e como é a superficie de resposta préxima a este ponto.

Para aplicar o método de Analise de Superficie de Resposta é necessario
realizar primeiramente ensaios através de um planejamento fatorial. Esse método
consiste na selegdo de um numero fixo de niveis para cada um dos fatores ou
variaveis de entrada e entdo executar experimentos com todas as possiveis
combinagdes. Como primeira etapa é usual um planejamento fatorial com 2 niveis
(nivel -1 e nivel +1) para cada variavel. Assim, para n varidveis envolvidas no
estudo, o numero de experimentos que deve ser realizado para investigar todas as
combinacgdes possiveis ¢ igual a 2"

Com os resultados obtidos do planejamento é possivel calcular os efeitos
principais e de interagdo das variaveis sobre a resposta, determinar quais sdo os
efeitos mais significativos e ajustar empiricamente um modelo linear ou de 12
ordem, correlacionando as variaveis e as respostas.

Se o modelo de 12 ordem nao apresentar uma boa correlagdo com os dados
experimentais & possivel completar o planejamento fatorial inicial realizando-se mais
2n ensaios segundo configuragdo “estrela” para obter modelo quadratico ou de 22
ordem.

Para avaliar se os modelos empiricos obtidos através de regressdo multilinear
ou nao linear apresentam um grau de ajuste adequado aos dados experimentais,
(BOX et al., 1978) sugere a realizagdo de uma andlise estatistica, utilizando como
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parametros o coeficiente de correlagdo da regressdo e o valor estimado para o
teste F

O coeficiente de correlagdo € um parametro estatistico que compara a
variancia dos pontos experimentais em relagdo ao modelo proposto, com a variancia
da prépria populacdo de pontos experimentais. Quanto mais préximo da unidade
estiver o valor do coeficiente de correlagédo, melhor sera o ajuste dos modelos aos
pontos experimentais.

Através da realizagdo do teste F, ou seja, comparando o valor estimado para
F a partir dos dados experimentais com o valor tabelado para uma distribuicdo de
referéncia, é possivel verificar a relevancia estatistica dos fatores experimentais no
valor das respostas. O fundamento do teste F consiste em verificar se existe relagédo
entre as variaveis e a resposta. Segundo BARROS et al. (1995), quando ndo ha
relagdo entre a resposta e a variavel, pode-se demonstrar que a razdo entre as
médias quadraticas da regressao e dos residuos (MQR/MQr) segue uma distribuigdo
F (hipétese nula). Neste caso, a variagdo nos valores dos resultados foi devida
exclusivamente a fatores aleatérios. A hipétese nula pode ser testada comparando o
valor efetivamente calculado para MQR/MQr com o valor de F tabelado. Se as
variagbes nas respostas observadas experimentalmente apresentarem alta
probabilidade de pertencerem a esta distribuicdo, ndo ha razdo para questionar a
hipétese nula. Entdo pode-se afirmar que a equagido de regressdo nao €
significativa.

Por outro lado, se a razdo MQR/MQr € maior que o F tabelado, pode-se
afirmar que a equagao é estatisticamente significativa e os dados experimentais s&o
representados pelo modelo proposto. Entretanto, pode acontecer que uma
regresséo, embora significativa do ponto de vista do teste F, ndo seja util para
realizar previsdes, por cobrir uma faixa de variagdo pequena dos fatores estudados.
Assim, BARROS et al. (1995) sugerem que para que a regressao seja
estatisticamente significativa e preditiva, o valor da razdo MQR/MQr deve ser no

minimo 4 a 5 vezes o valor de F tabelado.
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3.2. Condugéao da fermentagdo

3.2.1. Microrganismo

Utilizou-se cepa da levedura Candida lipolytica Y 1095, fornecida pelo
Northern Regional Research Laboratory. Este microrganismo foi selecionado com
base nos resultados obtidos por RANE & SIMS (1993), nos quais produtividade e
rendimento de acido citrico foram similares aos fornecidos por Aspergillus niger.

As linhagens das culturas foram mantidas inclinadas em tubos de ensaios

contendo meio YM (yeast malt agar) a 4°C, imersas em 6leo mineral.

3.2.2. Preparo do meio de in6culo

A utilizagdo de algadas da cultura de levedura proporciona uma variagdo no
numero de microrganismos inoculados em cada ensaio, portanto visando diminuir
essa variagao, foi realizada uma fermentacdo em shaker para padronizagdo do

inéculo.

O inéculo foi preparado por transferéncia asséptica da coldnia (de 3 a 4 dias
de idade) em YM para 200 mL de caldo YM, cuja composi¢cdo estd descrita na
Tabela 3.1, em erlenmeyer aletados de 1000 mL (RANE & SIMS, 1993).

A suspensdo de células foi incubada a temperatura de 27°C em shaker a
200 rpm. Apds 48 horas, distribuiu-se 5 mL de meio fermentado em tubos de ensaio
estéreis contendo 5 mL de solugdo glicerol 40%, formando uma solu¢do com
concentracdo final de 20% de glicerol. Os tubos de ensaio foram mantidos

congelados e utilizados como indculo para cada experimento.
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TABELA 3.1. Composi¢do do meio YM de inéculo.

Componentes gL™”
glicose 10
extrato de levedura 3
extrato de maite 3
peptona 5

Os componentes dos meios de cultura foram diluidos em agua destilada e

esterilizados por autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

3.2.3. Pré-fermentacgéo

Cada tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo congelado foi utilizado para
inocular um erlenmeyer de 1000 mL contendo 100 mL do meio de pré-fermentacéo
(10% do volume inicial do fermentador). Apos 24 horas de incubagdo em shaker a
200 rpm e 27°C o contelido de um frasco foi transferido como indculo para o
fermentador. A composicdo do meio de pré-fermentagcdo encontra-se descrita na
Tabela 3.2.

TABELA 3.2.. Composi¢do do meio de pré-fermentagéo.

Componentes Composigao (gL")
glicose 30
NH4CI 2
KH2PO4 0,5
MgSQO4 . 7H0 0,41
extrato de levedura 2
tiamina ¢ 5.10%

) adicionada ap6s esterilizagéo através de filtro millipore

0,2 um estéril.
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3.2.4. Fermentacdo

As fermentagbes foram conduzidas em fermentadores Bioflo lll -
Bath/Continuous Fermentator (New Brunswick Scientific Co., Inc) com 1,25 L de
volume util, equipados com controladores de pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
anti-espumante. O controle de pH entre 5,0 e 6,0 foi obtido utilizando-se NaOH 2M e
HCl 1M, e o excesso de espuma controlado pela adigdo de solugdo 5 % de anti-
espumante. A temperatura foi fixada em 27°C, agitagdo em 500 rpm e fluxo de ar em
1 vwm. As condigbes de fermentagdo - pH, fluxo de ar, agitagdo e temperatura -
foram mantidas constantes durante a fase de crescimento e produgdo. O
condensador do fermentador foi mantido refrigerado com agua a 10°C para reduzir a

evaporagao.

As fermentacbes foram conduzidas em duas etapas: fase de crescimento e
fase de producdo, diferenciadas pela concentragdo de nitrogénio. O fermentador
contendo 1000 mL de meio de crescimento foi inoculado com o meio de pré-
fermentacdo. Apds esgotamento da glicose, adicionou-se 200 mL de meio de
producdo. O probilema da variagdo de volume do meio de crescimento, devido a
evaporagao e a espuma, foram minimizados pela adigdo de agua destilada estéril ao
fermentador juntamente com a adigdo do meio de produgdo. A composi¢éo destes
meios encontra-se descrita na Tabela 3.3. O meio de produgdo foi preparado

considerando-se a dilui¢ao final no fermentador de 1,2 litros.

TABELA 3.3. Composi¢cdes dos meios de crescimento e produgao.

Componentes Meio de crescimento (gL") Meio de Produgao (gL™)""’
glicose 30 150
NH,4CI planejamento experimental planejamento experimental
KH2PO4 0,5 0,5
MgSO4. 7H0 0,41 0,41
extrato de levedura 2 0,03
tiamina ¢ 5.10% 5.10%

) adicionada ao meio esterilizado através de filtro 0,2 um.
™ considerar a diluigdo destes componentes no volume total do fermentador (1,2 L).
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As variaveis estudadas foram: relacdo carbono/nitrogénio no meio de
crescimento e no meio de produgdo, cujos valores codificados e descodificados
(reais) encontram-se descritos nas Tabela 3.4 e 3.5, respectivamente. Os valores
apresentados na Tabela 3.5 correspondem as concentragdes de NH4Cl, sendo que
as concentragbes de nitrogénio sdo obtidas muitiplicando esses valores por 0,262,

correspondente a % de nitrogénio presente na molécula.

Neste trabalho foram realizados 4 ensaios (2°) para verificagdo dos efeitos
principais e de interacdo na respostas e trés ensaios no ponto central para
determinagdo do erro experimental.

Foram tomadas amostras em fungdo do tempo (24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192 e 216 horas) para analise do acido citrico e isocitrico, consumo de agucar e de
nitrogénio, crescimento e viabilidade celular.

TABELA 3.4. Planejamento Experimental para a conducio da fermentagao de acido citrico.

Ensaio Relagdo carbono/nitrogénio  Relagdo carbono/nitrogénio
meio de crescimento meio de produgdo

1 -1 -1

2 +1 -1

3 -1 +1

4 +1 + 1

5 0

6

7 0 0

TABELA 3.5. Faixa de valores estudados no Planejamento Experimental para condugéo da
fermentagio de acido citrico.

Nivel Glicose (gL")/NH:Cl (L") Glicose (gL)/NHCI (gL
meio de crescimento meio de produgao’
-1 30/2,6 150/0,5
0 30/4 150/0,3
+1 30/5,4 150/0,1
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3.3. Métodos analiticos

As amostras das fermentagdes (5 mL) foram centrifugadas a 10000 g por
10 minutos e utilizou-se o sobrenadante para determinacdo de agucar e nitrogénio
amoniacal residuais e &cidos citrico e isocitrico produzidos, e o precipitado para
determinacdo da massa seca e viabilidade celular. As analises foram realizadas em

duplicata e os resultados encontram-se descritos no Apéndice B.

3.3.1. Determinac¢do de acgtcares redutores

Para a determinacéo da glicose residual na fermentagao utilizou-se o método

enzimatico glicose-oxidase (kit de glicose da marca Laborlab S/A).

3.3.1.1. Preparo do reagente

O reagente foi obtido pela diluicdo em agua deionizada de trés solugbes -
reativo enzimatico (enzimas glicose-oxidase e peroxidase), reativo de cor 1 (4
aminofenazona e tampao tris) e reativo de cor 2 (fenol) - nas proporgdes indicadas
no catalogo. Este reagente é estavel por 1 més, quando refrigerado e acondicionado

em frasco ambar.

3.3.1.2. Preparo da curva padrdo

A relacdo entre a concentragéo de glicose e a densidade ética é linear ate
concentragdo de 4,5gL™, portanto as concentragdes de glicose para preparo da

curva padrdo foram inferiores a esse valores.

Adicionou-se 5 mL de reativo de trabalho a tubos de ensaio contendo 50 plL
de solugdes de glicose em concentragdes de 0,36 a 1,8 gL™". Preparou-se ainda, um
branco com 5 mL do reagente de trabalho sem adigdo de glicose para calibrar o
aparelhno em absorbancia. Os tubos foram incubados por 10 minutos em banho-
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maria a 37°C, e em seguida fez-se leitura em espectrofotdmetro a 505 nm. A cor é

estavel por 60 minutos.

Obteve-se uma curva padréo para cada reativo de trabalho preparado. As
equagbes que correlacionam a concentracdo de glicose (gL™') e densidade dtica
utilizadas para determinar o consumo de agucar nas fermentagdes sdo apresentadas
no Apéndice A.

3.3.1.3. Preparo das amostras

Apos efetuada as diluigbes necessarias, de modo que a concentracio final
estivesse dentro da faixa utilizada na constru¢io da curva padrdo (0,36 a 1,8 gL™),
colocou-se em um tubo de ensaio 50 uL de amostra adicionando-se 5 mL de reativo
padréo. Para cada amostra foi feito um branco com 5 mL do reagente de trabalho
para calibrar o aparelho em absorbancia. Os tubos foram incubados por 10 minutos

em banho-maria a 37° C, e em seguida foi feita a leitura a 505 nm.

A concentragdo de glicose em cada amostra foi determinada a partir da
equacgdo que relaciona a concentragéo de glicose versus densidade é6tica obtida pela
construgao da curva padréo.

3.3.1.4. Interferentes

Os detergentes, metais pesados e cianetos s&o inibidores enzimaticos, sendo
necessaria uma perfeita limpeza da vidraria utilizada. A preparacdo do reativo de
trabalho requer agua deionizada ou destilada recentemente. O nivel de agua no
banho maria deve ser superior aos dos tubos de ensaio que contém as reagdes,
sendo que a temperatura e o tempo de reagédo ndo sdo criticos podendo variar entre
37°C +£2 e 10 a 12 minutos.
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3.3.2. Determinacdo de nitrogénio

Para a determinacdo da amonia residual na fermentagdo utilizou-se o método
enzimatico colorimétrico (kit nitrogénio da marca Labtest) baseado na hidrdlise da
uréia a ions amonia e CO; pela enzima urease. Os ions amodnia reagem em pH
alcalino com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a agdo catalisadora do
nitroprussiato de sodio, para formar azul de indofenol. A formagéo da cor €

proporcional a quantidade de uréia na amostra.

No meio de fermentagdo é adicionado cloreto de amodnio, que em solugdo
esta presente na forma de ions amoénia, ndo sendo portanto, necessaria a adigao da

enzima urease.

3.3.2.1. Preparo dos reagentes

Para o preparo da solugdo tampéao diluiu-se o contelido do reagente tampao
(composto por tampdo fosfato 300 mmolL”, salicilato de sodio 300 mmoll™,
nitroprussiato de sodio 17,5 mmolL™, estabilizadores e preservativos) a 400 mL de
agua destilada. A solugdo é estavel por 12 meses guando conservada em frasco

ambar entre 2 e 8°C.

O oxidante de uso foi preparado pela mistura do reagente oxidante (hidroxido
de sodio 3,5mmolL™", hipoclorito de sodio 180 mmolL™', estabilizadores e
preservativos) a 475 mL de agua destilada. A estabilidade da solugédo é de 12 meses

em frasco plastico, entre 2 e 8°C.

A solugcdo de urease tamponada é preparada pela adigdo de 1,0 mL de
urease (tampao fosfato 10 mmolL™!, EDTA 6 mmolL™" e urease 268 kUL™) a 20 mL
da solucdo tampéo. Entretanto, como descrito acima, ndo é necessério a adigéo
desta solugéo, mas do tamp&o sem urease para garantir o pH alcalino. A solugéo é

estavel por 21 dias em frasco ambar mantido entre 2 e 8°C.
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3.3.2.2. Preparo da curva padrdo

Solugdes de cloreto de aménio nas concentragdes de 0,2 a 2,0 gL™ foram
preparadas diluindo-as em solugdo de cloreto de sédio 0,85 %. Adicionou-se 2 mL
da solugéo tampéo em tubos de ensaio contendo 20 plL das solugdes de cloreto de
amonia. Utilizou-se ainda, um branco com 2 mL da solugdo tamp&o para calibrar o
aparelho em absorbancia. Os tubos foram incubados por 5 minutos em banho-maria
a 37°C.

Retirou-se as amostras do banho-maria, adicionando-se em cada tubo 2 mL
do oxidante de uso, sendo novamente incubados durante 5 minutos a 37°C. Em
seguida fez-se a leitura em espectrofotometro a 600 nm. A cor é estavel por

120 minutos.

Obteve-se uma curva padrdo para cada reagente preparado, correlacionando
os valores de absorbancia com a concentragédo de nitrogénio presente na solugio de
cloreto de amodnio. Estes valores foram obtidos, multiplicando-se os valores das
concentragfes das solugdes de cloreto de amédnia por 0,262, correspondente a
porcentagem de nitrogénio presente na molécula de NH4CI.

As equacgles utilizadas para determinagdo do consumo de nitrogénio nos
ensaio sao apresentadas no Apéndice A.

3.3.2.3. Preparo das amostras

Colocou-se em um tubo de ensaio 20 pL de amostra adicionando-se 2 mL da
solugéo tampao, apés efetuada as diluigbes necessarias em solugdo de cloreto de
sodio 0,85 %, de modo que a concentragdo final de cloreto de amoénio na amostra
estivesse dentro .da faixa utilizada na construgdo da curva padrdo (0,2 a 2,0gL™).
Para cada amostra foi feito um branco com 2 mL da solugdo tampéao para calibrar o
aparelho em absorbancia. Os tubos foram incubados por 5 minutos em banho-maria
a 37°C.
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Retirou-se as amostras do banho-maria, adicionando-se em cada tubo 2 mL
do oxidante de uso, sendo novamente incubados durante 5 minutos a 37°C. Em

seguida fez-se a leitura em espectrofotdmetro a 600 nm.

3.3.2.4. Interferentes

A preparagéo dos reagentes requer agua livre de amonia, devendo ter uma
resistividade maior ou igual a 2 megaohms ou uma condutividade menor ou igual a

0,5 microsiemens e concentragao de silicatos inferiores a 0,1 mgL™".

3.3.3. Determinacgao de acidos citrico e isocitrico

Para determinag&o dos &cidos citrico e isocitrico produzido na fermentacao foi

utilizada a metodologia de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Utilizou-se um cromatégrafo modelo Varian 9010, constituido de um sistema
de bombeamento de solvente terndrio e valvula injetora Rheodyne modelo 7010-
067, com alga de amostragem de 100 uL de capacidade. Empregou-se um detector
de indice de refracdo Varian modelo RI - 4. O sistema estava acoplado ao software
Millennium Chromatography Manager (Waters), para aquisicdo e processamento de

dados e geragao de relatorios.

A identificacdo dos compostos da fermentacéo foi feita no cromatégrafo a
liguido com base nos tempos de retengéo na coluna e no perfil dos espectros de
absorcao no refratdbmetro através da comparacdo com os padrées. Empregou-se
para tanto uma coluna cromatografica de fase normal, Bondesil NH, (Analytichem
International), tamanho 4,6 mm x 52 cm, particulas esféricas de 5 um. A coluna foi

mantida em forno termostatico Spark Holland 99.
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3.3.3.1. Fase movel

Como fase mével empregou-se solugdo acida constituida de 0,05% de acido
acético (Merk p.a.), ajustando-se o pH para 2,5 com acido sulfurico (Merk p.a.). A
agua empregada no preparo das solugbes foi obtida através de sistema de
purificacéo e filtragdo Millipore.

O eluente foi filtrado em sistema Millipore de filtragdo a vacuo, utilizando
membranas de 0,5 um (millipore) e degaseificado em ultrassom Eurosonic modelo

SX durante 40 minutos anteriormente a utilizagéo.

3.3.3.2. Preparo da curva padrédo

Foram empregados padrdes comerciais de acidos citrico e isocitrico (Sigma
Chemical Co.) e de glicose (Merk p.a.) para construgédo da curva padrao.

Preparou-se solu¢des dos padrées para construcdo da curva de calibragdo
nas concentragdes de 0,06 a 0,2 gL™" para quantificagdo de acido citrico e 0,4 a
1,4gL" para quantificagdo de 4&cido isocitrico e glicose. As solugdes foram
preparadas diluindo-se os padrées de acido citrico, acido isocitrico e glicose no
eluente e tiveram o pH ajustado para 2,5 com acido sulfurico. As amostras foram
filtradas em membrana de 0,45 uym e em seguida injetadas (90uL), em duplicata, no

cromatégrafo.

A coluna foi mantida em forno termostatico a 30°C, e os compostos foram
eluidos desta pela passagem da fase moével. Obteve-se o perfil das curvas, as
equagdes correspondentes e os coeficientes de correlagdo através do software
Millenium. As curvas padrdes para quantificacdo de Aacido citrico e acido isocitrico
estio apresentadas no Apéndice A.

3.3.3.3. Preparo das amostras

As amostras foram diluidas no eluente de modo que a concentragéo final
estivesse dentro da faixa utilizada na constru¢do da curva padréo e tiveram o pH

ajustado para 2,5 com acido sulfurico. Em seguida foram filtradas em membrana de
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0,45 pm (Millipore). Alguns cromatogramas das amostras das fermentagbes

encontram-se ilustrados no Apéndice C.

3.3.3.4. Injecdo das amostras no sitema HPLC

As amostras foram injetadas em coluna Bondesil NH, nas seguintes
condigdes de operagio:

— temperatura ambiente: 22-24°C

- temperatura do forno: 30°C

- temperatura do indice de refragdo: 40°C
— volume de inje¢do: 90 uL

— fluxo do eluente: 0,3 mLmin""

3.3.3.5. Identificacdo e Quantificagcdo das Amostras

As amostras foram identificadas, integradas e quantificadas utilizando um
software Millennium de aquisi¢cdo de dados, tendo como base a curva padrdo do
item 3.3.3.2.

3.3.4. Determinacdo da massa seca (MS) produzida

Na determinacdo da massa celular produzida na fermentagao, foi adotado o

método indireto (curvas que correlacionam densidade ética versus massa celular).

3.3.4.1. Preparo da curva padrédo

A fermentagdo foi conduzida em 2 erlenmeyers de 1000mL com 200mL de
meio de pré fermenta¢do estéril, conforme descrito no item 3.2.3, a 27°C, 200 rpm,
por 48 horas. Apds juntar o conteudo dos dois erienmeyers, pesou-se 250g destes
meios e centrifugou-se por 10 minutos, a 10000 g em tubos de 250mL.
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As células foram ressuspendidas em 100mL de agua destilada e filtradas a
vacuo, utilizando o filtro Millipore (1,2 um) previamente pesado e seco (P¢). As
amostras foram secas numa estufa a 100°C até que o peso permanecesse
constante (P2). O valor da massa seca foi calculado pela diferenga de peso (P - P2),
convertendo o valor final em g de massa seca/250g de caldo fermentado

(porcentagem peso/peso).

Centrifugou-se 50mL deste caldo fermentado a 10 000 g, por 10 minutos.
Apés a lavagem das células, estas foram ressuspendidas em 50mL de agua
destilada e, a partir desta solugdo, foram feitas diluigdes convenientes para a
construcdo da curva de calibragdo. Fez-se a leitura das amostras em

espectrofotometro a 600nm.

A partir da massa seca total determinou-se indiretamente as concentragbes
de massa seca para cada diluicdo e construiu-se a curva padrdo, apresentada no
Apéndice A, que relaciona a concentragcdo de massa seca em gL versus densidade

otica.

3.3.4.2. Preparo das amostras

As células precipitadas na centrifugac@o foram ressuspendidas em 5mL de
agua destilada e, a partir desta solugao, foi feita uma dilui¢do para que a leitura da
absorbancia estivesse dentro da faixa da curva de calibragdo. Leu-se a absorbancia
das amostras em espectrofotdmetro a 600nm. A partir da equagéo da curva de

calibragdo determinou-se a concentragdo de massa seca de cada amostra.

3.3.5. Determinagao da viabilidade celular das leveduras

Para a determinagdo da viabilidade celular das leveduras foi utilizado o
método de coloragéo por azul de metileno segundo LEE et al. (1981).

As células foram ressuspendidas em 5 mL de agua e, a partir desta solugao,
preparou-se uma suspensido de levedura adequadamente diluida (amostra). A
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diluicdo da amostra deve ser tal que cerca de setenta células de levedura sejam
encontradas por quadriculo da camara de Neubauer. Misturou-se 0,1 mL da amostra
com 0,9 mL da solugdo corante (azul de metileno).

A amostra foi transferida para a camara de Neubauer determinando-se a
porcentagem de células viaveis, através da contagem das células incolores e das
coloridas em azul em microscopio de campo claro utilizando-se a objetiva de
imerséo (40 x). As células com alta atividade fisiolégica ndo se colorem, enquanto as
células inativas (mortas) apresentam-se coloridas de azul.

Foram escolhidos os quadriculos dos extremos superiores, inferiores e central
para serem contados (total de cinco quadriculos contados). A porcentagem de
células viaveis (IV%) foi calculada pela seguinte equagio:

numero total de celulas incolores (vivas)
numero total de celulas incolores +numero total de celulas coloridas

V(%) = x 100(%)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados dos testes preliminares

E relevante relatar os problemas surgidos no inicio deste trabalho, pois 0
estudo da produgéo de acido citrico & uma linha de pesquisa nova no Laboratério
de Bioengenharia da Faculdade de Engenharia de Alimentos sendo este o primeiro
trabalho neste tema. Assim, optou-se inicialmente pela realizagdo de testes
preliminares em “shaker’, devido a possibilidade de realizagdo de varios
experimentos ao mesmo tempo, visando determinar as condicdes de fermentacéo e

composigdo do meio de cultura para a produgao de acido citrico por leveduras.

Entretanto, com a realizag&o de alguns ensaios em shaker para determinag&o
da metodologia de anélise e conhecimento do comportamento do microrganismo
verificou-se uma série de dificuldades, descritas a seguir, que conduziram a

alteragdes na metodologia inicialmente proposta.

Nestes testes preliminares estudou-se uma forma de controle de pH, uma
variavel importante na fermentagéo pois o produto do metabolismo € um acido, e
com sua excrecdo ocorre o abaixamento do pH do meio. Consequentemente a
viabilidade das leveduras é afetada, acarretando o final da fermentacdo sem a
produgdo de uma quantidade de acido que tornaria o processo economicamente

viavel.

O controle de pH em shaker & possivel, como descrito na literatura, através
da utilizacéo de um agente tamponante, como por exemplo solugdo de carbonato de
calcio. Assim, foram realizados ensaios variando a concentracéo (10 e 20g/l de
carbonato de calcio no meio de fermentag&o) e o agente tamponante (carbonato de
célcio, fosfato e sem adigdo) selecionando aquele que mantivesse por

aproximadamente 10 dias o pH ao redor de 5,5.

64



Resultados e Discusséo

Com a utilizacdo de tampao fosfato observou-se queda no pH de 5,7 para
3,47 ap6s 18 horas de fermentacéo e sem adigao de tampé&o o abaixamento do pH
ocorreu apés 14 horas. Verificou-se portanto que este tamponante nao é adequado

para esta fungéo.

Nos experimentos cujo controle foi obtido através da adicdo de carbonato de
calcio, e ajustando-se o pH para 5,5 através da adigcéo de &cido cloridrico, o pH
manteve-se estavel por aproximadamente 30 horas, periodo em que havia excesso
deste. Porém, a utilizagdo desta solugdo tamponante impossibilita uma analise
sistematica uma vez que n&o permite que todos os ensaios estejam sob as mesmas
condigdes de pH e concentracdo de precipitado de carbonato. Além disso, foram
observadas interferéncias provocadas pela presenca desta solugdo na
determinagéo de acido citrico (método de titulagéo), de agucares redutores (meétodo
de DNS), massa seca (densidade otica) devido a presenca de precipitado do
excesso de carbonato e viabilidade celular (método de LEE), n&o sendo, portanto,

viavel sua aplicagéo.

Assim, devido a dificuldade em se utilizar shaker para condugdo das
fermentacdes optou-se pela utilizacdo de fermentador para um melhor controle de

pH e oxigénio dissolvido, outra variavel importante no processo.

Efetuou-se ainda modificagdes nas metodologias de analises. A metodologia
para determinagado de aglcar residual foi alterada para método enzimatico, devido a

interferéncia do citrato no método de DNS.

Para a quantificagéo de acidos citrico e isocitrico optou-se pela utilizagdo de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), por ser uma técnica muito mais
confiavel, fornecendo resultados mais precisos, € quantificando simultaneamente o

acido citrico e o acido isocitrico.
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4.2. Cinética das Fermentagoes

Na fermentacdo de &cido citrico a formagéo do produto esta relacionada a
utilizacdo do carboidrato suprindo energia para crescimento, mas a associagao é
menos direta; a formacdo do produto ndo é estequiometricamente relacionada a
utilizagdo do carboidrato durante todo o tempo da fermentag&o. O crescimento do
microrganismo (tropofase) é separado no tempo da formag&o do produto (idiofase),
embora 0 mesmo carboidrato esteja suprindo a energia para o crescimento e 0
carbono para a formagéo do produto. A absorgdo do carboidrato é rapida em duas
fases do ciclo de fermentagdo, uma correspondente ao periodo de maximo
crescimento e a outra ao periodo de maxima formagdo de produto. No inicio da
fermentacdo, o carboidrato € utilizado para crescimento até que outros nutrientes
sejam esgotados; sendo depois metabolizado, de modo que a quantidade de &acido
citrico que se acumula esta relacionada a quantidade de carboidrato utilizado (AIBA
et al., 1971).

Assim, neste trabalho estas duas fases foram conduzidas em meio contendo
diferentes concentragdes de carbono e nitrogénio para verificar o efeito inibitorio na

produgao de acido citrico.

Os microrganismos foram inoculados, apés uma pré-fermentacdo de 24
horas, em fermentadores contendo o meio de crescimento. Esta fase foi realizada
variando-se a concentracio de nitrogénio entre 5,4 e 2,6 gL™" de NH.CI, mantendo-
se constante a concentragdo de glicose em 30 gL™. A fase de produgo foi iniciada
apos o esgotamento da glicose da fase de crescimento atraves da adi¢éo do meio
de produgdo contendo 150 gL de glicose, com concentragdes de nitrogénio
variando entre 0,1 e 0,3 gL™ de NH,CI. A composigdo completa destes meios esta

apresentada no item 3.2.4.

Durante o periodo da fermentacéo foram determinados as concentragdes de
glicose, de massa seca, de nitrogénio, de &cido citrico, de acido isocitrico e

viabilidade celular, cujos valores estdo apresentados no Apéndice B. As cinéticas
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para os ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental encontram-

se relacionadas nas Figuras 4.1 a4.7.

Analisando as cinéticas de crescimento microbiano e consumo de nitrogénio
nos sete ensaios realizados, pode-se verificar um comportamento semelhante nas
condigdes dos ensaios 2, 4 a 7 (Figuras 4.2, 4.4 a 4.7, respectivamente). Observa-
se um crescimento exponencial nas primeiras 50 horas, onde ocorre o esgotamento
do nitrogénio e da glicose. Nestas condigdes de experimentos a concentragao de
nitrogénio no meio de crescimento correspondia ao nivel superior do planejamento
(5,4 gL™ de NH.CI nos ensaios 2 e 4, e 4,0 gL'1 de NH4CI nos ensaios 5,6 e 7).

Nos ensaios 1 e 3, Figuras 4.1 e 4.3 respectivamente, a concentragéo de
nitrogénio no meio de crescimento esta na condigdo inferior do planejamento
(2,6 gL de NH.CI). O consumo de nitrogénio se da também nas primeiras 50 horas,
e apos 0 seu esgotamento ndo ocorre consumo significante de glicose. Portanto, o
esgotamento da glicose em menor tempo ocorre sob maiores concentragbes de
nitrogénio, verificando-se que na fase de crescimento a glicose € consumida

somente na presencga de nitrogénio.

Através da modelagem da cinética da tropofase MORESI (1994) obteve
resultados similares ao verificar que a levedura Candida lipolytica ATCC 20346
tende a crescer exponencialmente durante a fase de crescimento enquanto a fonte
de nitrogénio encontra-se presente no meio, entrando na fase de declinio quando a

taxa carbono/nitrogénio tende a zero.

Como descrito na metodologia (item 3.24) o meio de produgédo era
adicionado quando a concentracdo de glicose na fase de crescimento encontrava-
se abaixo de 4gL"' Nesta etapa, o aumento na concentragdo de glicose, e
consequentemente o aumento drastico da razdo C/N de 18:1 para 2300:1,
favorece a excrecéo de acido citrico em detrimento a formagéo de biomassa. No
entanto, em todos os ensaios com excegdo do 1 e 3, algum crescimento celular
ainda foi observado no inicio da producédo de acido citrico entre 96 e 120 horas,

devido ao residual de nitrogénio presente no meio de produgéo.
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No ensaio 1 observa-se o crescimento celular durante a fase de producéo, e
n&o a morte celular como no ensaio 3, pois uma concentragdo maior de nitrogénio
(0,5 gL™ de NH4CI) é adicionada ao meio do ensaio 1. No final, menor quantidade
de acido foi excretado nesta condigdo. No ensaio 3 (0,1 gL" de NH.CI), onde
verifica-se uma estabilidade no crescimento, apos a fase de declinio celular, foi
excretado maior quantidade de acido citrico quando comparado com o ensaio 1.
Conclui-se portanto que a producdo de acido citrico ocorre sob condigbes de
crescimento estacionario, concordando com Kono & Asai (1966) os quais
propuseram um modelo cinético de formagéo de acido citrico por fermentacdo como

sendo associado apenas a atividade das células que nao se reproduzem.
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FIGURA 4.1. Cinéticas de crescimento, de producdo de acidos citrico e
isocitrico, de consumo de glicose e de nitrogénio, e de
viabilidade celular nas fases de crescimento (30gL" de
glicose e 26 gL' de NH.Cl) e de produgdo (150 gL™ de
glicose e 0,5 gL de NH,CI) (Ensaio 1).
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FIGURA 4.2. Cinéticas de crescimento, de produgdo de &cidos citrico e
isocitrico, de consumo de glicose e de nitrogénio, e de
viabilidade celuiar nas fases de crescimento (30 gl” de
glicose e 54gL de NH4Cl) e de produgdo (150 gl" de
glicose e 0,5 gL™' de NH,CI) (Ensaio 2).
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FIGURA 4.3. Cinéticas de crescimento, de produgdo de acidos citrico e
isocitrico, de consumo de glicose e de nitrogénio, e de
viabilidade celular nas fases de crescimento (30 gL' de
ghcosee269L de NH.CI) e de producéo (150 gL de glicose
e 0,1 gL de NH,CI) (Ensaio 3).
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FIGURA 4.4. Cinéticas de crescimento, de producdo de &cidos citrico e
isocitrico, de consumo de glicose e de nitrogénio, e de
viabilidade celular nas fases de crescimento (30gL" de
glicose e 54gL" de NH4Cl) e de produgdo (150 gl” de
glicose e 0,1 gL™" de NH,CI) (Ensaio 4).
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FIGURA 4.5. Cinéticas de crescimento, de producdo de &cidos citrico e
isocitrico, de consumo de glicose e de nltrogenlo e wabllldade
celular nas fases de crescimento (30 gL de glicose e 4,0 gL
de NHCI) e de producéo (150 gL™" de glicose e 0,3 gl” de
NH4CI) (Ensaio 5).
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4.6. Cinéticas de crescimento, de producdo de &cidos citrico e

isocitrico, de consumo de glicose e de nitrogénio, e viabilidade
celular nas fases de crescimento (30 gL de glicose e 4,0 gL’
de NH.CI) e de produgdo (150 gL' de glicose e 0,3 gL de
NH4CI) (Ensaio 6).
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FIGURA 4.7. Cinéticas de crescimento, de produgédo de &cidos citrico e
isocitrico, de consumo de glicose e de nitrogénio, e viabilidade
celular nas fases de crescimento (30 gL' de glicose e 4,0 gL
de NH.CI) e de produgdo (150 gL de glicose e 0,3 gL™ de
NH,CI) (Ensaio 7).
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Nos trabalhos encontrados na literatura os autores relatam que a produgao
de acido citrico ocorre somente apds a interrupgdo do crescimento devido a
exaustéo do nitrogénio do meio. Apesar do meio de crescimento ter sido formulado
com a finalidade de propiciar o crescimento celular sem a excrecdo de acido, pela
analise das cinéticas apresentadas nas Figuras 4.1 & 4.7 verifica-se uma pequena
formagdo de produto nesta fase, ainda na presenca de nitrogénio. Assim, a
conversdo de glicose em &acidos citrico e isocitrico pode ter sido um dos fatores
responséveis pelo baixo rendimento celular, uma vez que a glicose nao foi utilizada
somente para crescimento e manutencgéo celular. Consequentemente obteve-se

baixo rendimento de &cido citrico na fase de produgao.

Os baixos rendimentos de &cido citrico e massa seca podem também ser
devido a utilizagao de uma fonte de nitrogéncio inadequada. CHEN (1993) verificou
para Aspergillus foetidus CCRC 30 206 crescendo em glicose, que as menores
concentracdes de acido citrico (1,20 gL™') e massa celular (4,44 gL™) foram obtidos
em meio contendo 0,5gL”" de NH,CI como fonte de nitrogénio. Resultados
superiores — 6,81 gL de &cido citrico e 10,61 gL™" de massa seca e, 10,2581 gL™' de
acido citrico e 12,10gL" de massa seca — foram conseguidos utilizando-se a

mesma concentragao de nitrato de amonia e uréia, repectivamente.

Durante a fase de produgéo verifica-se que com o aumento na acumulacgéo
de citrato aproximadamente apés 120 horas de fermentacéo, a taxa de consumo de
glicose diminui. Segundo AIBA & MATSUOKA (1978) este fato pode ser explicado
pelo controle de retroalimentagéo da glicolise pelo citrato (citado por ROHR et al.,
1983).

Segundo RANE & SIMS (1993) em fermentagtes efetuadas sob baixa
concentragdo de glicose espera-se que uma maior quantidade de glicose
consumida possa ser utilizada para manutengao celular, obtendo-se baixos
rendimentos de acido citrico. Assim, os baixos rendimentos de acido citrico obtidos
nesses ensaios ndo podem ser associados a utilizaggo de baixa concentragdo de

glicose no meio de produgao, uma vez que a concentracéo final de glicose foi muito
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alta, provavelmente devido a inibicdo pelo substrato com o agravante da pequena

massa celular obtida na fase de crescimento.

4.3. Viabilidade celular e morfologia

A viabilidade celular foi monitorada durante as fermentacbes para

correlacionar os efeitos da limitagéo de nitrogénio na produgéo de acido citrico.

A analise das Figuras 4.1 a 4.7 indicam uma diminui¢éo na viabilidade celular
com o esgotamento do nitrogénio do meio de crescimento. Entretanto, com a
introducdo do meio de produgdo ao fermentador neste periodo de fermentagéo, e
consequentemente a adigdo de nova fonte de nitrogénio, a viabilidade volta a
aumentar, permanecendo constante até o final da fermentag&o. Nos ensaios 1 e 3
(Figuras 4.1 e 4.7) os microrganismos permaneceram sob condi¢bes de deficiéncia
de nitrogénio durante um tempo maior, enquanto esperava-se o esgotamento da
glicose do meio de crescimento para adigdo do meio de produgéo, ocasionando um
decréscimo maior na viabilidade, correspondente a 10 e 25% respectivamente, em

relacdo aos demais ensaios.

Os resultados demonstram ainda, que apesar do decréscimo na viabilidade
ocorrido nos ensaios a concentragdo de &cido citrico continua aumentando
indicando que esta queda inicial ndo afeta a produgdo deste acido. Resultados
semelhantes demonstrando que o decréscimo na viabilidade n&o influencia a
excrecdo de &cido citrico foram obtidos por RANE & SIMS (1995) em fermentagGes

com reciclo de células.

Verificou-se, através de andlise microscopica, modificagdes na morfologia
celular como uma funcédo do tempo nas fermentagbes. Durante a fase de
crescimento, a maioria das células encontram-se em reprodugéo assexuada através
do processo de gemulacéo, com a forma variando de esférica a elipsoidal. No inicio
da fase de produgéo algumas gémulas ainda foram observadas, entretanto com o

decorrer da fermentacéo a reprodugéo cessou, e a forma de algumas células foram
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tornando-se alongadas e finalmente filamentosas, enquanto outras permaneceram
esféricas, mas com tamanho bastante inferior ao apresentado na fase de
crescimento. Estas observagdes sdo consistentes com as descritas por KOCKOVA-
KRATOCHVILOVA (1990) para leveduras crescendo sob condigbes deficientes em

nutrientes.

4.4.Resultados do Planejamento Fatorial

Neste item serdo discutidos os resultados obtidos na realizagéo do
Planejamento Experimental, apresentados na Tabela 4.1. Os valores de rendimento
foram calculados em relagdo a concentragdo de glicose consumida durante as

fermentagdes para o tempo de fermentagéo de 216 horas.

Pode-se verificar na Tabela 4.1 que ao variar a concentragéo de nitrogénio
de 2,6 para 54 gL de NH.C! no meio de crescimento e de 0,5 para 0,1gL” de
NH,CI no meio de produgéo (condicdo do ensaio 1 em relagdo ao ensaio 4), os
rendimentos de acido citrico e de acido isocitrico aumentaram em 8,5 (0,032 a
0,271 gg™) e 5,0 (0,119 a 0,582 gg") vezes, respectivamente, e a produtividade de
4cido citrico em 9,7 (0,013 a 0,126 gL’h™") vezes. Observa-se entdo que a
concentragédo de nitrogénio exerceu uma influéncia maior na produgéo de acido

citrico em relagéo ao acido isocitrico.
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TABELA 4.1. Resultados obtidos para o Planejamento Experimental na produgéo de acido

citrico por Candida lipolytica NRRL Y 1095.

Ensaio Glicose/NH,Cl Glicose/NH,Cl Rendimento Rendimento  Produtividade
meio de meio de acido citrico  acido isocitrico  acido citrico

crescimento produgio (ag™) (ag™) (gL'n™)

1 -1(30/2,6) -1(150/0,5) 0,032 0,119 0,013

2 +1(30/5,4) -1 (150/0,5) 0,138 0,312 0,077

3 -1(30/26) +1(150/0,1) 0,101 0,206 0,044

4 +1(30/54) +1(150/0,1) 0,271 0,582 0,126

5 0 (30/4,0) 0 (150/0,3) 0,080 0,385 0,030

6 0 (30/4,0) 0 (150/0,3) 0,105 0,370 0,054

7 0 (30/4,0) 0 (150/0,3) 0,103 0,304 0,034

Concentracdes de nitrogénio séo obtidas multiplicando as concentracdo de NH4CI por 0,262.

Valores reais (concentragbes de glicose/NH4Cl em gL™") entre parénteses.

Para melhor visualizacéo as Figuras 4.8 e 4.9 apresentam os resultados de

4cido citrico e de &cido isocitrico, permitindo verificar que a melhor condicéo de

fermentacao foi a realizada no ensaio 4, com o meio contendo 5,4 gL” de NH,CI na

fase de crescimento e 0,1 gL™" de NH,CI na fase de produgé&o.

32
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FIGURA 4.8. Produgdo de acido citrico nas diferentes condi¢bes
do Planejamento Experimental.
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FIGURA 4.9. Produgdo de acido isocitrico nas diferentes
condi¢des do Planejamento Experimental.

Os resultados obtidos (Tabela 4.1, Figuras 4.8 e 4.9) indicam que a excregao
de acido isocitrico foi superior ao &cido citrico, com a taxa de acido isocitrico : acido
citrico variando aproximadamente de 2:1 a 5:1. Os nutrientes adicionados ao
meio nao foram suficientes para interromper o ciclo do acido tricarboxilico no acido
citrico, como mostra a Figura 4.10. Em trabalhos posteriores sugere-se o estudo da
influéncia da concentracdo de fosforo, monofluoroacetato e tiamina visando
minimizar a excrecdo de &cido isocitrico. Segundo TABUCHI et al. (1973) a
deficiéncia de tiamina, quando as fermentagdes s&o conduzidas em meio contendo
glicose, causa um declinio na atividade de isocitrato desidrogenase e aumento no
acumulo de citrato em relagao a isocitrato (citado por YOKOYA, 1992). TANI et al.
(1990) e AKIYAMA et al. (1973) verificaram que a adicdo de monofluoroacetato no
meio de fermentacdo proporciona um aumento na produtividade de acido citrico

devido a inibicdo competitiva da aconitase pelo monofluorocitrato, derivado do

monofluoroacetato.
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FIGURA 4.10. Concentracdo de acido citrico versus acido isocitrico.

Sendo este o primeiro trabalho realizado nesta linha de pesquisa no
Laboratério de Bioengenharia/FEA, o objetivo principal era estabelecer as
condigdes de produgéo do acido citrico, a metodologia analitica e avaliar os efeitos
principais da razéo C/N no rendimento do processo, sem a pretensao de otimizar as

condicdes do meio de cultivo e operacionais nesta primeira etapa.

A Tabela 4.2 apresenta os efeitos principais e de interagéo da razéo C/N nas
fases de crescimento e de producgdo nas respostas rendimento de &cido citrico e de
&cido isocitrico, e produtividade de &cido isocitrico. Observa-se que o aumento de
nitrogénio do nivel -1 (2,6 gL™" de NH.CI) para o +1 (5,4 gL de NH.CI) na fase de
crescimento provoca um aumento médio de 0,1380 gg”’ de &cido citrico, 0,2845 ag”
de &cido isocitrico e 0,0731 gL'h" na produtividade de &cido citrico. Na fase de
produg&o a variagéo do nivel -1 (0,5 gL™” de NH4CI) ao +1 (0,1 gL de NH,CI) indica
o mesmo comportamento. No entanto, é relevante salientar que neste caso a
concentragéo de nitrogénio do nivel —1 ao +1 é diminuida. Como era de se esperar

pelos resultados relatados na literatura, a diminuicao da concentragéo de nitrogénio
deveria causar o aumento do acido citrico.
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Os efeitos de interacdo entre as varidveis ndo apresentaram efeitos

estatisticamente significativos, sendo desconsiderados no modelo.

TABELA 4.2. Efeitos principais e de interacdo calculados para o Planejamento

Experimental na produgéo de acido citrico por Candida lipolytica ¥ 1095.

Rendimento dcido Rendimento acido Produtividade
Variaveis o 4 . L 4 .. L e
citrico (gg™) isocitrico (gg”) acido citrico (gL."h™)
Média Global 0,1186 0,3254 0,0540

CIN fase de crescimento 0,1380 (116.4%)  0,2845 (87,4%)  0,0731 (135,4%)
C/Nrase de produgso 0,1010 (852%)  0,1785(54,8%)  0,0398 (73,7%)

CIN crescimento * C/Nprodugao © 0,0320 (26,98%) 0,0915 (28,11%)  0,0088 (16,29%)

Valores entre parénteses correspondem a variagdo média em porcentagem nas respostas
em relagdo a media global.

) Efeitos estatisticamente nao significativos

A partir dos resultados obtidos do planejamento experimental é possivel
estabelecer um modelo de 1 ordem que descreva a tendéncia do processo atraves

da analise de superficie de resposta.

As equagdes que relacionam o rendimento de acido citrico e de &acido

isocitrico e produtividade de acido citrico em fungéo das variaveis codificadas s&o:
MNacido citrico = 0,1 186 + 0,0690 * (C/N)fase de crescimento + 0,0505 * (C/N)fase de produgédo (41)
1']écido isocitrico — 0,3254 + 0;1422 * (C/N)fase de crescimento + 0,0892 * (C/N)fase de produgédo (42)

Pécido citrico = 0,0540 + 0,0365 * (C/N)fase de crescimento + O,O1 99* (C/N)fase de produgao (43)

A validade dos modelos é verificada pela Analise de Variancia (ANOVA)

apresentada na Tabela 4.3.
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TABELA 4.3. Andlise da variancia para o ajuste de um modelo linear nos parametros pelo
método dos minimos quadrados.

Fonte de Soma Graus de Média F F

Modelo . e fe . .
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado

MNacido citrico

Regressdo 0,0292 2 0,0146 14,32 6,94
Residuos 0,0041 4 0,0010
Falta ajuste  0,0037 2 0,0018
Erro puro 0,0004 2 0,0002
6

Total 0,0333
% variago explicada (R%): SQr/SQr = 87,68
% maxima de variagdo explicavel: (SQr-SQep)/SQr = 98,84

Coeficiente de correlagdo: R = 0,936

T acido isocitrico

Regressao 0,1118 2 0,0559 15,12 6,94
Residuos 0,0148 4 0,0037
Falta ajuste  0,0111 2 0,0055
Erro puro 0,0037 2 0,0019
6

Total 0,1266
% variagao explicada (R%): SQr/SQr = 88,32
% maxima de variagdo explicavel: (SQr-SQep)/SQr = 97,06

Coeficiente de correlagdo: R = 0,940

P acido citrico

Regresséo 0,0069 2 0,0035 8,99 6,94
Residuos 0,0015 4 0,0004
Falta ajuste 0,0001 2 0,0006
Erro puro 0,0003 2 0,0002
Total 0,0085 6

% variagao explicada (R%): SQr/SQr = 81,81
% maxima de variagéo explicavel: (SQr-SQep)/SQr = 96,10
Coeficiente de correlagéo: R = 0,904
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O valor do teste F calculado foi comparado ao valor tabelado para a
distribuicdo F(5%) com os respectivos graus de liberdade (BARROS et al., 1995).
Verificou-se para o rendimento de &cido citrico que F(regresséofresiduos) = 14,32 &
maior que o0 Fogs.2 4 = 6,94, indicando que a regressdo é significativa ao nivel de
95% de confianca. Esta conciusdo aplica-se também para o rendimento do acido
isocitrico e produtividade de &cido citrico, como pode verificado pela analise do

valor de F.

As figuras 11 a, b e ¢ apresentam os valores observados (experimentais) em
fungéo dos valores previstos (modelo). Observa-se que o modelo de 1% ordem pode
prever razoavelmente o comportamento das respostas frente a variagdo nas

variaveis estudadas.
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A analise das superficies de respostas, como mostram as Figuras 4.12 e
4.13, vem confirmar que os maiores rendimento e produtividade de acido citrico séo
obtidos a alta concentragdo de nitrogénio na fase de crescimento (5,4 gL’ de
NH.C|) e baixa concentragéo na fase de produgéo (0,1 gL'1 de NH,CI), concordando
com os dados reportados na literatura que indicam a repressao catabdlica exercida

pelo nitrogénio na produgéo de acido citrico.

O rendimento do &cido isocitrico segue 0 mesmo comportamento do &cido
citrico, mas a inclinagdo da reta, como mostra a Figura 4.14, indica uma menor
influéncia da relacao carbono/nitrogénio na fase de produgdo, como verificado

anteriormente pela analise dos efeitos (Tabela 4.2).
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FIGURA 4.12. Rendimento de acido citrico em fun¢do da concentracdo de glicose/NH4CI
na fase de crescimento e produgdo. (a) superficie de resposta; (b) curvas
de contorno.
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5. CONCLUSAO

Os estudos realizados com a finalidade de verificar a influéncia da relagéo
carbono/nitrogénio na fase de crescimento e produgéo sobre o rendimento e a

produtividade de acido citrico e acido isocitrico, levaram as seguintes conclusdes:

-~ O crescimento microbiano ocorre enquanto nitrogénio estiver presente no meio,
sendo que o consumo de glicose diminui ap6s o esgotamento deste. Condigoes
prolongadas de deficiéncia de nitrogénio nesta fase provocam um decréscimo na

massa celular.

- A produgcdo de &cido citrico € favorecida sob condigbes de crescimento

estacionario.

- A baixa conversdo de glicose durante a fase de produgdo pode ser explicada

pelo baixo rendimento celular obtido na fase de crescimento.

— A concentracdo celular na fase de crescimento foi afetada pela converséo de
glicose para a formagdo de acidos citrico e isocitrico, € nao apenas para

crescimento e manutengao celular.

~ Os maiores rendimento e produtividade de acido citrico foram obtidos a alta
concentracdo de nitrogénio na fase de crescimento (5,4 gL' de NH4CI) e baixa
concentragdo na fase de producéo (0,1 gL' de NH.4CI), indicando a represséo
catabélica exercida pelo nitrogénio na produgéo de acido citrico.

~ Apesar da excregdo de acido isocitrico seguir o mesmo comportamento do acido
citrico, a influéncia da concentragdo de nitrogénio € menor sobre este quando

comparada com a exercida sobre a produgdo de acido citrico.

— A excrecdo de &cido isocitrico em relagéo ao acido citrico foi favorecido pela alta
atividade da enzima aconitase, indicando a falta de um composto para sua
inibicao.
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— Em todas as condigdes de ensaios uma grande quantidade de glicose residual foi

observada, indicando provavelmente inibicéo pelo substrato.
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Sugestbes para trabalhos futuros

6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

— Estudar condigbes operacionais € de cultivo que favorecam uma maior
concentracdo celular na fase de crescimento, inclusive a adigdo de oxigénio puro

nesta etapa.

— Verificar compostos que possam inibir a enzima aconitase, responsavel pela

conversao do acido citrico em acido isocitrico.

— Incluir num préximo planejamento experimental outros fatores que influenciam a
producéo de acido citrico, tais como concentragdo de fésforo, de nitrogénio, de
tiamina, de ferro, de monofluoroacetato, de oxigénio dissolvido, pH e

temperatura.

— Estudar o mecanismo de inibicdo pelo substrato propondo uma possivel

alternativa, como sistema em batelada alimentada.

— Estudar a viabilidade de um processo continuo com reciclo de células.
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APENDICE A

Curvas Padroes

(Glicose, Nitrogénio, Acido citrico, Acido isocitrico, e Massa seca)
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Apéndice A

1. Determinago de achcares redutores

As squactes que correlacionam a concentragio de glicose (gl.™!) e densidade

dtica utilizadas para determinar 0 consuma de agicar nas fermentages sdo:

concentracdo de agucar = coeficiente linear + coeficiente angular * densidade dtica

[glicose] = -0,116 + 4,064 * D.Q. r=0,990 Curva 1
{glicose] = -0,033 + 4,178 * D.O. r=10,998 Curva 2
fglicose] = 0,000 + 3,701 *D.C. r= 0,996 Curva 3
Iglicose] = 0,076 + 4,077 * D.O. r= 0,991 Curva 4
{olicose] = 0,142 + 3,527 * D.O. r=0,998 Curva 5
{glicose] = 0,034 + 3,197 * D.O. r=0,999 Curva 8
[glicose] = 0,074 + 2,890 * D.0O. r = 0,994 Curva 7

2. Determinacao de nitrogénic
As equaches utilizadas para determinac@o do consumo de nitrogénio nos
ensaios sao:

concertragdo de nitrogénio = coeficients linear + coeficiente angular * densidade dtica
[N} = 0,011 +0,528* .0, r=0,998 Curva i
[Ni=-0003+0523"D.0 r= 0,999 Curva 2

3. Determinagio de acidos citrico e isocitrico
Para quantificacdo de acido citrico e acido isocitrico utifizou-se as seguintas
curvas padroes;
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[4cido citrico] = 7,45*10°* 4rea do cromatograma - 5,28*10* R?=0,995

[acido isocitrico] = 3,78*10°* area do cromatograma - 2,75*10° R?= 0,998

As Figuras A1 e A2 ilustram o tempo de retengdo na coluna e o perfil dos
espectros de absorgéo no refratdmetro das solugdes padrdes individuais de acido
citrico e acido isocitrico e na Figura A3 esta representado o cromatograma para uma

solugéo padréo de glicose, acido citrico e acido isocitrico.
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FIGURA A1: Cromatograma de solugdo padréo de acido
citrico (1 gL™"). Coluna Bondesil NH,; fase

mével solucdo de acido sulfurico e acido
acético pH 2,5; fluxo de 0,3 mLmin™.
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FIGURA A2: Cromatograma de solugdo padrdo de acido
isocitrico (2 gL™). Coluna Bondesil NH,; fase
moével: solucdo de acido sulfurico e acido
acético pH 2,5; fluxo de 0,3 mLmin™.
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FIGURA A3: Cromatograma de solugdo padrdo 0,4 gL de
acido citrico, acido isocitrico e glicose. Coluna
Bondesil NH,; fase moével solugdo de acido

sulfurico e acido acético pH 2,5; fluxo de
0,3 mLmin™.

4. Determinagao da massa seca (MS) produzida

A equacdo que correlaciona a concentragdo de massa seca (gL”) e

densidade ética utilizada para determinar o crescimento do microrganismo nas
fermentacdes é:

MS = coeficiente angular D.O. + coeficiente linear

MS =1,272*D.O. - 0,092 r=0,997
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Tabelas de Resultados dos Ensaios do Planejamento Experimental
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Tabela B1: Resultados referentes ao ensaio 1.

Tempo Concentragdes (gL™) v
(h) glicose massaseca nitrogénio acido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 0,722 0,00 0,00
24 26,65 0,48 0,620 0,39 9,05 98
48 14,09 1,24 0,059 0,56 9,24 89
51 9,11 1,46 0,014 1,13 6,79
54 8,26 1,45 1,00 6,09
58 7,68 1,81 1,09 6,35
61 7,61 1,85 1,10 6,28
63 7,08 2,02 1,17 6,37
72 130,94 2,00 1,74 6,55 95
96 113,31 3,09 2,04 7,79 94
120 110,84 3,75 2,18 7,94 94
144 107,31 4,54 2,61 8,21 96
168 91,80 4,41 2,79 11,68
192 91,64 2,80 2,68 8,79
216 89,24 3,23 2,83 10,84 95
Tabela B2: Resultados referentes ao ensaio2.
Tempo Concentragdes (gL™") v
(h) glicose massaseca nitrogénio &cido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 1,409 0,00 0,00
24 24,84 0,65 1,261 1,85 9,94 97
48 1,82 2,19 0,934 2,78 12,00 91
50 0,34 2,39 0,392 3,07 13,22
72 117,01 3,58 0,049 3,85 17,25 94
96 97,97 3,79 0,013 7,30 22,00 89
120 91,26 4,28 10,15 30,10 89
144 72,77 4,42 11,75 31,20 92
168 61,59 4,39 13,90 33,05
192 61,59 2,99 15,80 37,90
216 50,03 3,00 16,70 37,70 90
 —
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Apéndice B

Tabela B3: Resultados referentes ao ensaio 3.

Tempo Concentragées (gL™) v
(h) glicose massa seca nitrogénio acido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 0,703 0,00 0,00
24 28,76 0,47 0,702 1,00 5,24 98
48 22,18 1,38 0,173 0,54 3,18 97
54 12,62 1,52 0,031 0,97 4,69
57 10,73 1,32 0,025 1,13 447
67 8,26 1,15 0,023 1,62 5,04
72 6,76 1,07 0,023 1,74 5,40 72
96 149,68 1,60 2,25 12,90 85
120 108,37 0,90 3,05 13,30 83
144 102,02 0,44 4,40 14,25
168 99,73 0,35 6,15 16,85 96
192 88,97 0,29 8,15 17,35
216 85,80 0,30 9,55 19,45 84
Tabela B4: Resultados referentes ao ensaio 4.
Tempo Concentragoes (gL") v
(h) glicose massa seca nitrogénio &cido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 1,676 0,00 0,00
24 28,68 0,63 1,467 2,19 11,89
48 5,86 1,77 0,664 2,67 13,11 90
52 4,03 1,97 0,619 2,90 13,17
54 3,36 1,74 0,487 3,32 14,99
72 162,33 2,86 0,052 3,00 12,95 94
96 111,90 3,02 0,014 6,00 19,65
120 105,37 3,30 8,00 20,20 86
144 102,90 2,85 9,75 21,70
168 93,91 3,02 11,70 26,30 88
192 91,97 2,85 21,20 49,95
216 79,98 2,93 27,15 58,25 88
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Apéndice B

Tabela B5: Resultados referentes ao ensaio 5.

Tempo Concentragbes (gL") v
(h) glicose massa seca nitrogénio acido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 0,933 0,00 0,00
24 29,26 0,33 0,869 2,00 7,95 97
48 6,98 2,55 0,279 1,81 8,37 97
52 6,37 2,65 0,00 0,00
54 5,21 2,78 0,157 2,21 8,72
57 4,06 2,66 0,142 2,51 12,38
58 3,67 2,37 0,136 2,50 8,88
72 158,04 2,91 0,010 6,15 26,95
96 137,25 3,73 9,25 28,95

120 129,30 4,00 9,15 28,35 89
144 128,08 4,18 3,30 29,75 85
168 117,07 410 0,00 0,00
192 106,47 4,08 410 29,25 86
216 100,15 4,65 6,40 30,75

Tabela B6: Resultados referentes ao ensaio 6.

Tempo Concentragoes (gL™) v
(h) glicose massa seca nitrogénio acido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 0,942 0,00 0,00
24 32,45 0,35 0,860 1,65 7,84 97
48 6,98 2,88 0,172 1,69 7,81 96
52 3,40 2,88 0,101 1,87 8,31
54 2,57 2,84 0,083 1,85 9,48
72 161,30 3,89 0,004 1,35 22,75
96 100,69 447 0,001 2,60 24,60

120 96,65 5,03 6,90 32,75 92
144 87,08 519 7,00 28,70 91
168 84,09 5,10 8,30 29,90
192 72,43 5,20 9,35 32,75 87
216 68,25 5,21 11,75 41,40
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Tabela B7: Resultados referentes ao ensaio 7.

Tempo Concentragdes (gL™) v
(h) glicose massa seca nitrogénio acido citrico acido isocitrico (%)
0 30,00 0,00 1,007 0,00 0,00
24 27,67 0,56 0,933 0,84 8,95
48 12,72 0,90 0,308 1,09 8,56 90
52 8,49 1,28 0,280 1,43 8,22
54 8,47 0,98 0,255 1,44 8,57
56 8,00 0,99 0,260 1,52 9,14
58 7,68 1,42 0,235 1,56 9,88
60 6,74 1,65 0,233 1,59 8,64
72 160,04 1,11 0,075 0,80 12,45 94
96 122,48 1,93 0,000 1,60 14,15

120 114,54 2,00 3,05 15,45
144 113,84 2,04 4,15 17,25
168 111,45 1,86 4,85 18,95 88
192 107,57 2,24 5,85 23,05
216 107,57 2,39 7,45 22,00 86
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FIGURA C1. Cromatograma relacionado ao ensaio 01: (a)
96h de fermentagdo; (b) 216h de
fermentacgo. Diluicdo das amostras: 1/25;
Coluna Bondesil NH,; fase mével solugdo de
acido sulfarico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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FIGURA C2. Cromatograma relacionado ao ensaio 02:
(a) 96h de fermentagdo; (b) 216h de
fermentac&o. Diluicdo das amostras: 1/100;
Coluna Bondesil NH,; fase moével solugdo de
acido sulfurico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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FIGURA C3. Cromatograma relacionado ao ensaio 03:
(a) 96h de fermentagdo; (b) 216h de
fermentagdo. Diluicdo das amostras: 1/100;
Coluna Bondesil NH;; fase movel solugao de
acido sulfirico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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FIGURA C4. Cromatograma relacionado ao ensaio 04:
(@) 96h de fermentagéo; (b) 216h de
fermentagdo. Diluigdo das amostras: 1/100;
Coluna Bondesil NHy; fase moével solugéo de
acido sulfurico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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FIGURA C5. Cromatograma relacionado ao ensaio 05:
(@) 96h de fermentagdo; (b) 216h de
fermentacdo. Diluicdo das amostras: 1/100;
Coluna Bondesil NH,; fase mével solucéo de
acido sulfurico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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FIGURA C6. Cromatograma relacionado ao ensaio 06:
(@) 96h de fermentagdo; (b) 216h de
fermentagdo. Diluigdo das amostras: 1/100;
Coluna Bondesil NH,; fase movel solugdo de
acido sulfurico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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FIGURA C7. Cromatograma relacionado ao ensaio 07:
(a) 96h de fermentagdo; (b) 216h de
fermentagdo. Diluigdo das amostras: 1/100;
Coluna Bondesil NH,; fase movel solugéo de
acido sulfurico e acido acético pH 2,5; fluxo
de 0,3 mLmin™.
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