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Resumo

O acido citrico (2-Hidroxi-1,2,3 &cido propano ftricarboxilico) € o principal
constituinte das frutas citricas. Com o emprego de técnica de processos
microbiolégicos foi possivel obter esse acido por fermentag@o, reduzindo-se o
custo de obtencdo e possibilitando um grande aumento do uso em escala
industrial, o que o diferencia de outros produtos que previamente foram
elaborados por métodos microbiologicos e atualmente se produzem por via
quimica. Atualmente o acido citrico € um dos mais importantes acidos organicos
produzidos por via microbiana. Sozinho, ele representa cerca de 60% do mercado
de acidulantes nas industrias de alimentos. No entanto, seu prego bastante
elevado se deve, principalmente, ao fato de que sua produgéo industrial € feita por
Aspergillus niger, um fungo que tem um tempo de fermentagao muito grande,
geralmente maior do que sete dias. Uma alternativa a esse método de producao é
a utilizagdo de leveduras em lugar dos fungos, o que tornaria o processo
fermentativo mais atrativo economicamente devido as maiores facilidades
operacionais (processo continuo e com reciclo de células, por exemplo). Verificou-
se que leveduras do género Candida tém uma taxa de producao de acido citrico
semelhante aos fungos. A maior desvantagem da levedura € a produgao
simultanea de altos teores de acido isocitrico, um produto com baixo valor
comercial. A excrecdo de acido isocitrico pode ser controlada através da
manipulagao dos meios de cultura e das condigoes de agitacao e aeragao. Neste
trabalho foi realizado um planejamento experimental 22 com trés ensaios no ponto
central analisando-se as variaveis agitagao e aeragao estudadas numa faixa de
460 a 740 rpm e 0,4 a 0,9 vvm, respectivamente. A relacao de acido citrico :
isocitrico foi de 1 : 1, e as analises ndo revelaram nenhuma significancia das
variaveis na faixa estudada. Além da variagdo das condigdes operacionais do
processo, também foram estudadas fontes alternativas de carbono e nitrogénio
para o crescimento celular e também para a produgao de acido citrico. Como

alternativa a glicose, foram utilizados melago de cana e sacarose, € em

xi



substituicdo ao NH4C| foram utilizados agua de maceracao de milho, sulfato de
amonia e uréia. Os testes preliminares indicaram que a agua de maceragao de
milho combinada com o melago apresenta um bom crescimento celular, mas
afetam significativamente a produgéo de &cido citrico, levando esta a niveis muito

baixos.
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Summary

Citric acid (2-hydroxy-1,2,3-propane tricarboxylic acid) is found in many citric fruits.
Using microbiological techniques it has been possible to obtain this acid by
fermentation using Aspergillus niger, increasing its industrial application,
differencing of others products previously obtained by microbiological process and
actually obtained by chemical method. Today, citric acid is one of the most
important organic acids produced by microbiological technique, responding for
60% of the total acidulant used in food industries. Indeed, it is a very expensive
product, especially because the long fermentation time required, more than seven
days. A alternative method is to use yeasts instead of fungi in the fermentative
process, reducing the citric acid cost due to the fact that it is easier to operate
when compared to another using fungi. Yeasts belonging to the genus Candida
have citric acid production rates similar to fungi. However, the yeasts produce
simultaneously isocitric acid, depending on the culture conditions. In this work an
Experimental Design 22 with 3 central points was accomplished, changing the
agitation (from 460 to 740 rpm) and the aeration (from 0.4 to 0.9 vwm). The ratio
citric : isocitric acid found was about 1 and the statistical analysis showed no
significant effect of this variables in the ratio studied. Besides, alternative sources
of carbon and nitrogen, such as sugar cane molasses and sucrose (carbon source)
and urea, (NH4),SO,4 and corn syrup (nitrogen source), were studied. The results
showed that sugar cane molasses combined with corn syrup present a high cellular

growth but interfere in the citric acid production phase.
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1. Introducao

Atualmente a produg¢ao mundial de acido citrico supera anualmente as
800.000 toneladas (CARGILL BRASIL, 2000), sendo que seu consumo aumenta
em cerca de 3,5 a 4,0% ao ano (Quimica e Derivados, 1997). Os maiores
produtores sdo os Estados Unidos e a Europa e quase toda a producao é feita por
via microbiolégica. Do total de acido citrico produzido, 70% € consumido pela
industria de alimentos e representa cerca de 60% do mercado total de acidulantes
e, do restante, cerca de 18% sao utilizados na industria farmacéutica (MATTEY,
1992).

O acido citrico & encontrado de forma abundante na natureza, pois
resulta do metabolismo que ocorre naturalmente nos ciclos energéticos de todos
os organismos vivos (BLAIR et al, 1993). O fato de o acido citrico ser muito
utilizado na indastria de alimentos € devido as suas caracteristicas, tais como
baixa toxicidade, palatabilidade e por ser faciimente assimilavel pelo organismo.
Também é utilizado, juntamente com os seus sais, como tampao no preparo de
compotas, geléias e gelatinas e também como estabilizante em varios produtos
alimenticios (ROHR et al, 1983).

Devido ao seu poder seqiestrante e poder efervescente, € muito
utilizado na indastria farmacéutica. Ao se combinar com carbonatos e
bicarbonatos forma sais como o citrato trissédico, que é utilizado para preservar o
sangue e como substituto de fosfato em detergentes. O acido citrico também é
utilizado na limpeza de instalagdes industriais, pois possui baixo poder de ataque
a superficie de agos especiais e possui a capacidade de agregar metais. Devido a
sua grande demanda comercial, & interessante que se estude a possibilidade e
viabilidade de produgédo do acido citrico de forma mais barata e eficiente que a
forma atual, substituindo as culturas de fungos por culturas de leveduras,
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aumentando a produtividade e minimizando os custos.

O acido citrico & considerado “GRAS” (Generally Recognized as Safe),
ou seja, reconhecido como seguro para o uso em alimentos e € o principal
acidulante usado em bebidas, como refrigerantes, chas, vinhos, sucos, pé para
refrescos e isotonicos (BRADLEY et al, 1992).

O aumento do uso do &cido citrico em escala industrial deveu-se a
diminuicao do custo de obtengéo. Essa diminuig&o foi possivel com o emprego da

microbiologia e a consequiente produgao do &cido por fermentagao.

Varios fungos sdo capazes de produzir o &cido citrico. Normalmente
sdo utilizadas algumas variedades de Aspergillus niger para sua produgao. Esse
processo, apesar de ser bastante atrativo, ainda € muito caro, pois requer um

tempo muito grande de fermentagéo para a obtengao do acido citrico.

Muitos estudos tém mostrado que leveduras do género Candida podem
produzir acido citrico em quantidades apreciaveis. As leveduras apresentam ainda
algumas vantagens em relagdo aos fungos, como maior tolerancia a altas
concentragbes de substrato, maior taxa de convers@o, maior produtividade e
permitem um maior controle do processo por serem de natureza unicelular
(MATTEY, 1992).

As leveduras, no entanto, tém o inconveniente de produzir,
simultaneamente ao acido citrico, o acido isocitrico, um subproduto indesejavel.
Ndo existe nenhuma referéncia a produgao de &cido isocitrico por Aspergillus
niger, embora os padroes puros (Sigma) de origem flngica utilizados como
padroes cromatograficos em nossos experimentos indicaram a presenca de 10%
desse acido. A razao de produgao de acido citrico : acido isocitrico por leveduras
pode variar de 1: 1 a 20 : 1 (esta conseguida com leveduras do género Candida).

2



Esta variacdao deve-se ao tipo de levedura utilizada, fontes de carbono,

concentragao de micronutrientes, agitagdo, aeragdo, temperatura etc (RANE &
SIMS, 1993).

O desenvolvimento de uma tecnologia nacional na produgcio de acido
citrico € muito importante, pois podera ser uma grande alternativa para as
industrias de alcool e agucar. A produgéo de acido citrico pelo fungo Aspergillus ja
foi muito estudada e encontra-se farto material na literatura sobre esse assunto.
No entanto, nota-se uma crescente demanda de estudos sobre a produgéo de
acido citrico por leveduras, devido a maiores vantagens de se trabalhar com
leveduras ao inves de fungos. Estes estudos revelam que a Candida lipolytica Y
1095 sobressaiu-se em relagdo as outras leveduras, apresentando uma melhor
produtividade (RANE & SIMS, 1993).

Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da agitagéo e
aeracdao na fase de produgdo de acido citrico, bem como o estudo de fontes
alternativas de carbono (melago de cana de aglcar e sacarose) € nitrogénio
(uréia, sulfato de amoénio e agua de maceragdo de milho) nas fases de

crescimento celular e produgéo de acido citrico.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Generalidades

A producgao biolégica de acidos organicos € amplamente utilizada em
escala industrial, sendo limitada a acidos de origem microbiana e apresenta

vantagens econdmicas sobre a sintese quimica destes compostos (MATTEY,
1992).

Quando se decide o acido a ser empregado em um alimento, deve-se
levar em conta primeiramente seu custo e funcionalidade, seguidos da facilidade
de manuseio e estocagem, propriedades de modificacdo de sabor, efeitos
sinérgicos com outros acidos ou outros componentes do alimento (GOLDBERG et
al., 1991). A sobrevivéncia das companhias produtoras de acido depende muito do
baixo custo de produgdo por se tratar de um mercado de pregos bastante
suscetivel, com uma ligeira margem de lucro, aumento constante do numero de
companhias produtoras, expansao da produgédo pelas ja existentes e constante
aumento de produtos sintetizados quimicamente. Devido a esse quadro, deve-se
buscar uma otimizacao da fermentagao no que diz respeito ao rendimento (moles
de acido produzido por moles de carbono utilizado), produtividade (gramas de
acido produzido por litro de caldo de fermentagao por hora) e concentragao final
de 4acido (gramas por litro) obtido (SOLDBERG et al., 1991).

Cerca de 70% do total de acido citrico produzido & utilizado na industria
de alimentos e, do restante, cerca de 18% utilizado na industria farmacéutica e
outras. Seu emprego representa 55-65% do mercado total de acidulantes, contra
20-25% do acido fosforico e 5% que corresponde ao acido malico. O motivo do

acido citrico ser tao utilizado na industria de alimentos se deve ao fato de possuir
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sabor acido agradavel, baixa toxicidade, facilidade de manuseio, estocagem e

assimilagao pelo organismo (MATTEY, 1992).

Seu uso depende de trés propriedades: acidez, sabor e formacao de

sal. As aplicagbes sdo resumidas na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Aplicagées do acido citrico (MATTEY, 1992)

Tipos de Industria

Propriedades Utilizadas

Alimentos: Bebidas; Acidulante, Flavorizante;
Geléias, Compotas e Acidulante, Flavorizante;
Conservas;
Oleos e Gorduras; Antioxidante
Alimentos Congelados Antioxidante
Farmacéutica: Produtos Efervescentes; Acidulante, Flavorizante;
Preparados de Vitaminas; Antioxidante;
Anticoagulantes; Seqiiestrante, Tamponante;
Preparados de Ferro; Formacao de Sal;
Cosmeéticos Tamponante, Antioxidante;
Outros: Limpeza (metais) Sequestrante;
Detergentes; Sequestrante, Tamponante;
Reagentes Fotograficos Tamponante

Em 1826 comegou na Inglaterra a produgéo comercial de acido citrico a
partir do citrato de calcio preparado do suco de lim&o, importado da Italia. Criou-se
entdo uma espécie de monopélio, o que resultou num produto caro. Outras fontes
de obtencao de acido citrico comegaram entdo a ser pesquisadas, como por via
quimica e microbiolégica (MATTEY, 1992).

Em 1893, WEHMER foi o primeiro a observar a presenga de acido
citrico como um subproduto de oxalato de calcio produzido por uma cultura de
Penicillium glaucum fermentando aglcar (citado por ROHR et al, 1983).
Posteriormente conseguiu isolar variedades de fungos mas, devido a problemas
de contaminacdo e duragdo da fermentagdo, nao foi possivel transferir para a
pratica industrial (ROHR et al., 1983).



Em 1913, ZAHOROSKY obteve a patente de produgéo de acido citrico
usando Sterigmatocystis nigra (Aspergillus niger) (citado por ROHR et al., 1983).

CURRIE, em 1917 (citado por ROHR et al.,, 1983), ao detectar uma
variedade de Aspergillus niger que podia acumular uma quantidade significativa de
acido citrico a partir de um meio composto de agucar, abriu caminho para a
producéo industrial. O autor determinou que altas concentragdes de agucar eram
favoraveis para a 6tima produgao e que altos rendimentos eram atingidos quando
o desenvolvimento do micélio era limitado (ROHR et al., 1983).

A primeira planta industrial a produzir acido citrico com sucesso foi
erguida na Bélgica em 1919. Depois dessa, em 1923, na cidade de New York, foi
erguida a planta da Pfizer, baseada no trabalho desenvolvido por CURRIE (ROHR
et al., 1983).

O desenvolvimento da cultura submersa ocorreu somente em 1940,
sendo que a produgdo de acido citrico era feita, inicialmente, em cultura de
superficie (MATTEY, 1992; ROHR et al., 1983).

Somente em 1965 foi observado que leveduras, principalmente do
género Candida, produziam quantias consideraveis de acido citrico e isocitrico
crescendo em meio de carboidratos e, posteriormente, em n-alcanos (MATTEY,
1992: ROHR et al., 1983). Mais tarde descobriu-se que esses microrganismos
produziam 4&cido citrico a partir de glicose e outras fontes de carbono
semelhantes. Apesar deste fato ter despertado novas investigagdes para utilizagao
industrial, ainda hoje culturas de Aspergillus niger com carboidratos como
substrato sdo as praticas dominantes para a obtengdo do acido citrico (ROHR et
al., 1983).



E utilizado como agente sequiestrante em processos industriais e como
um preservativo anticoagulante do sangue, devido a capacidade de formar sais e
complexar metais como ferro, cobre, manganés, magnésio e calcio. O acido citrico
e utilizado tambéem como antioxidante em o6leos e gorduras, reduzindo a oxidagao
catalisada por metais como ferro, atuando como agente quelante (MATTEY,
1992).

Atualmente no Brasil, o consumo de acido citrico € de 48 kg/hab/ano,
enquanto que nos Estados Unidos esse valor chega a 240 kg/hab/ano (REVISTA
CARGILL, 2000).

2.2. Propriedades

O acido citrico, quimicamente, € 2-Hidroxi-1,2,3 acido propano tricarboxilico.
Ocorre em duas formas estaveis: acido citrico mono-hidratado (CgHgO7.H,0) e
acido citrico anidro (C¢HgO-). Apresenta-se como cristais translicidos e incolores,
ou como p6 granular fino e branco. E inodoro e com agradavel sabor acido.
Cristaliza-se em solugbes aquosas quentes e concentradas e solubiliza-se em
agua e etanol (MATTEY, 1992). Possui trés pK's, que, a 20 °C, apresentam os
seguintes valores: pK; = 3,14, pK; = 4,77 e pK3 = 6,39. A estrutura do &cido citrico
esta apresentada na figura 1 (BLAIR et al 1993).

Hp — fE; — COOH
C6H807 <+—» HO "‘Cl —COOH
Ho—C— COOH

o PM.—18212

Figura 3.1. Estrutura do acido citrico




2.3. Mecanismo de Acumulo de Acido Citrico

No ciclo do acido citrico, o acetato é oxidado a duas moléculas de 6xido
de carbono. Através de uma série de reagées, o acetato forma uma molécula de
citrato. Este & metabolizado, o que resulta na formagao de o-cetoglutarato, que

depois € transformado em oxalacetato via fumarato (MILSON, 1987).

Para a formagao de acido citrico, algumas enzimas desempenham um
papel chave. Nos fungos essas enzimas s@o a aconitase e isocitrato
dehidrogenase e, nas leveduras, a aconitase, responsavel pela produgao de acido
isocitrico (KAPOOR et al., 1982; ROHR et al., 1983). A adi¢do de Ferro (Fe™)
diminui o acumulo de citrato e aumenta o de isocitrato, pois aumenta a atividade
da aconitase. Em leveduras, a diminuigdo na concentragdo de ferro provoca uma

inibicdo da aconitase e um acimulo de citrato (KAPOOR et al., 1982).

ROUKAS, em 1991, afirmou que o aumento da agitagéo resulta num
aumento da atividade enzimatica e acumulagao de acido citrico por Aspergillus
niger ATCC 9142, diminuindo a atividade de citrato sintetase e aumentando a

atividade de aconitase e isocitrato dehidrogenase.

Um esquema de conversao da glicose em acido citrico esta
representado na figura 3.2 (BRADLEY et al, 1992).
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Figura 3.2. Conversao da Glicose em Acido Citrico

Foram analisados os caminhos metabdlicos de produgao de acido
citrico por Candida lipolytica considerando-se trés modelos. O modelo mais
plausivel foi o que coordena a carboxilagdo do piruvato com o ciclo do acido
tricarboxilico, ignorando o ciclo glioxilato (AIBA & MATSUOKA, 1979).

2.4. Cinética da Fermentacao

Segundo GADEN (1955) o acumulo de acido citrico por Aspergillus
niger se da em duas fases distintas: numa primeira fase, onde o meio se encontra
suprido de nitrogénio ocorre um crescimento celular sem que ocorra um acumulo
de acido citrico, enquanto que, num segundo momento, com o meio limitado em
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nitrogénio, o crescimento celular é praticamente nulo e o acido citrico & excretado
em grande quantidade.

As cinéticas de crescimento e de produgdo de Aacido citrico por
Saccharomycopsis lipolytica D 1805 tendo glicose como substrato num
fermentador de tanque agitado foram estudadas por BRIFFAUD & ENGASSER
(1979). Foi verificado que a fase de crescimento exponencial termina com o
esgotamento do nitrogénio amoniacal do meio e ocorre apdés uma fase lag de
poucas horas. A produgao de acido citrico iniciou apés 20 horas de fermentacao
em que o nivel de nitrogénio no meio encontrava-se muito baixo. Na fase de
produgéo, o consumo de oxigénio se manteve constante, mas constatou-se ser

menor do que na fase de crescimento celular.

Foram observadas mudangas morfolégicas nas células de Candida
lipolytica Y 1095 em fungéo do tempo de fermentagdo em sistemas com reciclo de
células. Num tempo inferior a 300 horas as células se apresentaram em forma
esférica para elipsoidal, enquanto em estagios posteriores tornaram-se alongadas
e depois filamentosas (RANE & SIMS, 1995).

2.5. Microrganismos

Devido ao fato de o acido citrico ser um produto do metabolismo
primario, ndo é excretavel em quantidades apreciaveis em condigées naturais. Por
este motivo, uma excrecdo apreciavel deveria ser considerada como uma
irregularidade do metabolismo, causada por mutagdes genéticas, ou por
desigualdades metabdlicas drasticas. Assim, somente alguns microrganismos
produzem o acido citrico em quantidades apreciaveis - fungos e leveduras em
meio de fermentagao sob determinadas condi¢cdes (ROHR ef al., 1983).
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E importante que se busque uma alternativa ao processo fermentativo
tradicional que emprega culturas de Aspergillus niger para a produgao de acido
citrico. Este processo, apesar de ser amplamente utilizado, apresenta alguns
problemas, como a degeneracao do acido citrico depois de um determinado
periodo de tempo, €, mais importante, a necessidade de um longo periodo de
fermentagao para produgao de quantidades apreciaveis de produto (maior do que
sete dias), o que acaba por encarecé-lo (GUTCHO, 1973).

Algumas variedades de leveduras do género Candida tém capacidade
de produzir quantidades apreciaveis de acido citrico em fermentacao aerdbia em
meio aquoso de carboidratos sem, no entanto, serem tao eficientes como as
variedades produtoras de Aspergiflus niger (GUTCHO et al., 1973). A vantagem
do uso de leveduras sobre fungos esta na capacidade destas em suportar grandes
concentragdes de substrato, taxa de conversdo mais rapida, uso de melago de
grau bruto sem prévio tratamento devido a insensibilidade de ions presentes
nesse meio e permitir um melhor controle do processo fermentativo por serem as
leveduras de natureza unicelular. Outra grande vantagem do uso de leveduras &
que estas permitem o desenvolvimento de um processo continuo de fermentacao
(MATTEY, 1992; MILSON, 1987).

Outro fator de consideravel importancia no processo fermentativo por
leveduras é a facilidade em se conseguir um melhoramento genetico desses
microrganismos aumentando assim a sua produtividade e também em resistir a
longas e continuas operagdes numa alta velocidade de converséo sob elevadas
condicdes aerébicas (SHAH et al., 1993).

No entanto, as leveduras apresentam uma desvantagem em relagao
aos fungos, que é a producdo simultanea de acido citrico e isocitrico, este ultimo
um subproduto indesejavel. A taxa de acido citrico : acido isocitrico varia entre 1:
1 a 20 : 1. Esta variagao esta relacionada com o tipo de microrganismos, fonte de
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carbono, aeragao, temperatura, pH e concentragdo de micronutrientes. Diversas
variedades de leveduras sao utilizadas para a produgéo de acido citrico, porém as
espécies de Candida sao as mais utilizadas em estudos para a produgao de acido
citrico. A producao de acido citrico foi avaliada utilizando-se quatro tipos de
levedura (Candida lipolytica Y 1095, Yarrowia lipolytica Y 7576, Candida
guillermondii Y 488 e Saccharomycopsis lipolytica DRL 99) em batelada. Os
resultados obtidos mostraram que a variedade Candida lipolytica Y 1095 pode
apresentar rendimentos comparaveis aos obtidos com Aspergillus niger em cultura
em batelada (RANE & SIMS, 1993). Em 1994 os mesmos pesquisadores
obtiveram uma taxa de acido citrico : isocitrico da ordem de 13 : 1 para Candida
lipolytica Y 1095, um resultado muito melhor do que os conseguidos com
variedades selvagens de leveduras.

2.6. Matéria-prima

Para a produgao comercial de acido citrico tém-se empregado diversas
fontes de carboidrato, como materiais feculentos, melago e hidrocarbonos (ROHR
et al., 1983). Os fatores que determinam qual o material a ser utilizado s&o o seu
custo e também os pré-tratamentos que este material venha a requerer para poder
ser utilizado (MATTEY, 1992). A utilizagdo de melago de diferentes origens causa
uma diferenga consideravel na produgdo de acido citrico. A concentragao de
agucares em melago deve ser diluida para cerca de 15 a 20 % e o seu pH
ajustado para cerca de 5,5 a 6,5 (KAPOOR et al., 1982). Tem-se verificado que
melaco de beterraba apresenta um rendimento maior na produgéo de acido citrico
do que o melago de cana, devido ao fato deste possuir tragos de metais que
retardam a sintese de acido citrico (GREWAL & KALRA, 1995). Para a produgao
de acido citrico por leveduras, tem-se utilizado uma variedade de substrato que
incluem glicose, acetato, hidrocarbonos, melagos, alcoois, acidos graxos e oleos

naturais. Verificou-se, porém a produgdo simultanea de acido isocitrico, o que
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acabou por conduzir a tentativas de desenvolvimento de espécies mutantes que
acumulem somente acido citrico (KAPOOR et al., 1982).

2.7. Condigodes de Cultivo

O processo fermentativo para produgéo de acido citrico compreende dois
estagios, um de crescimento e outro de produgdo. Para se desenvolverem, os
organismos necessitam de micronutrientes como carbono, nitrogénio, fosforo,
enxofre e ainda, no caso de produgéo de acido citrico, adigao de varios elementos
para a produgéo do mesmo (KAPOOR et al., 1982). O rendimento de acido citrico
esta relacionado diretamente com a concentracéo destes elementos. O processo

fermentativo também ¢é influenciado por outros fatores, como aeragéo, temperatura
e pH (GREWAL & KALRA, 1995).

2.7.1. Fontes de Carbono

Geralmente, os acucares representam a fonte de carbono mais
facilmente metabolizada por microrganismos. A glicose ou sacarose sd@o 0s
acucares mais utilizados. Para Aspergillus niger, a quantidade inicial de agucar
tem se mostrado como fator determinante na quantidade de acido citrico
produzido, bem como também na produgao de outros acidos organicos. Estudos
demonstraram que a natureza da fonte de agucar empregada influencia a
atividade enzimatica e a produgéo de acido citrico. Diferentes fontes de carbono
podem ser utilizadas para a produgao de &cido citrico por leveduras, dentre elas
podem ser citados n-parafinas, ¢leos naturais, acidos graxos, glicerol, etanol,
glicose, sacarose e lactose. Essas fontes de carbono oferecem resultados
diferentes dependendo da variedade de levedura com a qual se esta trabalhando
(MATTEY, 1992).



2.7.2. Fonte de Nitrogénio

O nitrogénio é fornecido, geralmente, na forma de sulfato de aménio,
extrato de levedura ou nitrato. Segundo MATTEY (1992), a concentragao ideal de
nitrogénio varia de 1 a 3 g/L, e a adigao de quantidades maiores provavelmente
nao & economicamente viavel. Outros estudos mostraram que a producao de
acido citrico por Candida sp. Y-1 e sua mutante Candida MA92 diminui
rapidamente com o aumento da concentragao de nitrogénio. A produgao de acido
citrico por leveduras ocorre somente sob condigbes limitadas de nitrogénio, na

qual a reproducao e o crescimento celular sdo eliminados.

Foi verificado também que culturas de Candida lipolytica Y 1095
permaneceram estaveis por aproximadamente 600 horas em um fermentador com
reciclo de células. Isto indica que a levedura é capaz de suportar as deficiéncias
de nitrogénio requeridas para a produgao de acido citrico, e que é resistente aos
impactos mecéanicos requeridos para o bombeamento no reciclo de células (RANE
& SIMS, 1995).

Estudos recentes realizados no Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos da Unicamp mostraram que a quantidade ideal de NH4CI para o
crescimento celular € 1,0 g/L, enquanto que para o extrato de levedura, a
quantidade ideal & 5,0 g/L (COSTA, 2000).

2.7.3. Fonte de Fosforo

Outro importante fator na produgdo de acido citrico diz respeito a
presenga de fosfato no meio de fermentagdo. Altas concentragoes de fosfato
aumentam o crescimento celular e diminuem a produgdo de &cido citrico
(GREWAL & KALRA, 1995). Nao existem muitos estudos a respeito, mas a
concentracdo 6tima de fosfato no meio provavelmente se encontra entre 1 e 2,5

g/L (MATTEY, 1992). Estudos ainda ndo publicados, realizados no Laboratorio de
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Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Unicamp dao conta de que a concentracao ideal de fosfato se encontra na faixa de
0,2 a 0,5 g/L. Através de um Planejamento Fatorial Fracionado (COSTA, 2000),
verificou-se que para o meio de pré-fermentagdo e de crescimento a variagdo de
0,2 a 1 g/L de fosfato de potassio nao teve nenhum efeito significativo na produgéao
de células. Assim, em termos econémicos a concentracao de 0,2 g/L deste sal é a
mais adequada.

2.7.4. pH de Fermentagao

O pH é extremamente importante para a produgao de acido citrico.
Valores baixos de pH conduzem a formacao de acido citrico, enquanto que
valores mais elevados levam a formagao de acido oxalico e glucénico (ROHR ef
al., 1983). Geralmente, a faixa de pH varia entre 1,5 e 8,0 em se tratando de
leveduras, sendo que o 6timo se localiza na faixa entre 2,0 e 7,0 (GUTCHO,
1973). A produgao de biomassa nédo sofreu alteragao para um pH entre 2,4 e 4,8
em fermentagéo de &cido citrico por leveduras do género Candida (RANE & SIMS,
1993). Estes mesmos pesquisadores conseguiram resultados bastante
satisfatorios em fermentacdo conduzida a pH 5,5 e que foi utilizado em nosso
trabalho.

2.7.5. Aeragao e Agitagao

A producéo de acido citrico € estimulada por um aumento na aeragao
em fermentacdo submersa. O efeito na produgdo de acido citrico quando se
interrompe a aeracdo depende da fase na qual a aeragé@o foi interrompida e
também da duragédo da interrupgcdo (ROHR et al., 1983). Em fermentacao em
batelada alimentada com Candida lipolytica Y 1095, observou-se um consumo
maior de oxigénio durante a fase de crescimento e uma diminuicao na fase de
producgdo inicial de éacido citrico. O &cido isocitrico aparentemente nao sofre

nenhuma alteracdo devido @ mudanga na concentragdo de oxigénio. Pesquisas
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comprovaram que um aumento na concentracao de oxigénio dissolvido, em
culturas de Candida lipolytica Y 1095 em fermentador com reciclo de celulas, se
reflete num aumento na produgdo de acido citrico e no consumo de oxigénio
especifico. Também foi verificado que a produgdo de acido citrico se sobressaiu

sobre o acido isocitrico para altas concentragdes de oxigénio dissolvido (RANE &
SIMS, 1994).

2.7.6. Metais

Analisando-se tragos de metais como zinco, ferro e manganés,
percebeu-se que somente 0 manganés causou uma redugao drastica na produgao

de acido citrico, enquanto que os outros dois ndo se mostraram muito prejudiciais
(ROHR et al., 1983).

A concentracdo do ion férrico afeta a produgdo de acido citrico e
isocitrico por leveduras. Pesquisas realizadas com Yarrowia lipolytica N 1 revelam
que para concentracdes de ions férricos menores do que 0,05 mg/L ndo ocorre
formagdo de acido citrico ou isocitrico. Para concentragdes até 0,14 mg/L a
producdo de é&cido citrico e isocitrico se d& na proporgao 1 : 0,95. Com
concentracdes de ferro entre 0, 14 a 2,5 mg/L a proporgéo passa para 2 : 1 e para
concentragdes acima de 4,8 g/L a produgao de 4cido isocitrico € maior que a de
acido citrico, chegando a proporgdo de 3 : 1. Essas diferengas s&o atribuidas a
aconitase hidratase. A atuagdo dessa enzima depende da concentragéo de ferro
no meio. Para concentragées menores do que 0,2 mg/L a atividade enzimatica fica
em torno de 0,06 umol/min por grama de proteina e ocorre uma formagao maior
de citrato. Em concentragdes maiores de ferro, entre 2,5 e 4,8 g/L, a atividade
enzimatica chega a 0,48-0,68 umol/min por grama de proteina e forma-se
predominantemente isocitrato. Esse fato & explicado pela formagao de peréxido na
auséncia de ferro, que inibe a agéo da aconitase (KANZOLOVA et al., 1996).
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Meios limitados por potassio e magneésio resultaram numa lenta taxa
inicial de acido citrico por Yarrowia lipolytica IMK2. Ainda se verificou uma
diminuigdo no acumulo de citrato em meios limitados por potassio, sendo que as

células que cresceram nesse meio apresentaram um acumulo de glicogénio
intracelular (McKAY et al., 1994).

2.7.7. Outros

A temperatura 6tima de fermentagéo de acido citrico para Aspergillus
niger situa-se entre os 25 e 30 °C. Um aumento na temperatura de incubagao
acima de 30 °C provoca uma diminuigao na quantidade de acido citrico produzido.
Em se tratando de leveduras, a fermentacao deve ser conduzida na faixa entre 22
e 30 °C, sendo o tempo de fermentacdo em torno de 3 a 6 dias (KAPOOR et al.,
1982). A temperatura ideal para o crescimento de Candida lipolytica Y 195 foi
estudada e verificou-se que a 27 °C o crescimento € mais favorecido (RANE &
SIMS, 1993).

Foram obtidos aumentos na produtividade em variedades de Candida
com a adicdo de fluoroacetato no meio de fermentagdo (TANI et al, 1990).
Também a quantidade de tiamina no meio influencia a excregéo de acido citrico
por leveduras, sendo que em quantidade suficiente € produzida uma grande
quantia de acido citrico e, em condigbes restritas, ocorre uma redugdo de
producao de acido citrico com um acumulo de a-cetoglutarato (KAPOOR et al.,
1982).

JIANLONG et al. (1998) observaram que a adi¢ao de fitato ao meio de
produgdo de &cido citrico por Aspergillus niger aumenta a producao de acido
citrico e o consumo de acucares redutores totais, além de aumentar a atividade da
enzima piruvato carboxilase que favorece o acumulo de acido citrico. O efeito da

adicao de fitato depende da concentragéo e do estagio da fermentagao em que €
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adicionado. A concentracdo ideal se situa em torno de 10 g/L e resulta num

aumento de 3,1 vezes na acumulagao de acido citrico (JIANLONG et al., 1998).

2.8. Processo Industrial

Para a producéo de acido citrico utilizando Aspergillus niger podem ser
usados métodos submerso, em superficie liquida ou por estado sélido, também

chamado de processo Koji.
2.8.1. Processo em Superficie

Em escala industrial de larga escala, foi o primeiro método a ser
empregado, sendo introduzido por volta de 1920. Métodos mais sofisticados foram
desenvolvidos com um custo de mao-de-obra menor. Apesar disso, este método
ainda é bastante utilizado devido aos custos com energia serem menores
(MATTEY, 1992). Este método consiste em se inocular os fungos em um grande
nimero de bandejas rasas que sd3o empilhadas em estantes em camaras de
fermentacéo. As fontes de carbono mais utilizadas séo sacarose refinada ou crua,
xarope de cana "high test" ou melagos de beterraba. A incubacao €& feita
inoculando-se os esporos, adicionados como uma suspensao ou introduzidos com
uma injecdo de ar sobre as bandejas. Usa-se normalimente um grande namero de
esporos para a inoculagéo, enquanto a temperatura € mantida em torno dos 28-30

°C e a umidade relativa entre 40-60 %.

Devido ao curso normal da fermentagdo, o pH normalmente cai em
torno de 2,0. se esse valor for menor do que 3,0 pode ocorrer a formagéo de acido
glucénico e oxalico. A aeragdo & um fator importante, pois além de fornecer
oxigénio para os microrganismos, também controla a umidade relativa e a
temperatura da fermentacao. A duragao da fermentagéo pode ser de 8 a 15 dias,

dependendo da variedade e dos niveis iniciais de agucar. O rendimento do
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processo € profundamente influenciado por fatores como aeragdo, umidade,
profundidade do meio, pH, tragos de metais e temperatura. Os rendimentos para

este processo sdo na faixa de 70-75% (ROHR et al, 1983; MATTEY, 1992,
GREWAL & KALRA, 1995).

2.8.2. Processo Koji

E um processo semelhante ao processo de superficie. Foi desenvolvido
no Japao e € o processo mais simples para a obtengao do acido citrico. Farelo de
arroz, residuos fibrosos de batata doce e residuos de frutas sédo as matérias-
primas mais utilizadas. O pH é mantido na faixa de 5,5, com temperatura em torno
dos 30 °C. O processo é completado entre 4 e 5 dias e a inoculagdo € feita por
meio de pulverizagdo dos esporos. Neste processo os rendimentos sao
relativamente baixos, por causa da dificuldade de se controlar os parametros de
fermentacéo e tragos de metais (ROHR et al., 1983; MATTEY, 1992; GREWAL &
KALRA, 1995).

2.8.3. Processo Submerso

A utilizacdo deste processo estd aumentando consideravelmente.
Dentre as vantagens, destacam-se as altas taxas de produgdo alcangadas, a
necessidade de menos mao-de-obra para operagédo e utilizagdo de um espago
menor para produgdo (MATTEY, 1992). No processo submerso existe a
possibilidade de uma faixa maior de substrato e de um melhor controle de
fermentacao. Neste processo o micélio do fungo fica submerso e disperso por toda
a fase liquida. Os substratos utilizados nesse processo incluem glicose, sacarose,
melagos de cana e de beterraba (MILSOM, 1987). Podem ser utilizados reatores
agitados ou fermentadores em torre. As fermentagdes sao realizadas em batelada,
batelada alimentada ou em processos continuos. Geralmente as industrias
utilizam-se do processo em batelada com tanque agitado (ROHR et al., 1983).
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Para o desenvolvimento de um processo continuo de producédo de
acido citrico por leveduras, devem ser levados em conta alguns fatores, a saber: a
natureza unicelular das leveduras, sua tolerancia a deficiéncias de nitrogénio e
resisténcia mecdnica ao bombeamento. A concentragdo de biomassa no
fermentador deve ser mantida constante, visto que as leveduras s6 produzem
acido citrico em condigdes limitadas de nitrogénio, quando a reprodugao e o
crescimento celular estdo suspensos. Foi feita uma avaliagao da produtividade de
acido citrico em trés tipos de fermentadores, batelada, batelada alimentada e com
reciclo de células, utilizando Candida lipolytica Y 1095. O fermentador em batelada
apresentou um rendimento um pouco maior quando comparado aos outros dois,
enquanto que a produtividade volumétrica foi 13% maior em batelada alimentada e
16% maior em fermentador com reciclo de células. As taxas de acido citrico :
isocitrico n@o apresentaram diferengas significativas entre os trés tipos de
fermentadores. Os maiores rendimentos, produtividade volumétrica e
produtividade especifica ocorreram numa taxa de diluicao de 0,06 h' em
fermentacao com reciclo de células (RANE & SIMS, 1995).

2.9. Transporte de massa em processos fermentativos

Em fermentagdes submersas, deve ser facilitado o suprimento ao
microrganismo de quantidades adequadas de nutrientes existentes no liquido e de
oxigénio existente nas bolhas de ar. No caso do transporte de oxigénio temos as

seguintes resisténcias:

e Resisténcia da fase gasosa entre o seio do gas na bolha e a
interface gas-liquido (1/k4);

o Resisténcia da interface gas-liquido (1/k2);

e Resisténcia da fase liquida, desde a interface até o seio do

liquido (1/kz);
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e Resisténcia através da fase liquida (1/ks);

e Resisténcia entre o liquido e a interface liquido-célula (1/ks);

e Resisténcia intercelular (1/kg);

¢ Resisténcia a reagao do oxigénio com as enzimas respiratorias
das células (1/k7).

A quantidade de oxigénio (N) que atravessa cada um desses estagios
por unidade de tempo de area associada ao estagio € inversamente proporcional a
sua resisténcia e diretamente proporcional & diferenga de concentragdo de
oxigénio através dele.

N =kAC (3.1)

Quando a area das interface ndo pode ser medida, substitui-se, na
expressao anterior, N pelo produto Na, medindo-se, desse modo, a quantidade de
oxigénio trocada por unidade de tempo e de volume de liquido, escrevendo-se,
portanto,

Na = kaAC (3.2)

Nesse caso, 0 produto ka € usado como se fosse uma variavel so,

sendo Na a quantidade de oxigénio trocada na unidade de tempo e de volume do

liquido.

Em regime permanente, o fluxo de matéria (Na) deve ser o mesmo
através dos sete estagios citados; os valores de ka e de (AC) para cada um

devem, pois, ajustar-se de que seu produto fique constante em todos eles.

Geralmente, algumas resisténcias a passagem de oxigénio sao
agrupadas de maneira a facilitar seu estudo, pois muitas vezes € dificil, ou mesmo
impossivel, medir as diferengas de concentragdo em cada estagio. Assim, 1/k,
1/k,, 1/k; sdo comumente consideradas em conjunto, e um coeficiente global &
definido:
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Na=K,a(C*-C) (3.3)
Nesta expressao, C* € a concentragao de oxigénio, na fase liquida, que

estaria em equilibrio com a quantidade de gas existente na fase gasosa, e C é a
concentragao média de oxigénio dissolvido na fase liquida.

As resisténcias 1/ks a 1/k; dependem pouco do estado de agitacao,
desde que esta nao seja muito pequena.

Quando se trabalha acima de uma concentragao critica de oxigénio
dissolvido, denominada, concentragado critica, a velocidade de respiragéo e
independente da concentragdo de oxigénio dissolvido disponivel no meio e

proporcional a concentragao de células presentes no instante.

Considerando-se o que se disse sobre a velocidade de respiragao de
microrganismos, pode-se estabelecer um balango material de oxigénio liquido.
Essa fase recebe oxigénio das bolhas, de acordo com a equagéo 3.3 e perde
oxigénio devido a respiragao das células. Sendo C, a concentragao de células no
liquido, o oxigénio consumido € dado por k;.Cn, onde k, € uma constante de
proporcionalidade denominada velocidade especifica de respiragao. Em regime
permanente, sendo constante a quantidade de oxigénio dissolvida no liquido deve-
se ter

K, a(C*-C)=k.C, (3.4)

Se a velocidade de consumo de oxigénio pelas células for diferente da
velocidade com que o oxigénio & dissolvido, o regime estacionario, € o balango
material de oxigénio sera descrito por (BRUNELLO & CONCONE, 1986):

dC
= K,a(C*-C)-k,C, (3.5)



3. Material e Métodos

3.1. Introdug¢ao

A produgao de acido citrico por leveduras ocorre em duas fases: uma
de crescimento e outra de producao propriamente dita. A regulagédo de uma ou de
outra fase esta relacionada a composigdo do meio de cultura e condi¢des
operacionais do processo. Na primeira fase ha um favorecimento do crescimento
por um meio com composi¢ao adequada, enquanto que na segunda fase o meio €
limitado em nitrogénio ou fésforo, resultando num crescimento pequeno, porém,
com alto acumulo de acido citrico. A produgéo indesejavel de acido isocitrico, um
dos problemas a serem resolvidos, pode ser regulada também pela composigao
do meio e condi¢ées de cultura. Desta forma, a Metodologia do Planejamento
Experimental foi utilizada para verificar o efeito da agitagdo e aeragdo nas fases
de crescimento e de producdo de acido citrico e isocitrico produzidos na

fermentacgao.

Os meios de crescimento e producdo foram otimizados em frascos
aletados, através de planejamento experimental (COSTA, 2000). Estes meios
otimizados foram utilizados para o estudo em fermentador, variando-se os
parametros agitagdo e aeragéo, fundamentais no estudo de produgao do acido
citrico. Também foram feitos estudos com fontes alternativas de carbono e
nitrogénio para se verificar o crescimento celular e também sua interferéncia na

produgao de acido citrico.

3.2. Planejamento Experimental

A Metodologia do Planejamento Experimental e Analise de Superficie
de Resposta é uma ferramenta importante, podendo-se avaliar o efeito de cada

variavel individualmente, bem como as interacdes (efeito sinérgico ou antagénico)
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entre elas. Um outro fator positivo no uso desta técnica € a possibilidade de
otimizar mais de uma resposta simultaneamente, caso muito comum em
processos multivariaveis como os bioquimicos. Por exemplo, quando se deseja
otimizar o rendimento de um processo, geralmente a produtividade decresce
devido ao tempo gasto para o maximo de conversdo. No entanto, através desta
metodologia € possivel definir através dos modelos probabilisticos obtidos, as
superficies de resposta e as faixas 6timas de operagdo garantindo o maximo

rendimento e minimizando os prejuizos na produtividade.

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 nimero de variaveis de entrada que possam ser

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

e Como uma resposta é afetada sobre uma regiao de interesse por um dado
conjunto de variaveis de entrada;

e Quais conjuntos de variaveis de entrada resultarao num produto dentro das

especificagboes desejadas;

e Quais os valores das variaveis de entrada que levarao ao melhor valor para
uma resposta especifica e como € a superficie de resposta proxima a este

ponto.

Para aplicar o método de Analise de Superficie de Resposta &
necessario realizar primeiramente ensaios através de um planejamento fatorial.
Esse método consiste na selecdo de um nimero fixo de niveis para cada um dos
fatores ou variaveis de entrada e entdo executar experimentos com todas as

possiveis combinagdes. Como primeira etapa € usual um planejamento fatorial
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com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1) para cada variavel. Assim, para n variaveis
envolvidas no estudo, o nimero de experimentos que deve ser realizado para
investigar todas as combinagdes possiveis € igual a 2".

Com os resultados obtidos do planejamento & possivel calcular os
efeitos principais e de interagao das variaveis sobre a resposta, determinar quais
sao os efeitos mais significativos e ajustar empiricamente um modelo linear ou de

12 ordem, correlacionando as variaveis e as respostas.

3.3. Condugao da fermentacao

3.3.1. Microrganismo

Utilizou-se a cepa da levedura Candida lipolytica Y 1095, fornecida pelo
Northern Regional Research Laboratory. As linhagens das culturas sao mantidas

inclinadas em tubos de ensaio contendo meio YM (yeast malt agar) a 4°C.

3.3.2. Preparo do inéculo

A utilizacdo de algadas da cultura de levedura proporciona uma variagao no
nimero de microrganismos inoculados em cada ensaio. Visando diminuir essa
variagao, foi realizada uma fermentagdo em “shaker” para padronizagao do
inoculo. Este foi preparado por transferéncia asséptica da coldnia (de 3 a 4 dias de
idade) em YM agar (tabela 1) para 100 mL de meio, cuja composi¢ao esta descrita
na tabela 4.2, em erlenmeyer aletado de 500 mL (COSTA, 2000). A suspensé&o de
células foi incubada a temperatura de 27°C em “shaker” a 150 rpm. Apos 43
horas, 5 mL de meio fermentado foram distribuidos em tubos de ensaio estereis
contendo 5mL de solugdo glicerol 40 %, formando uma solugdo com
concentragao final de 20 % de glicerol. Os tubos de ensaio foram mantidos

congelados e utilizados como inéculo para cada experimento.
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Tabela 4.1. Meio YM agar.

Componentes Composigao (gL™)
Glicose 10,0
Peptona 5,0
Extrato de malte 3,0
Extrato de levedura 3,0
Agar 20,0

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

esterilizados por autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

3.3.3. Pré-fermentagao

Dois tubos de ensaio, contendo 10 mL de caldo congelado, foram
utilizados para inocular um erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio de
pré-fermentagao, resultando em um volume final de 120 mL. Este procedimento foi
realizado em duplicata, sendo que a porcentagem do volume de inéculo para o
volume inicial do fermentador foi de 10 %. Apds 48 horas de incubagao em
“shaker” a 150 rpm e 27°C, o contetdo dos frascos foi transferido como indculo
para o fermentador. A composi¢ao do meio de pré-fermentag&o foi otimizado em

trabalhos anteriores e encontra-se descrita na tabela 4.2 (COSTA, 2000).

Tabela 4.2. Composicao do meio de pré-fermentacao.

Componentes Composigao (gL™)
Glicose 50,0
NH4CI 1,0
KH,PO4 0,2
Extrato de levedura 5,0

A fase de crescimento foi otimizada em Planejamentos Experimentais

anteriores (Costa, 2000). Verificou-se, pelos resultados desses planejamentos,
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que o meio ideal de crescimento celular, isto €, que depois de 48 h de incubacéao
apresenta uma concentragdo minima de glicose e nitrogénio residual e um

crescimento celular maximo € o mesmo utilizado na pré-fermentagéao encontra-se
descrito na tabela 4.2.

3.3.4. Ensaios Preliminares

Foram realizadas quatro fermentacdes preliminares em fermentador com o
objetivo de familiarizagdo com os equipamentos e de avaliar a melhor faixa de
agitacao e aeracao para posterior realizagdo de um planejamento experimental
envolvendo essas duas variaveis.

Todos os ensaios em fermentador foram feitos utilizando-se um
fermentador BioFlo Il Batch/Continuous Fermentator (New Brunswick Scientific
Co., Inc.) equipado com controle de agitagao, temperatura, pH, oxigénio dissolvido
(menos para os quatro ensaios preliminares) e anti-espumante, e todos os
componentes das fermentagdes foram diluidos em H,O destilada e esterilizados
por autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

A primeira fermentacao foi conduzida em um fermentador de 1,5 L. Como o
volume deste se mostrou pequeno e ocorreu formagdo de espuma na fase de
crescimento, optou-se, a partir da segunda fermentagao, por um fermentador

maior, com volume util de 3 L e adicionar-se anti-espumante ao meio.

Nas duas Ultimas fermentagdes o meio de produgéo foi alterado em virtude
do mesmo ter sido otimizado neste periodo em frascos aletados através de
planejamento experimental (Costa, 2000).

As condicées de agitagdo, aeragdo e pH, assim como, a composi¢éo do
meio de produgao utilizado em cada uma das fermentacGes, encontram-se
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descritos na tabela 4.3, sendo que estes eram adicionados ao meio quando a

glicose se encontrava esgotada. O meio de crescimento utilizado foi o mesmo
descrito na tabela 4.2.

A temperatura foi mantida em 27 °C, o controle do pH foi feito através da
adicao de NaOH 2 N nao sendo necessaria a adicao de acido, visto que neste
processo fermentativo o pH tende apenas a baixar. Este controle, no entanto, nao

foi possivel na primeira fermentagao, pois ocorreram problemas com o eletrodo de
pH.

Para a primeira fermentagao preparou-se um meio de 100 mL de indculo

para 1 L de volume do fermentador.

Apos o crescimento o meio foi drenado até 900 mL e 200 mL de meio de
producdo foram adicionados ao volume anterior, resultando em 1,1 L de volume

final.

Para a segunda fermentacao utilizou-se um fermentador maior, de 3 L, com
2,2 L de meio. A adi¢éo de anti-espumante (Aratrop), permitiu uma maior agitacao.
Houve a adicdo de dois meios de crescimento, sendo o segundo adicionado no
tempo 96 h. O primeiro e o segundo meio de produgao foram acrescentados nos
tempos 167 h e 303,5 h, respectivamente.

Na terceira fermentagdo ocorreu troca do meio de produgdo apods o
esgotamento da glicose e do nitrogénio, preparou-se entao uma solugao com meio
concentrado, num volume de 200 mL, o qual foi adicionado a 2 L de meio de
crescimento no fermentador, resultando num volume final de 2,2 L. O primeiro € 0
segundo meio de produgdo foram adicionados nos tempos 71,5 h e 1895 h

respectivamente.
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Para a quarta fermentagdo o procedimento seguido foi 0 mesmo descrito
para a terceira, variando-se apenas a aeragao, que passou para 0,5 vvm. 100 mL
do meio foram retirados do fermentador a cada adigédo de meio e transferidos
assepticamente para um frasco de 500 mL aletado e encubado em “shaker” a 27

°C e 150 rpm a fim de se comparar os dois processos.
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Tabela 4.3 Condicdes de Fermentacao dos Ensaios Preliminares

Meio de produgao

Condigoes

Componentes Concentragédo (g L)
Glicose 54,55
Ext. Lev. 0.016
Primeira Agitacao = 500 rpm
Fermentacéo Ak . e
Tiamina 2.73x10* Aeragao = 1vvm
MgSOQO4 C,11
KH2PO4 0,25
Segunda Idem a i fern 5 Biital Agitacao = 700 rpm
Fermentagao Primeira o1 an? ra Aeracgao = 0,25 vvm
" fermentagao
Fermentagao pH = 5,35
Terceira Glicose 75 Agitacéo = 700 rpm
Fermentacao MgSO4 0,2 Aeracao = 0,25 vwm
Tiamina 0,8x10* pH = 5,35
Quarta Idem a i . Agitacdao = 700 rpm
Fermentagao Terceira ld: e Tercglra Aeracao = 0,5 vvm
- a ermentacao
ermenta(}ao pH =535

3.3.5. Ensaios do Planejamento Experimental

As fermentagées do planejamento experimental foram realizadas
utilizando-se um fermentador de 3 L com um volume Util de 2 L. O inéculo e a pre-
fermentagao foram realizados como descrito nos itens 4.3.2 e 4.3.3. O meio de
crescimento utilizado encontra-se descrito na tabela 4.2, e o meio de produgao era
composto somente de 75 g/L de glicose (COSTA, 2000). O pH foi mantido em 5,50
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(RANE & SIMS, 1994) pela adicao de NaOH 2 N e a espuma foi controlada pela
adicao de anti-espumante comercial Aratrop.

A agitacdo e aeragao foram variadas de acordo com a técnica de
planejamento experimental, como descrito na tabela 4.4.

Tabela 4.4. Matriz do Planejamento Experimental

Ensaio Agitagao Aeragao  Agitacao (rpm) Aeragao (vvm)
1 -1 1 460 0,40
2 1 -1 740 0,40
3 -1 1 460 0,90
o 1 1 740 0,90
5 0 0 600 0,65
6 0 0 600 0,65
7 0 0 600 0,65

3.3.6. Fermentagao com controle de oxigénio dissolvido

Foi realizada também uma fermentagao na qual o oxigénio dissolvido no

meio foi controlado e mantido em 70% através da variagao da agitacao.

As condicdes de indculo, meio de crescimento, producdo, pH e

temperatura foram as mesmas do item 4.3.5 e a aeragao mantida em 2,0 vvm.

3.3.7. Estudo de fontes alternativas de carbono e nitrogénio para crescimento
celular de Candida lipolytica Y 1095

Paralelamente aos ensaios realizados em fermentador, foram
realizados testes em “shaker” com o objetivo de verificar o crescimento de
Candida lipolytica Y 1095 utilizando-se matérias-primas alternativas e mais
baratas, como melaco de cana e sacarose como fontes de carbono; e uréia,

(NH,4),SO4 e agua de maceragao de milho como fontes de nitrogénio. Os meios
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utilizados com esses nutrientes encontram-se descritos na tabela 4.5. As
porcentagens de carbono e nitrogénio nos meios modificados foram mantidas de
acordo com o meio padrao (tabela 4.2), sendo que foram substituidos a glicose e o
NH,CI|. Para cada ensaio preparou-se 200 mL de meio, os quais foram divididos
em dois frascos aletados de 500 mL, tamponados com 10 g/L de CaCOs;
(HAMISSA et al., 1980) e incubados por 48 h a 27°C e 150 rpm.

A analise do melago indicou 65% de agucares redutores totais (analise
realizada em laboratério). A agua de maceragdo de milho foi previamente
centrifugada a 10000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi adicionado ao

meio como contendo 3% de nitrogénio (BIANCHI, 1990).
As amostras foram retiradas apés 48 h e o CaCO; foi solubilizado pela

adicao de HCI. Apés a solubilizagao (pH 2,5) foi feita a leitura da densidade otica

para a determinag@o da massa seca produzida.
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Tabela 4.5. Meios alternativos utilizados para o teste de crescimento.

Composicao dos meios

Componentes Concentragdo (g L™)
Glicose 50
Extrato de levedura 5
Meio Padrao NH,CI 1
KH,PO. 0,2
Meio 1
Fonte de Carbono: Sacarose Sacarose 50
O restante, igual ac meio
padrao.
Meio 2
Fonte de Carbono: Melago
O restante, igual ao meio Meiaco 76,92
padrao.
Meio 3
Fonte de Nitrogénio: Uréia
O restante, igual ac meio Uréia 0,56
padrao.
Meio 4
Fonte de Nitrogénio:
Sulfato de Aménio Sulfato de aménio 1,24
O restante, igual ao meio
padrao.
Meio 5 '
Fonte de Nitrogénio: Agua ; -
de Maceragao de Milho Aguade M_aceragao L 8,72
) ; Milho
O restante, igual ao meio
padrao.
Meio6 Agua de Macerag&o de 872
Fonte de Nitrogénio: Agua Milho !
de Maceragéo de Milho
Fonte de Carbono: Melago
O restante, igual ao meio
padrao. Melaco 76,92
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Devido ao resultado satisfatério apresentado no ensaio que utilizava
melago e agua de maceragédo de milho quanto ao crescimento celular (item 5.2),
foi realizado um teste em frascos agitados a fim de se avaliar a viabilidade de se
trabalhar essas fontes alternativas de carbono e nitrogénio no que diz respeito a
producdo de acido citrico quando comparados com a produgao do meio padréo
utilizados em nossos ensaios. Os ensaios foram conduzidos em frascos aletados
de 500 mL com um volume de meio de 100 mL e incubados a 27 °C e 150 rpm por
190 horas. A composicao dos meios encontra-se descrita na tabela 4.6.

Tabela 4.6. Meios de crescimento e producéao

Meios de Crescimento Meios de Producao

Melago: 76,92 gL
Extrato de Levedura: 5 gL
KH,PO4: 0,2 gL
AMM: 8,72 gL™

Glicose: 75 gL

Melago: 115,38 gL

Glicose: 50 gL
Extrato de Levedura: 5 gL™
KH,PO,: 0,2 gL™
NH4CI: 1,0 gL

Glicose: 75 gL

Melago: 115,38 gL’

3.3.8. Teste de uma nova cepa de leveduras

Para uma melhor comparagdo entre os resultados obtidos neste
trabalho com os da literatura, foram realizados dois ensaios paralelos utilizando a
metodologia proposta por RANE & SIMS (1994) com duas cepas de leveduras de
Candida lipolytica Y 1095, uma adquirida em 1998 utilizada em todos os ensaios
anteriores, e a outra em maio de 2000, adquiridas junto ao Northern Regional
Research Laboratory, a fim de se verificar algum problema com a cepa que vinha

sendo utilizada.
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Os meios de in6culo, crescimento e produgao foram os mesmos
utilizados por RANE & SIMS (1994) e se encontram na tabela 4.7. As condi¢des
operacionais também foram as utilizadas por esses dois pesquisadores, a saber: o
inoculo foi conduzido em dois erlenmeyers de 500 mL com 100 mL de meio. Apos
seis dias de incubagdo mantidos a 27 °C e 200 rpm, o indculo foi transferido
assepticamente para o fermentador contendo 1,8 L de meio, resultando num
volume total de 2,0 L. O fermentador foi equipado com controle de espuma, pH,
temperatura e oxigénio dissolvido. A agitagao foi fixada em 800 rpm, a aeragdo em
2 vwm e o pH em 5,50 controlado através da adigao de NaOH 2 N ao meio. A

espuma foi controlada pela adigao de anti-espumante Aratrop.
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Tabela4.7. Composic;a?_lo dos meios para os ensaios utilizando a
metodologia de RANE & SIMS (1994)

Tipo de Meio Componente gL’
Glicose 50,0
Extrato de Levedura 0,1
Meio de NH,4CI 0,5
Inéculo KH,PO4 0,3
MgSO4 0,2
Tiamina* 1x10°°
Glicose 30,0
Extrato de Levedura 2,0
Meio de NH4CI 2,0
Crescimento KH,PO4 0,5
MgSO4 0,2
Tiamina* 5x10™
Glicose 50,0
Extrato de Levedura 0,015
Meio de NH4CI 0,05
Producgéao KH2PO, 0,25
MgSO4 0,1
Tiamina* 2,5x10™

* adicionada ao meio esterilizado através de filtro 0,2 um

3.4. Métodos Analiticos

foram centrifugadas a 10000 rpm

As amostras das fermentagdes (5 mL)
i utilizado para determinagao de agucar

por 15 minutos e © sobrenadante fo

residual, nitrogénio e acidos citrico e isocitrico produzidos.

3.4.1. Determinagéo de nitrogénio

Para a determinagdo da aménia residual na fermentagao foi utilizado 0
amonia e

método enzimatico colorimétrico baseado na hidrolise da uréia a ions
o com salicilato e

CO;, pela enzima urease. Os ions amonia reagem em pH alcalin
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3.4.5. Determinagao dos Coeficientes de Rendimento

Os coeficientes de rendimento (Y) foram calculados de acordo com a

equacao 4.1.
P, -P
Y= 4.
5 s, (4.1)
Onde:

P, = quantidade de acido no meio no momento da adi¢gdo do meio de produgao;
P, = quantidade maxima de acido produzido;
S = quantidade de glicose presente no meio apds a adicdo do meio de produgao;

S, = quantidade de glicose presente no meio na maxima produgéo de acido.

3.4.6. Determinacao do Coeficiente Volumétrico de Transferéncia de Oxigénio
Dissolvido para a fase liquida (K.a)

Partindo-se da equagao 3.5, e tomando uma fermentagdo em regime
estacionario, temos (BRUNELLO & CONCONE, 1986):

K,a(C*-C)=k,C, (4.2)

Levando-se em conta a figura 4.1, para o periodo em que se inicia a

aeracdo temos, de acordo com a equagao 3.5:

dc
~g=Kia(C*-0)-kC,

Admitindo que o sistema seja homogéneo e que o eletrodo esteja medindo
uma concentracdo média de oxigénio dissolvido, e tomando paralelamente um

valor médio para C*, entao
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1 [dC
do

=— —+kC |+C* 4.3
K‘r‘a r m} ( )

Como C*e K,C,/K_a sdo constantes, fazemos

o -[55“-] oy (4.4)
K,a

substituindo-se a equacgao 4.4 na equagao 4.3 e integrando, temos:

!A—CU

In =0

=K,af (4.9)

No regime estacionario temos, pela equagao 4.2 que

K,a(C*-C)=k,C, onde C tem um valor particular, chamado de C; Portanto,

isolando C;:

c*-L"*Cm]=c, il (4.6)

Substituindo a equagéo 4.6 na equacgao 4.5, temos:

€.~ i
u{ é, — ]: K,ab (4.7)
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Concentracao de oxigenio dissolvido
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Figura 4.1. Variacao da Concentracado de oxigénio dissolvido em fungao

do tempo, em regime variavel

Onde:
Ci = concentracao de oxigéno dissolvido junto a interface
C = concentragao média de oxigénio dissolvido
° = concentracdo média de oxigénio dissolvido no instante zero
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4. Resultados e Discussao

4.1. Ensaios preliminares

Inicialmente foram conduzidos alguns ensaios em fermentador para se
avaliar as melhores condigbes para a realizacao do planejamento experimental.
Estes quatro ensaios em fermentador de bancada foram bastante Uteis para o

aprendizado e familiarizagdo com os equipamentos utilizados.

Os resultados obtidos nesta fase preliminar estdao apresentados nas
figuras 5.1 a 5.4d e nas tabelas A1 a A4 do Anexo A.

O primeiro ensaio foi conduzido com 1 L de meio. Durante a fase de
crescimento ocorreram varios problemas devido, principalmente a excessiva
formacdo de espuma e também a ineficacia do antiespumante utilizado. Sendo
assim, a agitacao nao pdde ser mantida constante durante a realizacao do ensaio,
tendo, portanto, de ser diminuida constantemente toda vez que o meio espumava.
No tempo de 255 h de fermentagao, ocorreu um vazamento no fermentador o que
acarretou o abandono do ensaio sem que a glicose se esgotasse por completo.

Neste ensaio houve problema também com o eletrodo para o controle do pH.

Para a segunda fermentagao foram mantidas as condigdes do primeiro
ensaio mas optou-se por aumentar a concentragao de antiespumante e utilizar um
fermentador de 3 L com 2,2 L de meio. Apesar dessas medidas, ocorreu um novo
vazamento durante a fase de crescimento o que diminuiu drasticamente a
concentracdo celular do meio, obrigando, com isso, a adi¢do de um segundo meio
de crescimento no tempo de 96 horas. O primeiro meio de produgao foi adicionado

com 167 horas de fermentacdo e o segundo num tempo de 305 horas.
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Utilizando-se dos resultados obtidos por Costa (2000) no que diz
respeito a otimizagdo dos meios de crescimento e producado, foi conduzido um
terceiro ensaio, no qual o antiespumante foi substituido por outro (Aratrop,
adquirido junto a Usina Ester), possibilitando uma agitacdo mais elevada. Foram
adicionados dois meios de produgéo, nos tempos de 71,5 e 189,5 horas. Verificou-
se, no entanto, que a produgao de acido citrico foi menor que a produgéo de acido
isocitrico.

O quarto ensaio foi conduzido nas mesmas condi¢des do terceiro, sendo
que a aeragao passou de 0,25 vvm para 0,5 vwm. O resultado mostrou uma
melhora significativa na produgdo de acido citrico, sendo esta maior que a
producao de acido isocitrico. A razao de acido citrico/acido isocitrico obtida neste

ensaio foi de aproximadamente 1,60.

Durante este ensaio, foi medida a quantidade de NaOH (2N) consumida
a fim de se manter o pH constante em 5,35. Os meios de producdao foram
adicionados nos tempos de 47,5 e 166 horas. Foi realizado um teste paralelo em
frascos agitados. Assim, apds cada adicao, 100 mL de meio eram retirados
assepticamente do fermentador e transferidos para frascos aletados de 500 mL
que foram mantidos a 27 °C e 150 rpm a fim de se verificar possiveis diferencas
que poderiam haver entre os dois tipos de fermentacéo. Percebeu-se, porém que
0 consumo de glicose, a produgao de acido citrico e acido isocitrico, bem como o
perfil de concentragdo de massa seca foram o mesmo tanto no fermentador como

em frascos agitados.

Como ja havia sido observado que, ap6és o esgotamento da glicose
ocorria um acentuado aumento do pH, resolveu-se fazer o seguinte teste: apoés o
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esgotamento do segundo meio de produgao, em torno de 380 h, deixou-se o
fermentador funcionando por cerca de 40 h. ao final desse periodo, quando a
leitura do ph encontrava-se em 5,53, 100 ml de uma solugao de glicose a 200 g/l
foi adicionada ao meio, resultando numa concentrag¢ao final de 10 g/l. no entanto,
apos algumas horas verificou-se que o ph continuava subindo. No tempo de 454
horas, quando o pH ja se encontrava em 5,65, foi adicionada aoc meio 350 mL de
uma solugdo de 300 g/L de glicose, resultando numa concentragao final de 45 g/L
de glicose. O pH, entao, tornou a baixar, estabelecendo-se novamente em 5,35.
Durante o periodo em que a glicose se encontrava esgotada, foi possivel observar
que a concentracdo de acido citrico diminuiu em cerca de 7 g/L, enquanto que a
concentragao de acido isocitrico permaneceu constante durante esse periodo,

que ambos voltaram a subir quando foi adicionada glicose ao fermentador.

A viabilidade celular medida apoés o término dos ensaios, inclusive apos
as 500 horas de fermentacdo da quarta fermentagado, indicou 100% de células
viaveis, sendo que no inicio da fermentagao as células apresentavam uma forma
esférica, e, ao final da fermentacao, uma forma alongada e filamentosa.
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Figura 5.1. Consumo de glicose e produgao de acido
citrico e acido isocitrico do primeiro ensaio
preliminar em fermentador de bancada
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Figura 5.2. Consumo de glicose, evolugao da massa

seca e produgéo de acido citrico e acido
isocitrico do segundo ensaio preliminar em
fermentador de bancada

44




80

32
70 28
4 60 24
2
£ s 20
8 o
e 40 1 B
=3 3
0 (5]
g . % 12
53
g 20 8 =
g 10 4
T
< 0 0
% Ms
-# GLICOSE
-10 -4 & CITRICO
0 50 100 150 200 250 00 350 400 & |SOCITRICO
Temo (h}
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A tabela 5.1 apresenta os coeficientes de rendimento para as 4
fermentacdes preliminares realizadas.

Tabela 5.1. Coeficientes de rendimento de acido citrico e acido isocitrico das
fermentacdes preliminares.

Fermentagao Yeir1* Yio1* Yon2™ Yii: 2™
1 0,50 0,11 - -
2 0,31 0,18 0,14 0,19
3 0,25 0,25 0,19 0,19
4 0,57 0,10 0,65 0,40

* Valores referentes ao primeiro meio de produgao adicionado
** Valores referentes ao segundo meio de produgao adicionado

4.2. Resultados dos testes da etapa de crescimento e de producao utilizando
fontes alternativas de carbono e nitrogénio
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Tabela A.3. Terceira fermentacao preliminar.

Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico
Amostra (h) (gL") (gL (gL") (gL') Citllso

23 8,54 30,98 0 2,36 0,00
47 14,88 12,16 0 3,39 0,00
715 15229 69,39 0 4,32 0,00
92 16,52 63,76 0 5,16 0,00
119 16,77 43,83 0 9,83 0,00

1415 1844 2377 14,83 14,71 1,01
1645 17,89 7,24 17,18 19,26 0,89
189 18,19 2,64 16,38 20,71 0,79
1895 16,25 7324 10,82 18,01 0,60
10 2135 16,52 70,53 14,18 18,52 0,77
1 2375 1688 6485 16,15 18,65 0,87

© 0 N OO ;b 0N =

12 285 16,14 4120 15,28 24,12 0,63
13 3095 1491 27,75 18,19 27,37 0,66
14 332 1581 1591 21,15 28,58 0,74

15 3565 14,34 6,58 24,49 30,95 0,79
16 381 14,50 1,66 24,21 31,86 0,76
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Tabela A.4. Quarta fermentacéo preliminar

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Cit/lso
() (gL' (gL") (gL) (gL’)

1 0 1,70 61,25 0 1,79 0,00
2 215 12,40 14,89 0 16,52 0,00
3 475 1890 3,36 2,29 10,85 0,21
4 475 16,33 61,63 5,31 15,74 0,34
5 70,0 17,86 4794 15,83 9,13 1,73
6 93,0 17,73 23,57 21,36 22,60 0,95
7 1190 17,84 15981 34,23 18,76 1,82
8 1420 17,89 5,69 38,44 19,58 1,96
9 166,0 17,89 1,42 39,92 21,91 1,82
10 166,0 16,22 6091 2273 14,80 1,54
11 186,0 17,07 5484 26,91 18,66 1,44
12 210,0 1745 4961 3572 23,91 1,49
13 2370 16,52 3963 43,72 34,29 1,28
14 2615 1467 3059 46,06 29,48 1,56
15 2870 1393 2223 50,56 31,92 1,58
16 3350 1488 8,04 91,77 33,23 1,56
W 356,0 13,87 4,02 50,57 31,89 1,59
18 3770 14,26 1.27 61,69 38,82 1,59
19 3995 14,26 0,00 59,62 39,83 1,50
20 4330 14,26 1,05 54,06 40,50 1,33
21 4465 14,26 1,09 55,92 42,66 1,31
22 4545 1426 4518 4266 31,67 1,35
23 4770 13,03 46,85 4382 30,42 1,44
24 501,0 13,03 4594 4948 32,15 1,54
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Tabela A.5. Resultados do primeiro ensaio do planejamento experimental
(Agitacao: 460 rpm; Aeracao: 0,40 vvm)

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Cit/lso 0O.D. KLa
(h) (gt (gL (L) (gL (%)  (h™)
1 0 0,81 58,93 0 2,87 0,00 65,1 98,28
2 240 1652 1275 559 4,09 1,37 63,8 18,72
3 435 2510 0853 919 8,13 113 65,5 -
& 435 2439 6233 4,31 7,69 0,56 65,5 -
5 66,5 17,94 46485 1440 14,11 1,02 67,0 -
6 96,0 18,00 14,14 1252 11,31 141 651 47,52
7 19,5 17,40 13,725 26,77 26,34 1,02 635 47,88
8 1440 17,70 266 33,56 2505 1,34 70,1 79,20
9 163 17,04 0 33,50 26,00 1,29 85,3 -

Tabela A.6. Resultados do segundo ensaio do planejamento experimental
(Agitacao: 740 rpm; Aeragao: 0,40 vvm)

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Citllso 0. D. KLa
(h) (gt (gt (gL (9L (%) (h)

1 0 1,02 59,49 0 7,01 0,00 75,2 -
2 22 16,77 15,20 6,54 5,79 1,13 64,3 90,36

3 L4 18,11 1,02 8,82 10,02 0,88 88,8 -

4 44 16,91 67,48 5,66 11,12 0,51 88,8 -
5 49 17,84 66,63 7,61 9,77 0,78 83,3 6840
6 75 17,92 36,07 17,85 14,59 1,22 87,8 120,60
. 96 17,78 23,57 26,50 2474 1,07 86,8 115,92
8 119 17,86 10,25 33,85 26,80 1,26 87,1 136,08
9 143 18,03 0,00 36,69 28,13 1,30 91,9 127,08
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Tabela A.7. Resultados do terceiro ensaio do planejamento experimental
(Agitacao: 460 rpm; Aeracdo: 0,90 vvm)

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Citllso O.D. KLa
(h)y (g™ (gL (gL") (gL (%) (h™)

1 0 0,95 51,16 0 2,57 0,00 92,3 84,6
2 24 17,73 16,82 3,70 5,82 0,64 51,5 99,72
3 425 1836 4,95 6,16 7,44 0,83 90 108,00
E 425 16,81 7547 2,64 6,53 0,40 90 -
5 74,5 19,70 47,15 11,41 13,29 0,86 66,1 -
6 97,0 20,01 2880 16,11 17,63 0,91 76,7 128,16
7 120 20,20 23,92 20,81 21,79 0,96 790 110,88
8 146 19,07 11,98 26,33 26,99 0,98 80,9 122,76
9 170 19,89 484 33,36 25,51 1,31 - -
10 187 19,93 0,00 32,31 26,06 1,24 92 -

Tabela A.8. Resultados do quarto ensaio do planejamento experimental

(Agitacao: 740 rpm; Aeracgéo: 0,90 vvm)
Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Citllso O. D. K.La
() (gL (oL (gL (9L (%) (h7)

1 0 0,61 52,26 0 2,80 0,00 99,0 -
2 23 16,06 20,089 2,11 3,39 0,62 994 193,68
3 435 18,08 1,38 8,81 7,41 1,19 100,1 158,40
4 435 19,00 5648 446 6,51 069 1001 -
6 69,5 18,14 4835 12,68 13,72 0,92 1026 18288
6 935 19,64 2921 1581 15,94 099 1048 215064
7 121 2044 219 23,16 22,31 1,04 1058 185,76
8 1425 24,32 1519 29,31 27,74 1,06 106,7 155,52
9 1695 26,67 4,19 36,78 27,27 1,35 1094 119,52
10 186,5 23,03 0,00 37,08 28,98 1,28 1106 -
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Tabela A.9. Resultados do quinto ensaio do planejamento experimental

(Agitacéo: 600 rpm; Aeracéo: 0,65 vvm)

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Citllso 0O.D. KpLa
(h) (gL (gL) (gL)  (gL") (%)  (h")
1 0 0,71 85,23 0 6,92 0,00 - -
2 20,0 16,71 18,85 0 3,80 0,00 88,8 -
3 43,0 5,60 1,42 8,56 8,10 1,06 70,0 -
4 495 464 46,22 4,48 9,08 0,49 70,0 -
5 750 1865 2,94 14,91 13,96 1,07 70,0 -
6 91,56 15,51 1,14 12,93 14,60 0,89 93,6 -
7 91,5 15,29 66,21 10,91 12,72 0,86 93,6 -
8 120,56 16,50 33,92 18,52 20,07 0,92 80,5 219,24
9 1455 1467 1430 22,72 22,15 1,03 850 161,64
10 170,5 14,01 3,04 25,87 24,18 1,07 926 136,44
11 178 13,96 1,19 26,46 2470 1,07 - 153,72
Tabela A.10. Resultados do sexto ensaio do planejamento experimental
(Agitacao: 600 rpm; Aeragao: 0,65 vvm)
Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Citlso 0O.D. KLa
(h) (gL (o) (gL) (gL (%) (h")
1 0 096 5053 0,00 3,24 0,00 - -
2 25 1589 19,88 240 5,82 0,41 740 151,20
3 47 18,20 4,64 6,54 9,08 0,72 81,5 131,04
4 47 17,53 60,41 3,16 8,24 0,38 81,5 -
o 67,5 19,03 5149 10,65 12,60 0,85 840 154,44
6 97 19,38 29,77 16,08 19,30 0,83 88,0 126,00
7 122 19,99 19,77 23,38 23,59 0,99 89,5 120,96
8 147 19,65 7,34 25,44 25,49 1,00 92,6 94,68
9 164 20,01 5,55 31,49 24,25 1,30 99,7 -
10 170 19,35 5,00 30,92 24,86 1,24 - -
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Tabela A.11. Resultados do sétimo ensaio do planejamento experimental
(Agitagao: 600 rpm; Aeracao: 0,65 vvm)

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Cit/lso O.D. K.a
(h)  (oL) (gL) (aL)  (gL") (%) (0

1 0 1,30 47,72 0,00 7,72 0,00 96,8 -
2 25 11,25 1958 1,51 4,00 0,38 781 11484
3 41 20,69 2,64 8,12 7,41 1,10 97,5 122,04

4 41 21,11 70,31 3,89 6,21 0,63 97,5 -
5 72 19,87 40,57 14,95 19,84 0,75 1006 169,56
6 97 2256 30,06 2236 2157 1,04 106,11 173,52
7 120 18,38 25,89 2558 2443 1,05 109,0 186,48
8 144 2253 1469 3536 27,15 1,30 112,0 150,48
9 168,5 2387 532 36,79 27,02 1,36 111,1 13284

10 186,5 23,41 1,20 39,79 30,26 1,31 111,65 -
11 192 1886 0,00 39,43 29,73 1,33 112,0 140,76

Tabela A.12. Resultados da fermentagao conduzida com
oxigénio dissolvido controlado em 70%

Amostra Tempo MS Glicose Citrico Isocitrico Cit/lso
(h)  (gL") (gL) (aLt) (gL

1 0,22 58,68 0 2,87 0,00
24 15,11 17,29 5,024 8,58 0,59
41 17,26 4,21 7,365 11,2 0,66
41 16,70 50 7,26 11,12 0,65
72 2264 4204 185 17,95 1,03
96 2200 2458 2392 20,95 1,14
120 22.51 7,64 34,72 27,68 1.25
137 2305 0,16 401 30,04 1,33
161 22,88 0 38,33 31,52 122

© 0 ~N O A WN
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Tabela A.13. Resultados da fermentagao conduzida de acordo
Com a metodologia proposta por RANE & SIMS

(1993) utilizando a cepa antiga de levedura

Amostra Tempo

MS Glicose Citrico Isocitrico Cit/lso

(h) (gL (gL") (L") (gL
1 0 0,21 37,16 0 3,29 0,00
2 24 1283 928 0 4,35 0,00
3 34 17,10 0,49 0 8.4 0,00
4 34 16,62 3992 0 6,01 0,00
5 66 18,22 16,15 11,19 11,73 0,85
6 84 24,00 0,17 18,07 15,22 1,19
7 84 2252 4578 14,67 14,39 1,02
8 113,5 2459 20,22 23,03 19,87 1,16
9 136 2423 1079 31,14 2756 1,13
10 158,5 24 91 0,74 35,43 30,74 1,15
11 179 25,47 0,28 39,61 32,73 1,21

Tabela A.14. Resultados da fermentagao conduzida de acordo

Com a metodologia proposta por RANE & SIMS
(1993) utilizando a cepa nova de levedura

Amostra Tempo

MS Glicose Citrico Isocitrico Cit/lso

(h)y (gt) (o) (L) (gL
1 0 -1,88 35,02 0 1,09 0,00
2 24 13,11 3,1 0 5,17 0,00
3 218 11,72 2,08 0 5,23 0,00
4 275 11,44 425 0 5,14 0,00
5 495 1798 17,056 8,27 9,44 0,88
6 69 19,25 3,29 16,42 14,67 112
7 925 2045 165 13,39 15,14 0,88
8 925 18,81 4374 11,17 14,49 0,77
9 119 2499 2823 1847 16,3 1,13
10 144 21,09 2138 24,92 21,39 147
11 170 2296 14,57 297 26,14 1,14
12 186 2368 6,28 32,37 28,01 116
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ANEXO B

Exemplos de Cromatogramas
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Figura B.1. Solugao padrao de acido isocitrico
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Figura B.2. Solugéo padrao de &cido citrico
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Figura B.3. Solugdo padrao de glicose
150;5- glicose
1003
50 = ac. isocitrico
] ac. citrico
0 3
-50 3

T T T T T T T T T

T T T
5 10 15 20
Tempo (min)

Figura B.4. Amostra obtida do caldo fermentado
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