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RESUMO

Obtencdo de &cido citrico por fermentacdo submersa a partir de hidrolisado
hemicelulésico em biorreator. Rogério da Silva Santos, dissertacdo de mestrado. Programa de
pos-graduacdo em Biotecnologia Industrial, departamento de biotecnologia da Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena. Orientador: Dr. Arnaldo Mércio Ramalho Prata (Departamento
de Biotecnologia, FAENQUIL. C.P.. 116 CEP 12600-000 Lorena, SP, Brasil) Banca
Examinadora: Dr. Alfredo Eduardo Maiorano e Dra. Adriane Maria Ferreira Milagres.

Nos dias atuais, grande quantidade de residuos de exploracdo de florestas de eucalipto
sd0 gerados pela industria de papel e celulose, sendo que esses residuos constituem poluentes
ambientais que, através da biotecnologia, podem ser reaproveitados para a obtencdo de produtos
de interesse econdmico-social. Este trabalho teve como principal objetivo estender o
desenvolvimento do processo de producdo de acido citrico, em sistema descontinuo, por
fermentacdo submersa, a partir de hidrolisado hemicelulésico de aparas de eucalipto,
empregando o fungo Aspergillus niger. O acido citrico € um composto empregado em larga
escala na industria alimenticia e de bebidas, também é muito utilizado na industria de féarmacos,
produtos lacteos e como complexante em 6leos vegetais.

Objetivando otimizar o processo de producdo de &cido citrico, foram estudadas as
influéncias da concentracdo inicial de agUcares do hidrolisado hemicelulsico, o tempo de
germinacdo dos esporos para indculo, os metais para compor o meio de fermentacdo, a agitacéo
em biorreator e a vazdo de ar para a transferéncia de oxigénio para o0 meio de fermentacéo.
Inicialmente foram determinadas as concentracdes dos ions metalicos presentes na agua de
processo, assim como a caracterizacdo parcial do hidrolisado hemicelulésico de eucalipto. Com
a constatacdo da necessidade de tratamento ao hidrolisado hemicelulésico, verificou-se depois
tratamento com éxido de célcio e carvéo ativado, uma reducdo de &cido acético e furfural de
97,75 % e 50 % respectivamente, ja a reducéo dos compostos fendlicos apresentou uma reducéo
de 84,10 %. A utilizacdo de um evaporador de ago-inox mostrou-se ndo adequado para o
processo de evaporacdo do hidrolisado devido ao aumento das concentracdes de ions metalicos.

Em relagdo a concentracdo inicial dos aclcares no hidrolisado para fermentacéo citrica,
observou-se uma melhor producéo de &cido quando utilizadas em concentragoes em torno de 50
g/L e utilizando alinhagem de Aspergillus niger 10v10.

Com o auxilio de um planejamento fatorial 2* completo, foram avaliados os efeitos dos
ions metalicos ferro, manganés e zinco, e também do ferrocianeto de potéssio na producéo
citrica. A producdo mais acentuada ocorreu utilizando o nivel mais baixo do metal ferro (100
ppm) e menor concentracdo de ferrocianeto de potassio. Através do planejamento constatou-se
gue ndo h& necessidade de nenhuma adicdo dos metais ferro, manganés e zinco ao meio de
fermentacdo preparado com hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto tratado. O ferrocianeto de
potassio apresentou a capacidade de controlar o crescimento do fungo A. niger 10v10 em
hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto tratado.

Em ensaios realizados em biorreator, pode-se constatar com o auxilio de um
planejamento fatorial 2° completo, os efeitos da agitacdo, aeracio e tempo de indculo sobre a
fermentacdo citrica. Pode-se a avaliar assim o0 efeito dessas variaveis sobre a formagdo de
produto e obter um modelo matematico para concentracdo final de acido citrico ao nivel de 95%
de confianca. Maiores valores de fator de conversdo (Yp/s =0,384) foram obtidos com a
agitacdo (400 rpm) e a aeracdo (1,5 vvm) mais elevadas, assim como o fator de conversdo de
acucares em células (Y p/x=1,406). Em relacdo ao tempo cultivo de inéculo para fermentacéo
citrica em biorreator, foi constatado que ndo houve variagdo significativa na producdo, sendo
gue o tempo de 24 horas é o ideal para maior produtividade do processo.



ABSTRACT

Obtention of citric acid for submerged fermentation from hemicellulosic
hydrolysate in bioreactor. Rogério Da Silva Santos, paper of Master’s degree. Advanced
Academic Program in Industrial Biotechnology, department of biotechnology of the College
of Chemical Engineering of Lorena. Person who orientates. Dr. Arnaldo Marcio Ramalho
Prata (Department of Biotechnology, FAENQUIL. C.P.: 116 CEP 12600-000 Lorena, SP,
Brazil)

Examiners. Dr. Alfredo Eduardo Maiorano and Dra. Adriane Maria Ferreira Milagres.

In the current days, great amount of residues of exploration of forests of eucalyptusis
generated by the paper industry and cellulose, being that these residues constitute ambient
pollutants that, through the biotechnology, can be reused for the attainment of products of
economic-social interest. This work had as main objective to extend the development of the
process of citric acid production, in discontinous system, for submerged fermentation, from
hemicellulosic hydrolysate, using fungi Aspergillus niger. The citric acid is a substance used
in large scale in the industry of foods and of drinks, also very it is used in the industry of
pharmacist, milky products and as complex in vegetal oils.

With the objective to optimize the process of citric acid production, the influences of
the initial concentration of sugars of the hemicellulosic hydrolysate, the time of germination
of the espores for inoculum, the metals to compose the medium of fermentation, the
agitation in bioreactor and the air outflow had been studied for the transference of oxygen
for the medium of fermentation. Initially had been determined the concentrations of ions
presents in the water of process, as well as the partial characterization of the eucalyptus
hemicellulosic hydrolysate. With the evidence of the necessity of treatment to the
hemicellulosic hydrolysate, verified later treatment with oxide of calcium and activated coal,
an reduction of acetic acid and furfural of 97,75 % and 50 % respectively, the reduction of
phenolic composites presented of 84,10 %. The use of a steel-inox evaporator revealed not
adequate for the process of evaporation by cause the increase of the metallic concentrations
of ions in hemicellulosic hydrolysate. In relation to the initial concentration of the sugars in
the hydrolysate for citric fermentation, one better production of acid was observed when
used in concentrations around 50 g/L and using the strain of Aspergillusto niger 10v10.

With the aid of an factorial planning 2*, iron, manganese and zinc had been evaluated
the effect of metallic ions, and also of ferrocyanide of potassium in the citric production.
The more production occurred using the level lowest of the metal iron (100 ppm) and minor
concentration of ferrocyanide of potassium. Through the planning, evidenced that it does not
have necessity of no addition of metals iron, manganese and zinc to the medium of
fermentation prepared with eucalyptus hemicellulosic hydrolysate treated. Ferrocyanide of
potassium presented the capacity to control the growth of fungi A. niger 10v10 in eucalyptus
hemicellulosic hydrolysate treated.

In assays carried through in biorreator, it can be evidenced with the aid of an factorial
planning 23, the effect of the agitation, aeration and time of inoculum on the citric
fermentation. A mathematical model for concentration of citric acid can thus be evaluated it
the effect of these variable on the product formation and be gotten to the reliable level of
95%. Bigger values of conversion factor (Y p/s = 0,384) had been gotten with the agitation
(400 rpm) and the aeration (1,5 vvm) greatest, as well as the factor of conversion of sugars
in cells (Yp/x=1,406). In relation to the time culture of inoculum for citric fermentation in
biorreator, it was evidenced that it did not have significant variation in the production, being
that the time 24-hour isthe ideal for bigger productivity of the process.
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Figura 4.20

Ditribuicdo de residuos do modelo proposto (Y) que representa a
concentracdo de acido citrico final em sistema descontinuo utilizando
hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto por Aspergillus niger 10V10 em
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Superficie de resposta e curvas de nivel descritas pelo modelo
proposto (Y), que representa a concentracdo final de acido citrico em
fermentacdo descontinua de hidrolisado hemicelulosico de eucalipto
por Aspergillus niger 10V10 em biorreator.............cccccvvvvviieiiieieeeeeeee, 55



1. INTRODUCAO

O acido citrico é atualmente um dos compostos mais amplamente
empregados nas industrias farmacéuticas, de bebidas e de alimentos. ApoOs a
descoberta de seu potencial, a producdo comercial tornou-se objetivo de diversas
empresas, que logo desenvolveram métodos de extracdo e de sintese. Porém, a
obtencao de acido citrico pelo método fermentativo mostrou-se mais viavel, sendo o
responsavel pela producdo de quase todo acido citrico utilizado hoje em dia no
mundo. Embora apresente problemas relacionados com a interferéncia com metais,
a fermentacao citrica por fungos € um processo amplamente empregado para a
producdo de &acido citrico, sendo utilizado, sobretudo, o processo de fermentacao
submersa.

A Empresa Cargill do Brasil, localizada em Uberlandia, no triangulo mineiro,
€ a maior produtora de acido citrico no pais. A fabrica realizou investimentos da
ordem de R$ 130 milhdes e tem capacidade de processar 30 mil toneladas de acido
citrico por ano (ADTP, 2002). O Brasil atualmente é auto-suficiente na fabricacdo de
acido citrico, o qual é produzido a partir da sacarose, adquirida no préprio Estado de
Minas Gerais. O mesmo é utilizado como acidulante, estimulante de aroma,
antioxidante e conservante nas industrias de alimentos, cosméticos, medicamentos e
detergentes biodegradaveis. A fabrica de Uberlandia, primeira de acido citrico da
Cargill fora dos EUA, tem a mesma tecnologia da unidade americana, com obtencao
de produtos uniformes, estaveis e cristalizados, o que permite altos indices de
hidratacdo exigidos pala indastria alimenticia. A Cargill exporta o &cido citrico do
Brasil para todos os paises latino-americanos, além de paises asiaticos e
africanos (CARGILL, 2003).

Nos dias de hoje a comunidade cientifica estd cada vez mais interessada
nos problemas relacionados com a poluicdo ambiental. O desenvolvimento da
industria de papel e celulose € um fator relevante em relacdo a esse problema,
devido a grande quantidade de residuos gerados anualmente. Diversas pesquisas
sdo realizadas com a finalidade de viabilizar matérias-primas alternativas,
objetivando a utilizacdo de residuos. O uso de residuos como matéria-prima é de
grande interesse para obtencdo de produtos de alto valor agregado, e ainda contribui
para o abaixamento dos custos de producdo. Dentre esses residuos encontra-se as

aparas de eucalipto, uma fonte inesgotavel para obtencdo de acUcares



fermentesciveis, principalmente a xilose, a qual pode ser empregada como substrato
para obtencédo biotecnoldgica de acido citrico.

Os materiais lignocelulésicos constituem um recurso renovavel amplamente
distribuido na natureza, e vém sendo intensamente estudados para a obtencdo de
energia e bioconversdo em produtos comerciais.

Com o constante desenvolvimento dos métodos de pré-tratamento e
hidrolise dos materiais lignoceluldsicos, é possivel que se obtenham, a partir desses
materiais polissacarideos, hidrolisados com altas concentracdes de acUcares
fermentesciveis.

O Brasil tem hoje uma grande area plantada de eucalipto (quase 3,0 milhdes
de hectares), € o sétimo maior produtor mundial de celulose (cerca de 6,3 milhdes de
toneladas por ano) e detém o maior indice médio de produtividade (40 m*/ hectare
por ano). As industrias brasileiras do setor como um todo, que também usam o
eucalipto como matéria-prima para a producdo de papel, celulose e demais
derivados, representam 4% do Produto Interno Bruto (PIB), 8% das exportacfes e
geram aproximadamente um milh&o de empregos diretos e indiretos.

Por ser uma arvore de crescimento rapido, com ciclos de plantacdo de seis
e oito anos e de facil adaptacdo as mais diferentes condi¢cdes de clima e solo, o
eucalipto passou a ser uma alternativa racional contra a devastacdo das florestas
nativas em diversas regides do planeta. Porém, em linhas gerais, este setor produz
grande quantidade de residuos como: casca, aparas e lixivia.

Os residuos de madeira de eucalipto, acumulado em grandes quantidades
pelas industrias de papel e celulose, constituem uma matéria-prima com grande
potencial para conversao de insumos quimicos.

A hidrolise acida da hemicelulose fornece um xarope de acucares,
principalmente de xilose, que pode ser fermentado por microrganismos e atualmente
vém sendo estudado como matéria-prima para diversos insumos quimicos.

Considerando a disponibilidade da matéria-prima, a utilizacdo de residuos
agroindustriais e a viabilidade do processo fermentativo, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o hidrolisado hemicelulésico de eucalipto como meio alternativo
para a producédo de acido citrico por Aspergillus niger, em fermentacdo submersa em
reator descontinuo, assim como definir condicdes que proporcionem rendimentos

satisfatoérios em acido citrico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O acido citrico

O acido citrico (4cido 2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico), de formula
quimica CgHgO7 (Figura 2.1), foi isolado e cristalizado por Sheele, pela primeira vez,
em 1784, do suco de limdo, sendo o principal constituinte dos frutos citricos. Este
acido organico pode também ser encontrado como constituinte natural de uma
variedade de frutas citricas como: abacaxi, péra, péssego e laranja. A producao
comercial de 4cido citrico comecou na Inglaterra em 1860, utilizando sais de calcio.
Este processo tinha um rendimento muito baixo, necessitando de 30 a 40 toneladas
de limdes para obter uma tonelada de acido citrico. Trés décadas depois, em 1893, o
acumulo de acido citrico por microrganismo foi descoberto. Wehmer, um botéanico
alemao, descobriu que o Citromyces (hoje identificado como Penicillium sp) possuia
a capacidade de acumular este acido durante seu cultivo (REED, 1991).

O processo submerso esta atualmente difundido para a producdo comercial
de &cido citrico, sendo um processo que requer menos espaco, menos trabalhoso e
proporciona alta produtividade (GREWAL; KARLA, 1995). Enquanto o processo em
superficie dura de 8 a 12 dias, o processo submerso dura de 5 a 10 dias (GREWAL;
KARLA, 1995).

Penna (2001) cita que as vantagens do processo de fermentacdo submersa
sobre o de superficie em termos de custos de investimento e operacao, induziram
pesquisadores a procurar desenvolvé-lo para a obtencdo de acido citrico. Outra
evidéncia da importancia da producdo de acido citrico por processo submerso é a
possibilidade de se desenvolver métodos diferenciados de conducdo da
fermentacdo, como é o caso do sistema de fermentacdo em batelada alimentada
com reciclo. Este permite aumentar rendimento, reciclar meio e micélio, diminuir mao
de obra e consumo de energia e ainda utilizar matéria-prima de baixo custo sem
suplementacéo (ALl et al., 2002).

Cerca de 70% da producéo é utilizada pela industria de alimentos e bebidas;
12% pela industria farmacéutica e 18% por outras industrias (BOHDZIEWEICZ;
BODZEK, 1992). Na Tabela 2.1 encontram-se algumas aplicacdes do acido citrico

segundo Grewal et al. (1995).
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Figura 2.1 - Modelo molecular do acido citrico.

A producdo mundial de acido citrico ultrapassa 800.000 t/ano, sendo os

maiores produtores a Europa e os Estados Unidos. O mercado cresce cerca de 4%

ao ano e seu emprego em alimentos representa 55-65% do mercado total de
acidulante, contra 20-25% do acido fosforico e 5% do acido malico (CARGILL, 2003).

Tabela 2.1 Aplicacdes do acido citrico

Industria Uso
Suco de frutas e  Atua como estabilizante em sucos preparados comercialmente e
vegetais em vegetais

Vinhos e cidras

Previne a turbidez de vinhos e cidras, previne o amarelamento de
vinhos brancos, ajuste de pH e inibe a oxidacao.

Produtos lacteos

Como emulsificante em sorvetes e no processamento de queijos.
Atua como agente acidificante em queijos e também como
antioxidante

Oleos e gorduras

Capacidade de complexacdo com metais pesados como o ferro e
o cobre, possibilitando assim sua utilizacdo como estabilizante.

Farmacéutica

Como efervescente ao combinar-se com bicarbonatos,
antioxidante nas preparacfes de vitaminas, anticoagulante entre
outras aplicacoes.

A producdo de &cido citrico por A. niger € influenciada por diversos

parametros e condi¢des que governam a producdo do mesmo por este fungo.

A seguir serdo discutidas as secdes que incluem: Matérias-primas,

Microrganismos, condicbes de fermentacdo, bioquimica da fermentacdo e a

recuperacéao do produto.



2.2. Matérias-primas

Antigamente o acido citrico era produzido por fermentacdo, apenas da
sacarose, mas hoje em dia os substratos mais utilizados séo: a sacarose, 0 melaco,
o caldo de cana-de-acucar, os melagos citricos e varios outros hidrolisados (NEHAD,
2002). Uma larga variedade de outras matérias-primas pode ser utilizada para
producéo de &cido citrico por fermentacao (Tabela 2.2) .

Além dos substratos citados, varios trabalhos tém sido publicados
demonstrando a utilizacdo de matérias-primas alternativas. Os residuos vegetais e
as madeiras, por exemplo, vém sendo intensamente estudados como fonte de
carboidratos para processos fermentativos, pois estes materiais constituem uma
fonte renovavel, tanto naturalmente como através de programas de reflorestamento
(MISHRA; SINGH, 1993; SHAN; LEE, 1994).

Tabela 2.2. Matérias-primas usadas para fermentacédo do acido citrico.

Matéria-prima Tipo de fermentacdo  Rendimento %

Residuo de algodéao Superficie -
Raiz de Asphodelus aestivus Superficie -
AcuUcar de beterraba Superficie 40-60°
Residuo de cervejaria Superficie e Submerso  78,5% e 42-58?
Hemicelulose da madeira Submerso -
Hidrolisado de bagaco de cana de Submerso 60°
acucar
Polpa de maca Estado solido(SSF) 88®
Polpa de uva SSF 60?
Casca de fruta de kiwi SSF 60°
Residuo de abacaxi SSF 50-60%

a- Baseado em acucar consumido. Fonte: Grewal et al. (1995)

Segundo o Jornal Folha de Sédo Paulo (2004) a producdo brasileira de
celulose foi estimada, no ano de 2004, em torno de 9,4 milhdes de toneladas, e, em
2005, havera um incremento dessa producéo, devido a entrada em atividade da
empresa Veracel, na Bahia, cuja capacidade sera de 900 mil toneladas. O paisja é o
terceiro maior produtor mundial de celulose do mercado, ficando atrds apenas do

Canada e dos Estados Unidos.



Trazido da Australia em meados do século XIX para a fabricacdo de
dormentes para as linhas férreas que se instalavam no Pais, a arvore adaptou-se
excepcionalmente bem no Brasil. Hoje o Pais é lider mundial em produtividade de
derivados do eucalipto. Por ser uma arvore de crescimento rapido — a industria da
celulose trabalha com ciclos de plantacdo entre cinco e sete anos — e de facil
adaptacdo as mais diferentes condi¢cdes de clima e solo, o eucalipto passou a ser
uma alternativa racional contra a devastacdo das florestas nativas em diversas
regides do planeta. Hoje, temos a maior area plantada de eucaliptos do mundo, mais
de trés milhdes de hectares.

Através da pesquisa do genoma dessa nobre arvore (Projeto Genolyptus)
gue vai aumentar ainda mais a competitividade de nossa industria, 12 empresas do
setor, junto com sete universidades e a Embrapa, estdo decifrando os mecanismos
capazes de levar o Pais a plantar eucalipto mais produtivo e ter industrias menos
poluentes (JORNAL O ESTADO DE SAO PAULO, 2002). Além disso, obteremos
eucaliptos mais resistentes a doencas, mais adaptaveis aos diferentes solos e climas
do Pais ou mais adequados a especificidade de cada tipo de inddstria.

Sendo assim, grande quantidade de residuos é gerada e acumulada
anualmente na natureza, ocasionando sérios problemas de poluicdo ambiental e
perdas de fontes potenciais de alto valor agregado. As atividades florestais podem
causar uma variedade de impactos sobre o meio ambiente. Entre elas a monocultura
florestal que tem um peso consideravel, visto que simplifica o ecossistema, o
deixando vulneravel a doencas e principalmente a quantidade de residuos gerados
na sua manufatura (U.S ENVIRONMENTAL PROTECTION ANGENCY, 1995).

As industrias madeireiras, serrarias e mobiliario, produzem residuos a partir
do beneficiamento de toras. Os tipos de residuos produzidos sdo casca, cavaco,
costaneira, p6é de serra, maravalha e aparas.

No setor de papel e celulose existem industrias de papel e industrias de
celulose, e também industrias integradas, ou seja, que produzem papel e celulose.
Havera nestes casos diferencas nos tipos de residuos produzidos, porém, em linhas
gerais este setor produz como residuos: casca, cavaco e lixivia. Existem
220 companhias no Brasil com unidades industriais localizadas em 16 estados,
utilizando madeira de reflorestamento, das espécies eucalipto (62%) e pinus (36%)
(MCT, 2002).



Os materiais lignocelulésicos constituem um recurso renovavel amplamente
distribuido na natureza, e vém sendo intensamente estudados para a obtencdo de
energia e conversdo em produtos de interesse industrial. Com o constante
desenvolvimento dos métodos de pré-tratamento e hidrélise dos materiais
lignocelulésicos, € possivel que se obtenham, a partir desses materiais
polissacarideos, hidrolisados com altas concentracfes de acucares fermentesciveis
(MIYAFUJI et al., 2003).

De acordo com Dekker (1985) os principais componentes dos materiais
lignoceluldsicos séo: a celulose, a hemicelulose e a lignina, em propor¢cdes que
variam de 40 a 50%, 15 a 30% e 10 a 30%, respectivamente. Devido a sua natureza
polissacaridica, os materiais lignocelulésicos ndo sdo diretamente utilizados pela
maioria dos microrganismos produtores de substancias de interesse industrial,
havendo a necessidade de se realizar a hidrolise dos seus componentes para 0s
respectivos mondémeros. Uma excecdo € o fungo Lentinus edodes, descrito como
fungo da madeira e causador da "podriddo branca”, que devido ao seu elevado
potencial de biodegradacdo é capaz de decompor a madeira sem necessidade de
hidrélise. Este fungo é conhecido desde a Antigliidade, na Asia, principalmente na
China e no Japédo. No Brasil, o desenvolvimento desta cultura iniciou-se na década
de 1980, empregando-se como substrato a madeira de Eucalyptus (ANGELIS et al.,
1998).

Esta hidrolise dos materiais lignocelulésicos pode ser realizada por
processos fisicos, quimicos, biolégicos e combinacdo destes (BUCHHOLZ et al.,
1981; KUMAKURA et al., 1983). Segundo Funk (1975) o processo de hidrélise acida
pode ser conduzido mediante o uso de altas concentracbes de acido mineral, a
temperatura ambiente, ou pelo emprego de acido mineral diluido em temperaturas
entre 150 e 180 °C. Entretanto, para a utilizacdo da hemicelulose, uma hidrolise na
temperatura entre 100 e 160 °C € mais conveniente, pois impede a degradacédo da
xilose, 0 que leva a formacdo de produtos que podem ser fortes inibidores do
metabolismo microbiano (DOMINGUES et al., 1997).

Diferentes materiais lignocelulésicos vém sendo utilizados para obtencéo de
hidrolisados hemicelulésicos como bagaco de cana (SENE et al., 2000), palha de
arroz (ROBERTO et al.,, 1995) e cavacos de eucalipto (SANTOS, et al.,, 2001;
PARAJO et al., 1998). Esses hidrolisados hemicelul6sicos, obtidos por hidrolise

acida, tém se mostrado de grande interesse. Almeida (1991) e Pessoa (1991)



estudaram a hidrélise da palha de arroz, e do bagaco de cana-de-acucar,
respectivamente, visando obter o hidrolisado para a producdo de proteina
microbiana.

De acordo com Dale (1987), os custos de varios produtos resultantes de
processos fermentativos dependem muito do custo da fonte de carboidratos.
Segundo este, a conversdo da lignocelulose oferece potencial para a obtencédo de
acucares fermentesciveis de menor custo. Como exemplo pode-se citar o trabalho
de Shan e Lee (1994), que desenvolveram um processo de producdo de acetona-
butanol a partir da madeira, através do sistema de fermentacdo extrativa e
sacarificacao associadas.

Yu et al. (1984) utilizaram a fracao celulosica da madeira para a producéo de
2,3-butanodiol e Prata (1989) obteve acido citrico a partir do hidrolisado celulésico de
bagaco de cana-de-acucar, em fermentacdo submersa com Aspergillus niger.

A fermentacdo de hidrolisados obtidos de materiais lignoceluldsicos pelo
processo de hidrdlise acida, o qual vem sendo empregado em varias pesquisas com
vistas a obtencdo microbiolégica de xilitol apresenta problemas diferentes aqueles
encontrados na fermentacdo de misturas de acuUcares puros. Isto porque nestes
hidrolisados estdo presentes, além dos acglcares, compostos toxicos a atividade
microbiana como ions metdalicos oriundos da corrosdo de equipamentos, acido
acético, furfural, hidroximetilfurfural oriundos do procedimento de hidrolise da
estrutura lignocelulésica reduzidas (RODRIGUES, et al., 1999).

Em funcdo da toxidade dos hidrolisados, varios métodos de tratamento tém
sido empregados antes de sua utilizacdo como meio de cultura, tais como:
neutralizacdo, combinacdo entre resina de troca ibnica e neutralizacdo e entre
carvao ativo e neutralizacdo (DOMINGUEZ et al., 1996), combinacdo entre
neutralizacéo e carvdo ativo (PARAJO et al.,1996), alteracdo de pH com é&cidos e
bases (FELIPE et al., 1997a e 1997b), bem como a combinacédo deste ultimo com
carvao ativo (ALVES et al., 1998).



2.3 Microrganismos e Fungos

Ao longo dos anos um grande numero de microrganismos foram usados
para a producdo de acido citrico. A excrecdo de acido citrico € um fenbmeno que
ocorre em bactérias, leveduras e fungos. As bactérias Arthorobacter paraffineus e
Corynebacterium produzem acido citrico em meio que contém hidrocarbonetos como
fonte de carbono (GREWAL et al., 1995).

Em relacdo as leveduras Madox et al. (1985) apresentaram um trabalho
demonstrando a capacidade da Saccharomycopis lipolytica de converter os aclUcares
presentes no hidrolisado hemicelulésico da madeira em acido citrico. Djadjat et al.
(1996) demonstraram também que a levedura Candida guilliermondii imobilizadas
sdo capazes de produzir 4cido citrico utilizando glicose como meio de fermentacéo
em reator de coluna de bolhas. Outra levedura estudada atualmente € a
Yarrowia lipolytica que se apresenta como um potencial produtor de acido citrico
utilizando o glicerol como substrato (PAPANIKOLAOU et al., 2002).

Atualmente, o fungo Aspergillus niger € o principal organismo empregado
para a producédo comercial. A vantagem de se utilizar este fungo séo: a facilidade do
controle de variaveis de processo, a habilidade de fermentar uma larga variedade de
materiais de baixo custo e seus altos rendimentos (SIEBERT; SCHULZ, 1974). Uma
lista de outros microrganismos capazes de produzir acido citrico encontra-se na
Tabela 2.3 segundo Grewal et al. (1995).

Tabela 2.3. Microrganismos capazes de produzir acido citrico.

Fungos Leveduras Bactérias

Aspergillus wentii Saccharomycopsis lipolytica Bacillus licheniformis
A. carbonarius Candida tropicalis Artrobacter paraffinens
A. aculeatus C. oleophila Corynebacterium ssp
A. awamori C. guilliermondii

C. citroformans

Penicillium janthinellum Hansenula anamola




2.4 Condicbes para fermentacéo

Existem trés formas de se produzir &cido citrico por A.niger descritas na
literatura. A fermentacao citrica pode ser conduzida pelos seguintes processos: em
superficie, submerso e Koji. No primeiro caso utilizam-se bandejas, geralmente de
aluminio e alta pureza, contendo uma camada de meio de fermentacéo de 5 a 20 cm
de altura, de acordo com o volume. As bandejas sdo colocadas em camaras
ventiladas, onde ha circulacédo de ar e previamente esterilizado, que fornece oxigénio
para a fermentacdo, e a0 mesmo tempo serve para retirar o calor produzido durante
o processo (MILSON; MEERS, 1985). O crescimento resulta na formacdo de uma
camada semi-submersa de micélio que garante o fornecimento de oxigénio e dos
constituintes do meio para a massa celular. A fermentacdo se processa no periodo
de 8 a 12 dias, de acordo com a concentracdo de acucar, resultando em rendimentos
de 70 a 75% sobre a quantidade de acuUcar inicial. Um fator importante do processo é
a retencdo do produto pelo micélio, que pode chegar a 15% do total
produzido (KUBICEK; ROHR, 1986).

O processo Kaoiji, originalmente desenvolvido no Japdo, consiste de uma
fermentacdo em meio sdlido, geralmente empregando-se farelo de arroz ou residuos
de frutas que, apos tratamento, sdo inoculados com uma suspensao de esporos
aspergida sobre a superficie. A fermentacdo se completa em cerca de 4 dias, em
condicles ideais (KUBICEK; ROHR, 1986).

O processo de fermentacdo submersa é o mais difundido para producéo
comercial de &cido citrico. Requer menos espaco, possibilita o controle das variaveis
durante o periodo inicial, garantindo o sucesso da fermentacdo e viabiliza altas
velocidades de producdo. Qualquer reator tanque pode ser usado e devido ao baixo
valor de pH que desenvolve durante a fermentacdo e o fato de do acido citrico ser
corrosivo, o biorreator deve ser construido de materiais resistentes a corroséo.

Uma outra consideracdo importante para biorreatores para producdes de
acido citrico é a provisdo de um sistema de aeracdo que possa manter um nivel de
oxigénio dissolvido alto. Esse nivel é monitorado durante as fermentacdes utilizando
eletrodos (ALl et al., 2002).

A fermentacdo citrica € um processo dependente do oxigénio, tanto na fase

de crescimento do fungo, quanto durante o acumulo do acido. O oxigénio funciona
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como regulador da producao, e uma interrupcdo de seu fornecimento faz com que a
velocidade de producado seja alterada completamente, dependendo do estagio em
gue o processo se encontra (KUBICEK; ROHR, 1986). As velocidades maximas de
producdo da fermentacdo citrica foram observadas em altos valores de oxigénio
dissolvido (90% de saturacdo) em sistema descontinuo (DAWSON et al.,1988). A
velocidade da turbina afeta consideravelmente a morfologia do fungo e acumulo de
acido citrico (SEICHERT et al., 1982; PAPAGIANNI et al.,, 1998). De acordo com
Berovic et al. (2001) o sistema descontinuo é amplamente aplicado em biorreatores
para producdo citrica. Este tipo de reator oferece algumas vantagens, como a
facilidade de difusdo de gas, intensidade de agitacdo, que podem ser variadas e a
transferéncia de massa e calor.

O in6culo é preparado adicionando-se uma suspensdo de esporos de
A. niger ou um pré-cultivo do micélio. Para o pré-cultivo o inéculo deve estar em
torno de 10% do volume do meio de fermentacao.

A fermentacdo submersa pode ser conduzida em sistema descontinuo,
continuo e descontinuo alimentado, mas geralmente o primeiro é aplicado
(PAPAGIANNI et al., 1998).

Para produzir acido citrico € essencial que o meio de fermentacdo contenha
fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e niveis adequados de tracos de metais e sendo
influenciado pela aeracao, temperatura e pH. A fermentacédo citrica por A.niger deve
ser conduzida a temperatura em torno de 30 °C. Um intervalo de 28 a 33 °C é citado
por Sodeck et al. (1981), sendo que em temperaturas acima do limite maximo ocorre
formacdo de acido oxalico e, abaixo de 28 °C, ocorre diminuicdo significativa da
producéo de acido citrico (PAPAGIANNI et al., 1998).

A concentracdo de acucares afeta significativamente a producédo de acido
citrico por A.niger. A glicose e a frutose sao rapidamente assimiladas pelo fungo, por
serem acucares mais simples. Em escala industrial utiliza-se a sacarose como fonte
de carbono e, neste processo, o fungo atua sob condicbes acidas e através da
enzima invertase extracelular hidrolisa a sacarose em seus monémeros (KUBICEK;
ROHR, 1986).

A. niger assimila facilmente a manose, xilose e arabinose e produz acido
citrico a partir destes acucares (MADDOX et al., 1985). Segundo Santos e Prata
(2001), A. niger assimila facilmente os acgucares que estdo presentes no hidrolisado

de madeira.
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A concentracao de acucar é critica para a producédo de acido citrico, sendo
que a taxa de producdo maxima € usualmente obtida entre 14-22% de acucar
(PAPAGIANNI et al., 1999). A faixa 6tima de concentracdo de acUcar encontra-se
entre 10-14%, de acordo com Xu et al. (1989a). Segundo os mesmos autores nao ha
producdo de acido citrico em concentracbes de aclUcares abaixo de 2,5%
(PAPAGIANNI et al., 1999; XU et al., 1989b). As baixas concentracdes de aclcares
facilitam o acumulo de &cido oxalico, isso mostra claramente o fato da baixa
produtividade de acido citrico (PENNA, 2001).

O nitrogénio € necessario na producdo de &acido citrico por fungos, e
geralmente sua fonte é sulfato de aménio, nitrato de amonio, nitrato de sddio, nitrato
de potassio, uréia, etc (HANKAR, 1974; HANG, 1977; KAHLON, 1982; LAL, 1980;
MANONMANI, SREEKANTIAH, 1987). A forma e a concentracdo da fonte de
nitrogénio afetam consideravelmente no crescimento do fungo e a sintese do acido
citrico. Sulfato de ambnio prolonga o tempo de crescimento vegetativo enquanto que
nitrato de amoénio proporciona um curto periodo de crescimento vegetativo. Nitrato de
amonio, acima de 0,25%, favorece a producdo de &cido oxalico (GUPTA et al.,
1976). A alta concentracdo de nitrogénio aumenta o0 crescimento vegetativo e
também o consumo de acucares, com diminuicdo da producdo de acido citrico
(HANG et al.,, 1987). Estudos mostram que sulfato de ambénio como fonte de
nitrogénio resulta em um aumento na producao de acido citrico sem a formacéao de
acido oxalico (USMANI, 1978).

Além de carbono e nitrogénio a presenca de fosfato no meio de fermentacéo
tem um efeito consideravel na fermentacao citrica. A alta concentracdo de fosfato
promove maior crescimento e menor producdo de acido citrico (KHAN et al., 1970).
Ha informacdes que indicam o dihidrogénio fosfato de potassio (KH.PO4) como a
melhor fonte de fosfato (KAHLON, 1982; PUROHIT, 1985). Foram estudados seus
efeitos com concentracdes entre 0,5 -5,0 g/L, utilizando residuos de cervejarias,
verificando-se um pequeno efeito no crescimento do fungo e na formacéo do &cido
citrico (HANG et al., 1970). A fermentacdo citrica por A.niger fica muito restrita
quando esta em falta o dihidrogénio fosfato de potassio (KH.PO4) e o
monohidrogénio fosfato de dipotassio (K;HPO4) (SINGH; MEHROTRA, 1975).

A manutencao do pH baixo é essencial para a maxima producdo de acido
citrico. O pH inicial requerido depende da fonte de carbono usada. Geralmente o pH

abaixo de dois é o mais utilizado para otimizacdo da producdo. O pH baixo tem a
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vantagem de prevenir uma possivel contaminacdo e inibir a producdo de &cido
oxalico (KUBICEK; ROHR, 1986). Em valores de pH iguais ou superiores a 4,0 a
formacdo de acido oxalico é acelerada devido a alta capacidade de tamponamento
do meio (USAMI; FUKUTOMI, 1977). Também pode ser encontrado pH acima de 5,4
e entre 6,0-6.5 e que estdo consideras esses valores como Otimos para
fermentacdes com melacos (KAHLON, 1982). O emprego de valores de pH mais
altos em meios a base de melagos é consequéncia da impossibilidade de o fungo A.
niger germinar nesses substratos a pH baixo, o que sé € possivel em meios a base
de sacarose e glicose (MILSON; MEERS 1985).

Os elementos-tracos sdo componentes criticos para a fermentacéo citrica.
Os cations bivalentes: zinco, cobre, manganés, ferro e magnésio tém apresentado
influéncia na producdo de acido citrico por A. niger (MUSHNIKOVA; EGLIT 1986;
ROUKAS; KOTZEKIDOU, 1987). Quando esses elementos-tracos limitam o
crescimento, ha acumulo de acido citrico (CLARK et al., 1966; HORITSU, 1977;
SANCHEZ-MARROQUIN,1970).

Recentemente foram feitos estudos em que o periodo de incubacéo foi
reduzido de seis para dois dias, tornando-se um processo altamente
econdmico. Foram adicionados aproximadamente 3 ppm de sulfato de manganés em
melaco de cana-de-aclUcar e o pico maximo de producdo em reator de mistura
alimentado ocorreram em 48 horas (SIKANDER et al., 2002)

Outro elemento importante € o cobre, cuja presenca € muito importante na
formacéao dos pellets, favorecendo a fisiologia celular para formacao de acido citrico.
Um estudo recente mostra que a concentracdo otima para producédo de acido citrico
estd em torno de 3 ppm de sulfato de cobre pentahidratado (CuS04.5H,0). O sulfato
de cobre reduz a concentracdo de ions Fe®*" formando sais complexos que se
precipitam durante o curso da fermentacédo (HAQ et al., 2002).

Os efeitos dos ions zinco e magnésio também sdo importantes. O primeiro
nao pode estar em altas concentragdes, pois favorece o crescimento celular e ndo o
acumulo de acido citrico (WOLD, SUZUKI, 1976). No caso do ion magnésio, a
literatura cita a sua importancia para o crescimento celular. A fonte utilizada
comumente € o sulfato de magnésio e a concentracdo 6tima varia entre 0,02-0,025%
(KAPOOR et al., 1983).
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2.5 Bioquimica da producao de acido citrico

Segundo, Stanier et al. (1976), a formacédo do acido citrico por A. niger &
resultado de uma operacdo defeituosa que ocorre no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) e o metabolismo é relatado em trés etapas sequenciais:
(1) a quebra das hexoses em piruvato e CO, na via glicolitica: (2) formacao de
oxalacetato através do piruvato e CO, via “anaplerética” e (3) acumulo de &cido
citrico com o ciclo de Krebs; que pode ser verificar claramente através do balanco de

carbono na Figura 2.2.

Glucose

Oxaloacetate  Acetyl~CoA

Citrate

Figura 2.2 Esquema generalizado do fluxo de carbono até citrato em Aspergillus
niger. (a) via glicolitica; (b) Descarboxilacdo Oxidativa e Carboxilacao
do Piruvato; (c) Ciclo de Krebs. (KUBICEK; ROHR,1986).

Segundo Kubicek (1986) o catabolismo das hexoses realizado pelo fungo
A.niger é dividido em duas fases, uma pela (Ember Meyerhof Parnas) e a outra pela
Pentose-Fosfato, sendo que 80% do catabolismo é realizado na fase (Ember
Meyerhof Parnas).

O processo cinético de producao apresenta uma fase de crescimento rapido
do fungo, e uma segunda fase em que o crescimento diminui e a producédo de &cido
citrico € maxima, assim fica caracterizado um processo bifasico (PRATA, 1989).
Rohr et al. (1981) e Kubicek e Rohr (1986) concluiram que a producdo de acido
citrico é realizada numa pequena proporcao por células em crescimento e, na maior
parte, por células em fase estacionaria. Duas enzimas chaves foram estudadas em

detalhe com relacdo a fermentacdo citrica, que sdo a aconitase e a isocitrato
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desidrogenase. A atividade dessas enzimas diminui para um nivel muito baixo com o
acumulo de acido citrico. Rohr et al. (1981), Ramakrishanan et al. (1955) e
Ramakrishanan e Martin (1955) verificam que a enzima isocitrato desidrogenase é
inibida na presenca de acido citrico e de ferrocianeto. La Neusa (1966), cita que um
acréscimo de 20% na concentracdo de ferro dobra a atividade da aconitase e
consequentemente diminui em 25% o acumulo de acido citrico. A adicdo de
ferrocianeto de potassio ao meio inibe a atividade da aconitase e a da enzima

isocitrato desidrogenase, estimulando assim o acumulo de acido citrico.

2.6 Recuperacao do produto

A recuperacdo do acido citrico do meio de fermentacdo € feita geralmente
por precipitacdo, na forma de sal de célcio. O micélio é separado por filtracédo, e o
filtrado é submetido a um tratamento com 6xido de calcio (180 a 250 g/L) a pH 7,0
e 90 °C. Em seguida adiciona-se acido sulfarico, que resulta na formacéo de gesso e
na liberacdo do acido para o meio. Depois de separado 0 gesso, a solucéo é tratada
com carvao ativo e passada por colunas de troca ibnica. Finalizando o processo,
procedem-se a concentracdo e cristalizacdo a vacuo. A separacdo dos cristais é
realizada por peneiramento (KUBUCEK; ROHR, 1986).

A extracdo por solvente € uma possivel alternativa para o método classico.
Porém, o solvente tende a extrair algumas das impurezas contidas em melados —
derivados de licores. A vantagem do método de extracdo por solvente é evitar 0 uso
de acido sulfarico e o problema pela contaminacdo da disposi¢cdo do gesso gerado
(PAZOUKI et al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Grupo de
Microbiologia Aplicada e Bioprocessos (GMBIio) do Departamento de Biotecnologia

da Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena, na cidade de Lorena-SP.

3.1 Matéria-prima

O hidrolisado hemiceluldsico foi obtido a partir de aparas de eucalipto
(folhas, galhos e pontas), que permanecem no campo depois da retirada da madeira
para a fabricacdo de papel e celulose, provenientes das plantacdes da Cia Suzano
de Papel e Celulose - Sdo Luis do Paraitinga — SP. Essas aparas foram processadas
em picador que fracionou o material até um tamanho de aproximadamente

2cmx2cmx0,5cm.

3.2 Obtencéao do hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto

O hidrolisado foi obtido pelo processo de hidrélise acida. Aparas cominuidas
de eucalipto foram colocadas em um reator cilindrico de 50 litros tipo eixo rotativo,
impregnados com solucédo de acido sulfurico 0,8%, a qual foi preparada de acordo
com o volume de agua em relacdo a massa seca de aparas de eucalipto. O reator foi
operado nas seguintes condicfes: temperatura de 160 °C; tempo de hidrélise de
20 minutos; relacdo agua:materia-seca igual a 3:1. Foram realizadas 10 hidrolises
obtendo-se cerca de 22,0 litros de hidrolisado hemicelulésico em cada batelada.
Com a finalidade de remover alguns dos compostos toxicos e aumentar em trés
vezes o teor inicial de acucares, o hidrolisado foi concentrado em um evaporador de
aco-inox de capacidade para 32 litros, projetado exclusivamente para o processo de
concentracdo do hidrolisado hemiceluldsico. O evaporador foi operado nas seguintes
condicles: temperatura de 66 * 4 °C, sob vacuo, com volume inicial de 30 L. Apés a
concentracdo o hidrolisado foi homogeneizado e armazenado em um Unico

recipiente para o uso em todos os experimentos.
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3.3 Tratamento do hidrolisado hemicelulésico de eucalipto

O hidrolisado concentrado foi submetido a um tratamento fisico-quimico
para remocdo de compostos inibidores do crescimento microbiano. O tratamento
baseou-se na variacdo de pH e na adsor¢cdo com carvao ativo (RODRIGUES et.
al.,1995)

A elevacédo do pH até 7,0 foi realizada com 6xido de calcio PA. O hidrolisado
permaneceu em repouso por 12 horas, sendo filtrado a seguir para remocdo dos
precipitados. O pH entéo foi ajustado para 5,4 com acido sulfarico concentrado. Apos
repouso de 6 horas o hidrolisado foi novamente filtrado com papel de filtro qualitativo.
Em seguida foi adicionado carvdo ativado (area superficial de 500 a 600 m?/g,
densidade aparente de 0,25 a 0,30 g/cm® e 30 a 35% de particulas retidas em malha
325) na proporcdo de 9% (p/v) sendo a mistura agitada por 1 hora, a 30 °C.
Finalmente o hidrolisado foi filtrado a vacuo, em papel de filtro Klabin (qualitativo),

para a remoc¢ao do carvao.

3.4. Fungos

Foram avaliadas inicialmente duas linhagens do fungo Aspergillus niger:
NRRL 334 e 10v10, em fermentacdo submersa. A linhagem NRRL 334 foi escolhida
inicialmente por apresentar os melhores resultados dentre outras linhagens ja
estudadas em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto Santos e Prata (2001). A
linhagem 10v10 foi incluida para efeito comparativo junto a NRRL 334, pois a mesma
ainda ndo havia sido estudada em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto. Dentre
essas duas linhagens foi escolhida a melhor para ser utilizada no prosseguimento
dos trabalhos. As culturas, provenientes do Northern Regional Research Laboratory
e da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", respectivamente, foram
cultivadas em placas de Petri com agar nutriente (1% glicose, 0,5% de peptona,
0,3% de extrato de carne e 2% de agar-agar) a 30 °C por um periodo de oito dias.
Em seguida as culturas foram repicadas e mantidas em agar inclinado (0,5% de

peptona, 0,3% de extrato de carne e 2% de agar-agar) sob refrigeracao (4 °C).
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3.5 Preparo do inéculo

Para ensaios de definicdo dos metais foi utilizada como in6culo uma
suspensdo de esporos ndo germinados, obtida de uma cultura cultivada em &gar
inclinado, por um periodo de sete dias, a 30 °C, foi utilizada como in6culo. Foram
adicionados 2,0 mL de uma solucdo de TWEEN 80 0,8% (v/v) ao tubo contendo a
cultura esporulada e, apds agitacdo, o conteudo foi transferido para outro tubo
esterilizado. Este procedimento foi repetido por duas vezes e a suspensédo obtida foi
agitada vigorosamente para a destruicdo de aglomerados de esporos. ApoOs
contagem de esporos na camara de Neubauer, foi procedida a diluicdo da
suspensado. Cada frasco de 250 mL foi inoculado com 2,0 mL desta suspenséo, de
modo a se obter uma concentracao inicial de esporos entre 10°-10" esporos/mL.

Para as fermentacfes no reator foi usado inéculo vegetativo na proporcao
de 10% (v/v). Em frascos Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 50 mL de meio
sintético na mesmas propor¢cdes de acucares do hidrolisado hemicelulésico
juntamente com os nutrientes citados na Tabela 3.1. Em seguida uma suspensao de
esporos contendo cerca de 10° — 10’ esporos/mL, de uma cultura de A. niger foi
transferida assepticamente para o frasco. O frasco foi incubado em incubadora de
movimento circular (New Brunswick Scientific Co., modelo Innova-4000), a uma
freqiiéncia de agitacdo de 200 min™, temperatura de 30 °C. O tempo de incubacéo

do in6culo usado foi de 24, 48 e 72 horas.

3.6 Preparo do meio de fermentacao

O meio de fermentacdo foi preparado suplementando-se o hidrolisado
hemicelulésico de eucalipto com o0s sais descritos na Tabela 3.1. O meio foi
estabelecido com 60 g/L de carboidratos iniciais, que foi obtido pela diluicdo do
hidrolisado concentrado e tratado. A esterilizacdo foi realizada em banho-maria
fervente por 20 minutos. As fermentacdes foram realizadas em frascos agitados

durante um periodo de sete dias.
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Tabela 3.1 Composicdo do meio empregado para o processo de fermentacdo, em
relacdo aos nutrientes.

Componentes Concentracao Final (g/L)
Nitrato de aménio (NH4NO3) 2,5
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H20) 0,25
Fosfato de potassio (KH2PO,) 0,1

pH inicial = 6,0

3.7 Teste da concentracdo inicial de substrato

A fim de se determinar a influéncia da concentracao inicial de substrato na
fermentacdo citrica com os acucares presentes no hidrolisado hemicelulésico de
eucalipto, definiu-se a concentracdo inicial de substrato em meio sintético, com 50,
100 e 150 g/L de xilose e glicose, respeitadas as propor¢cdes em que estes acucares
se apresentam no hidrolisado em estudo. O meio foi suplementado também com os
nutrientes descritos na Tabela 3.1. Em todos os experimentos realizados, a vidraria
foi previamente lavada com HCI 1 M e lavada em seguida com agua deionizada duas

vezes a fim de se remover 0os metais presentes.

3.8 Estudo dos metais

Foi realizado um planejamento fatorial 2* completo, com o objetivo de
determinar os niveis de metais no meio de fermentacdo que proporcionasse uma
melhor producédo de &cido citrico.

Os ensaios iniciais foram conduzidos em sistema descontinuo, em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, com tampédo de algodao hidrofébico, contendo 50 mL de
meio de fermentacdo composto por hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado e
com concentracéo inicial de 60 g/L de acucares e suplementado com 0s nutrientes
citados na Tabela 3.1. Os frascos foram incubados em incubadora de movimento
circular (New Brunswick Scientific Co., modelo Innova-4000), a uma frequéncia de
agitacdo de 200 min, temperatura de 30 °C, por um periodo de 7 dias, em pH=6,0.

A Tabela 3.2 mostra os fatores e o0s niveis das variaveis analisadas.

Os valores do nivel central correspondem a valores aproximados das condicdes
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adotadas por Sikander et al. (2002) para o ion manganés e por Haq et al. (2002)
para o ion cobre. O valor adotado para o ion ferro foi estabelecido pela concentracao
encontrada no hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, portanto o nivel
inferior adotado no planejamento foi o nivel original desse metal no hidrolisado sem
suplementacdo. Ja os niveis do composto ferrocianeto de potassio foram
estabelecidos de acordo com Prata (1989). A Tabela 3.3 apresenta a matriz de

planejamento experimental de fatorial 2*, contendo os fatores e niveis codificados.

3.9 Definicdo do tempo de cultivo do inéculo, da agitacdo e da aeracéo.

Os ensaios de tempo de in6culo, agitacdo e aeracdo foram realizados em
fermentador de bancada, tipo MULTIGEN (Brunswink Sc. Co.), com capacidade util
de 0,6 L, equipado com controlador de temperatura, controlador de pH, agitador e
aerador, e medidor de oxigénio dissolvido (Figura 3.1).

Os experimentos foram conduzidos a 30 °C e com pH inicial de 6,0, sendo
gue o tempo de germinacéo, a velocidade da turbina e o fluxo de ar foram estudados
como fatores do planejamento fatorial 2° (Tabela 3.4). A Tabela 3.5 apresenta a
matriz de planejamento experimental fatorial 2°, contendo os fatores e niveis
codificados. A fermentacdo foi realizada em sistema descontinuo, utilizando um
volume de 0,6 L de meio. O periodo de fermentacéo foi estabelecido em 168 horas
(SIKANDER et al., 2002; HAQ et al., 2002).

Tabela 3.2 Fatores e niveis do Planejamento fatorial 2°.

Concentracao (ppm)

FATORES
-1 0* +1*

MnSO4 20 40 60
FeCls.6H,0 100 200 300
ZnS0y, 6 12 18
K4Fe(CN)g 100 200 300

* Niveis codificados: Nivel Superior: +1; Nivel inferior: -1; Ponto central: 0.
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Tabela 3.3 Matriz de planejamento experimental fatorial 2*.

Ensaios Fe¥ Mn?%* zZn* K4Fe(CN)g
1 - - - -
2 ¥ : - :
3 i + i
4 + + - -
5 i i + i
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
9 - - - +
10 ¥ : ¥
11 i ¥ ¥
12 + + - +
13 i : ¥ ¥
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

Figura 3.1 Fermentador de bancada, MULTIGEN (Brunswink Sc. Co.)



Tabela 3.4 Fatores e niveis do Planejamento fatorial 2°

Valores
FATORES
-1* 0* +1*
Tempo de germinacao (horas) 24 48 72
Agitacéo (min™) 200 300 400
Aeracao (vvm) 0,5 1,0 15

* Niveis codificados: Nivel Superior: +1; Nivel inferior: -1; Ponto central: 0.

Tabela 3.5 Matriz de planejamento experimental fatorial 2°.

Ensaios g-lt;?mi%%g;o Agitacao Vazao de ar
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

3.10 Métodos analiticos

As concentracdes de D-xilose, D-glicose, L-arabinose, acido citrico e acido
acético foram determinadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
em equipamento da marca Shimadzu (Kyoto, Japao), usando um detector de indice
de refracdo, coluna Aminex HPX-87H (300x7,8mm) da marca Bio Rad (Hercules,
CA) na temperatura de 45 °C. Como eluente foi usado acido sulfdrico 0,01 N numa
vazado de 0,6 mL.min™! e volume da amostra de 20 uL.

As concentracdes de furfural e HMF foram determinadas também por HPLC
usando um detector duplo de absorbancia (SPD-10Auv-vis), no comprimento de
onda de 276 nm e coluna RP 18 Hewlett-Packard (200 mm), na temperatura de

25 °C, razao acetonitrila/agua 1:8, acido acético 1% (v/v) como eluente a uma vazao
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de 1,0 mL.min™" e volume da amostra 20 puL. Os compostos fendlicos derivados da
solubilizacdo da lignina (4cido galico, vanilina, siringaldeido e cumarina) foram
analisados por HPLC (Knauer) usando um detector UV em 280 nm de comprimento
de onda, equipado com coluna Hypersil 50 DS, eluente 0,01 N H,SO4 com 16,67%
de metanol e 2,78% de propanol & uma vaz&o de 1,0 mL.min™ e volume de injecéo
de 20 uL. Os compostos fendlicos totais foram determinados utilizando-se os
reagentes de Folin e Cicateau. Foi adicionado 0,2 mL de reagente Folin-Cicateau em
3 mL da amostra diluida. Apds rapida agitacdo em vortice e repouso de 5 minutos,
adicionou-se 0,8 mL de carbonato de sddio 15%. Ap6s 30 minutos de reacdo na
auséncia de luz, o volume total foi transferido para uma cubeta de vidro de 1,0 cm de
percurso O6tico. A absorbancia da solucdo resultante foi lida a 760 nm em um
espectrofotobmetro computadorizado BECKMAN DU 640 B e comparada com uma
curva de calibragdo, previamente preparada usando-se vanilina como padréo.
O branco foi obtido substituindo apenas o volume de amostra por igual volume de
agua destilada, seguida da adicdo dos mesmos reagentes em idéntico procedimento
para analise das amostras. Os metais presentes na agua e no hidrolisado foram
determinados por espectrometria de absorcédo atbmica por chama, em equipamento
PerkinElmer Modelo Analyst 800.

Para os experimentos de fermentacdo citrica em biorreator, os acguUcares
(CRT) foram dosados pelo método colorimétrico de Nelson (1944) e o acido citrico foi

dosado pelo método colorimétrico de Marier e Boulet (1958).
3.11 Metodologia de andlise dos resultados

Para avaliar o processo de producdo de acido citrico foram dosadas as
concentracfes de acUcares e de acido citrico no meio fermentado. Os resultados
foram analisados estatisticamente utilizando-se o programa Design-Expert 6.0.6 e
STATISTICA/w 5.0.

Durante todos os ensaios foram retiradas amostras a fim de determinar as
caracteristicas morfolégicas dos micélios formados e verificar sua relacdo com a
capacidade de producéao de acido pelo fungo.

O processo fermentativo, em todos 0s ensaios, foi avaliado em termos de
fator de conversédo de substrato em produto, isto €, (g/L) de acido citrico formado por

(g/L) de acucar consumido e concentracao final de produto no fim das 168 horas de
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fermentacdo. A capacidade de formacdo de produto pela massa celular foi definida
como Yp/x, calculado pela razdo entre o produto obtido (g/L) e a massa celular
formada (g/L).

Para determinacdo do peso-seco nas fermentacdo em frascos, todo
contetdo do frasco foi utilizado, ja nas fermentaces em biorreator foram retirados
5,0 mL do meio de fermentacdo com pipeta graduada invertida e com ponta serrada
de 20 mL. As amostras filtradas a vacuo, em papel de filtro Klabin, sendo que os
papéis de filtro foram previamentes secados em estufa a 80 °C por duas horas, e a
seguir tarados. O Filtrado recolhido foi submetido as analises e o micélio lavado trés
vezes com volumes de agua destilada iguais ao volume do meio, apds o0 que
procedeu-se a secagem a 80 °C, até massa constante.

O crescimento do fungo, com relacdo as caracteristicas morfolégicas do
micélio, foi acompanhado por observacées microscopicas, empregando-se a técnica
de preparacdo a fresco. Utilizou-se a seguinte convencdo para avaliacdo das

caracteristicas morfologicas:

*Micélio em forma de “pellets” pequenos e resistentes, com hifas curtas,

bastante ramificadas e entrelacadas (desejavel);

**Micélio em forma de “pellets” de tamanhos irregulares bastante
ramificadas e entrelacadas.
***Micélio em forma de “pellets” de tamanhos grandes e quebrados,

ocupando todo o meio de fermentacéo.

#Crescimento em forma filamentosa, sem formacdo de micélio

individualizado, ocupando todo o meio de fermentacéao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Metais da agua de processo

A 4dgua empregada é fator fundamental a considerar. Avaliou-se a qualidade
da &gua para fins de processo levando-se em consideracdo o0s efeitos
potencialmente negativos dos metais sobre o rendimento da fermentacédo citrica e
também como uma forma de comparar com 0s metais oriundos dos equipamentos
empregados. Sendo assim, a agua utilizada no processo de obtencao do hidrolisado
hemiceluldsico foi analisada por espectrometria de absorcdo atémica por chama a
fim de se caracterizar a mesma quanto a composicdo de alguns metais que
influenciam na fermentacéo citrica. Os resultados desta analise encontram-se na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Composicao parcial dos metais na agua (rede de abastecimento)
utiizada para a producdo do hidrolisado hemicelulésico de

eucalipto.
Metal Concentracao (ppm)

Manganés 0,2
Calcio 5,2
Niquel 0,76
Cromo nd
Cobalto nd
Ferro 0,92
Zinco 5,32
Cobre 0,5
Sodio nd

nd= nao detectado

De acordo com os resultados apresentados, os niveis de metais na agua de
processo estdo abaixo da faixa adequada para os metais, sédio e calcio; 0,1-0,5 g/L.
Manganés e ferro também estdo também abaixo da faixa esperada de 1,0-3,0 ppm
para producdo de &cido citrico em sacarose, segundo Kubicek e Rohr (1986).
Segundo Hag et al. (2002), o cobre estando huma concentracdo de até 4,7 mg/100 g
de melaco ajuda a diminuir o efeito negativo do ferro nas fermentacdes citricas,

sendo assim a concentracdo do mesmo apresenta valores inferiores ao citado.
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4.2 Caracterizacao parcial e tratamento do hidrolisado hemicelulésico
de eucalipto

As aparas de eucalipto utilizadas para o preparo do hidrolisado
hemicelulésico de eucalipto apresentavam umidade em torno de 10% antes do
procedimento de hidrélise. O hidrolisado foi obtido por hidrélise acida e sua
composicao parcial € mostrada na Tabela 4.2.

A hidrdlise acida das aparas de eucalipto forneceu um hidrolisado composto
principalmente por acucares (74,14% de xilose, 3,73% de glicose e 4,7% de
arabinose) e acido acético (15,87%). Foram também detectados metais em niveis
superiores aos presentes na agua, o que pode ser decorrente do reator de hidrdlise.
A decomposicao da xilose e da glicose durante o processo de hidrélise conduziu a
formacdo de compostos inibidores da atividade fermentativa, como o furfural e
hidroximetilfurfural (DOMINGUEZ et al., 1996). Outro potente inibidor, o acido
acético, foi produzido pela ruptura dos grupos acetil da fracdo hemiceluldsica das
aparas de eucalipto (LEE; McCASKEY, 1983).

Tabela 4.2 Composicdo parcial do hidrolisado hemicelulésico de eucalipto

original.
Composto Concentracdo Composto Concentracéo
Xilose* 39,55 Manganés** 109,8
Glicose* 1,99 Calcio** 240,2
Arabinose* 2,53 Niquel** 28,3
Acido acético* 8,47 Cromo** 29,2
Fendis totais** 841,2 Cobalto** 0,5
Furfural** 158,4 Ferro** 200,8
5-HMF** 61,5 Zinco** 15,4
Acido Galico** 34,8 Cobre** 0,3
Siringaldeido** 118,5 Sodio** nd
Vanilina** 523,0 Potassio** 887,6
Cumarina** 3,0 Aluminio** 47,8
nd= nao detectado *g.L™ **ppm pH=0,98

A Tabela 4.3 mostra as concentracdes de acucares fermentesciveis, assim
como dos compostos inibidores do crescimento celular, presentes no hidrolisado
hemicelulésico de eucalipto sem concentrar, concentrado trés vezes. Baixas
concentracbes de furfural e hidroximetilfurfural assim como &cido galico,

siringaldeido, vanilina e cumarina também podem ser encontrados no hidrolisado.
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A concentracdo do &cido acético no hidrolisado pode variar consideravelmente em
funcdo do tipo de material lignocelulésico utilizado e das condi¢cdes de hidrélise
empregadas (RODRIGUES et al., 1995).

Pode-se observar que houve aumento de todas as concentracdes de metais,
com excecédo do calcio, quando o hidrolisado foi concentrado no evaporador de aco-
inox. Na mesma tabela é também apresentada a composicdo do hidrolisado
concentrado e que foi tratado com 6xido de célcio e carvao ativo, como descrito na
metodologia. Rodrigues et. al. (1995), descreveram um tratamento para controle de
metais de matérias primas impuras. O tratamento foi desenvolvido para possibilitar a
fermentacdo de hidrolisados acidos de madeira, e consiste da eliminacao

principalmente de ions ferro e cobre, por precipitacdo com éxido de célcio.

Tabela 4.3 Composicdo parcial do hidrolisado sem concentrar (HE),
concentrado antes (HE 3X) e depois do tratamento fisico-quimico

(HE 3X Trat.).
Composto HE HE 3X HE 3X Trat.
Xilose* 39,55 122,5 109,2
Glicose* 1,99 6,987 6,36
Arabinose* 2,53 4,319 2,98
Acido acético* 8,47 1,288 0,57
Fendis totais** 841,2 352,0 56,0
Furfural** 158,4 52,3 25,0
5-HMF** 61,5 92,0 nd
Acido Galico** 34,8 95,0 nd
Siringaldeido** 118,5 273,0 58,0
Vanilina** 523,0 58,0 nd
Cumarina** 3,0 Nd nd
Manganés** 109,8 308,4 42,5
Calcio** 240,2 199,0 430,1
Niquel** 28,3 96,4 19,3
Cromo** 29,2 173,1 52,4
Cobalto** 0,5 2,8 1,2
Ferro** 200,8 583,4 203,0
Zinco** 15,4 17,4 12,3
Cobre** 0,3 3,9 1,8
Sodio** nd 36,6 10,2
nd= ndo detectado *g/L **ppm

Na Tabela 4.3 observa-se também uma tendéncia de aumento proporcional
no teor dos acucares glicose, xilose e arabinose, em relagdo ao fator de

concentracdo do hidrolisado. O mesmo comportamento ndo foi observado para o
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acido acético, constatando-se uma diminuicdo em sua concentracdo quando o
hidrolisado foi concentrado 3 vezes. A diminuicao do teor de acido acético pode ser
atribuida a sua volatizacdo nas condicdes empregadas para a concentracdo do
hidrolisado (temperatura 66 + 4 °C e vacuo). O ponto de ebulicdo do acido acético a
pressdo atmosférica é de 118,1 °C, sendo reduzido para 63 °C quando a pressao
passa para 100 mmHg (vacuo). A temperatura de 66 °C foi determinada a fim de
evitar a degradacédo dos aclcares durante a evaporacao.

Nota-se também que existe uma relacdo proxima a 19/1 entre xilose e
glicose nos hidrolisados original e concentrado. Segundo Pfeifer et al. (1996), a
glicose presente no meio em baixas concentracdes pode favorecer a velocidade de
consumo de xilose tornando o hidrolisado de eucalipto um 6timo meio para producéo
de &cido citrico.

A diminuicédo do pH do hidrolisado apds a etapa de concentracdo pode ser
atribuida ao incremento da concentracéo de ions H* provenientes do &acido sulfirico
utilizado na hidrélise, conforme citado por Corréa et al. (1995). Também pode-se
observar pela Tabela 4.3 o aumento na concentracdo de todos 0s metais, com
excecdo ao calcio, evidenciando a influéncia do evaporador, que é constituido de
aco-inox. Em pH=0,98 o acido acético € bastante volatil e consequentemente o
hidrolisado hemicelulésico concentrado trés vezes apresentou uma reducdo de
97,75% de acido acético. As concentracdes de acido galico, siringaldeido, vanilina e
cumarina, decresceram depois do tratamento com carvao ativo, sendo que 0s
compostos fendlicos totais apresentaram decréscimo de 84,10%, aproximadamente.

Com o tratamento, aproximadamente 50% do furfural presente no hidrolisado
hemiceluldsico concentrado foi removido, enquanto que o hidroximetilfurfural ndo foi
detectado no hidrolisado concentrado e tratado, demonstrando-se que com a adicéo
de carvao ativo sua remocdo é facilitada.

A Figura 4.1 apresenta uma comparacdo da remo¢ao dos compostos toxicos
e dos metais presentes no hidrolisado depois do tratamento fisico-quimico e com
carvao ativado. Nela pode-se observar de forma mais clara a diminuicdo da
concentracdo de quase todos os metais, com excecdo do calcio. O aumento do
calcio é explicado pelo fato do tratamento fisico-quimico utilizar 6xido de célcio para

elevar o pH do hidrolisado.
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Figura 4.1 Gréafico comparativo das composi¢cdes do hidrolisado concentrado depois do
tratamento  fisico-quimico; PHT=  Fendis totais; FUR=Furfural,
HMF=Hidroximetilfurfural; ACG=Acido gdlico; SYR=Siringaldeido;
CUM=Cumarina; Mn=Manganés; Ca=Célcio; Ni=Niquel; Cr=Cromo;
Co=Cobalto; Fe=Ferro; Zn=Zinco; Cu=Cobre; Na=Sddio.

Na fermentacdo citrica o controle de metais é indispensavel. Em relacdo a
agua, os niveis de todos os metais determinados no hidrolisado hemicelulésico foram
nitidamente superiores. Manganés, calcio e ferro tiveram aumento em suas
concentracfes bem mais acentuado. “Os ions metélicos bivalentes como zinco,
cobre, manganés podem apresentar influéncia positiva na producédo de &cido citrico
por A. niger” (ROUKAS; KOTZEKIDOU, 1987). Quando esses elementos-tracos
limitam o crescimento, forma-se grande quantidade de &cido citrico (HORITSU,
1977).

Outro elemento-tragco importante é o ion cobre, cuja presenca é muito
importante na formacao dos pellets, favorecendo a fisiologia celular para formacao
de &cido citrico. Sulfato de cobre reduz a concentracéo de Fe* formando complexos
que precipitam durante o curso da fermentacdo (HAQ et al., 2002). Os efeitos dos
ions zinco e magnésio também sao importantes, o ion zinco ndo pode estar em altas
concentracdes, pois 0 mesmo favorece o crescimento celular e ndo o acumulo de
acido citrico (WOLD; SUZUKI, 1976).

As concentracfes de alguns ions metalicos encontrados no hidrolisado
hemicelulésico de eucalipto tratado e depois diluido ndo sédo consideradas por
Walisch et. al. (1983), como inibidores de crescimento microbiano. Entretanto, para a
fermentacao citrica alguns metais, principalmente o ferro, apresentam consideravel

influéncia na produtividade e, portanto, devem ser bem avaliados. Segundo Grewal
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et al. (1995), a concentracdo do fon Fe*" acima de 0,2 ppm tem efeito negativo na
producdo de acido citrico por A. Niger em melaco de cana, necessitando assim
adicionar sulfato de cobre ao meio para neutralizacdo do ferro em excesso. O
ferrocianeto de potassio foi empregado nas etapas posteriores ao estudo de
fermentacdo citrica para controlar o nivel de ferro em excesso no hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado. Ferrocianeto de potassio € comumente utilizado
no tratamento de matérias-primas para fermentacdes citricas, segundo Kubicek e
Rohr (1986). Segundo esses mesmos autores sua acdo se caracteriza
principalmente pela complexacdo com 0s metais pesados que normalmente
contaminam o0s substratos impuros, evitando assim a acao inibidora desses metais.
Conforme também observado por Clark et al. (1966), concentracdes de ferrocianeto
de potassio acima de 30 ppm inibem o crescimento de A. niger em melacos de
beterraba, afetando a capacidade de producdo de acido citrico pelo fungo. Estes
autores mostraram que a formacdo de complexos de ferrocianeto envolve a

participacdo de dois ou mais cations.
4.3 Selecéo do fungo

Verificou-se em estudos anteriores que as duas linhagens de Aspergillus
niger desenvolveram-se normalmente em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto,
mas sem acumulo de acido citrico no meio (SANTOS; PRATA, 2001). Estudando
agora a nova linhagem 10v10 foi constatada uma diferenca nas quantidades de
acido citrico produzidas pelas duas linhagens (Tabela 4.4).

Nas mesmas condi¢cdes de fermentacdo as duas linhagens apresentaram
crescimento na forma de “pellets”, sendo que o Aspergillus niger 10v10, em razéo da
maior quantidade de produto acumulado no meio, foi selecionado para estudos
posteriores. Os diferentes resultados mostram a necessidade de se proceder a
selecdo de linhagens especiais, especialmente fungos selvagens nacionais, selecao

esta que devera ser realizada futuramente.

4.4 Efeito da concentracao de acucares

A fim de se determinar a concentracéo inicial de acucares adequada para a

fermentacdo citrica, foram realizados ensaios com diversas concentracdes de
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acucares utilizando-se duas linhagens de Aspergillus niger. Esses ensaios foram
realizados em meio sintético respeitando-se as propor¢cdes dos acucares presentes
no hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto na proporcao proxima a 19/1 de xilose e
glicose (Figura 4.2).

Foi constatada uma consideravel diferenca na quantidade de acido citrico
produzida pelas duas linhagens de Aspergillus niger estudadas (Tabela 4.4).

O valor de 7,55 g/L de acido citrico obtido com a linhagem Aspergillus niger
10v10 foi baixo em relacdo aos valores encontrados em literatura para fermentacdes
industriais e meios sintéticos. Nesses casos, as concentracdes de acUcares
utilizadas foram superiores a 100 g/L. Jernejc et al. (1982) encontraram um 6timo de
140 g/L de sacarose para fermentacdo citrica em meio sintético que resultou numa
producédo de 85 g/L de acido citrico. Entretanto, Maddox et al. (1985) apresentaram
resultados parecidos em fermentacdo em meio sintético utilizando misturas binérias
de acucares (50 g/L de xilose + 50 g/L de glicose), na qual apresentou Yp/s=0,37,
sendo que o fungo utilizou 48 g de glicose e apenas 13 g de xilose, num tempo de

fermentacéo de 14 dias.

Figura 4.2 Fermentacédo citrica em “shaker” utilizando Aspergillus niger 10v10 e
NRRL 334 em diferentes concentracdes de acucares.

Nos resultados apresentados também na Tabela 4.4 verifica-se um maior
consumo de xilose devido a baixa concentracdo de glicose no meio de fermentacéo,

por parte da linhagem 10v10. Outro ponto a se destacar nestes resultados é o tempo
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de fermentacdo que durou sete dias e com consumo abaixo de 50% dos acucares,

mostrando que o tempo de fermentacéo poderia ter sido estendido.

Tabela4.4. Producdo de &cido citrico e glicerol, crescimento e consumo de
substrato por duas linhagens de Aspergillus niger, em meio sintético
com proporcbes de xilose e glicose idénticas a do hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto.

XA(;L’Jcare's iniciais Linhagem A.citrico Massa-seca Aclcar consumido Glicerol

ilose/Glicose(g/L) (g/L) (g/L) Xilose/Glicose(g/L) _ (g/L)
(46.951247)  —RRloe o 258 TROYE :
(93,71/4,93) N§3{1§34 2:32 ;;i igﬁgﬁjgﬁ gﬁg;
(1408737  ——r 122 2:;2 iﬁiﬁfgﬁg 8:222

Testes em duplicatas por um periodo de sete dias de fermentacgéo.

Na Tabela 4.5 estdo apresentados os fatores de conversdo relativos aos
ensaios para teste da influéncia da concentracdo inicial de substrato. Pode-se
observar que, além da maior concentracdo de acido citrico obtida pela linhagem
10v10, com concentracdo de acucares iniciais proximas a 50 g/L, o valor de Yp/s
para este caso também foi o maior. A maior capacidade de producéo desta linhagem

€ confirmada pelo maior valor de Yp/x.

Tabela 4.5 Parametros da fermentacdo citrica, obtidos por duas linhagens de
Aspergillus niger, em meio sintético com proporcoes de xilose e
glicose idénticas a do hidrolisado hemicelulésico de eucalipto.

AcUcares totais iniciais (g/L) | Linhagem Yp/s YX/s g/g Yp/x glg
10v10 0,36 0,26 1.39
49,43 ’
NRRL 334 0,21 0,19 1,09
10v10 0,08 0,18 0.43
98,66 ’
NRRL 334 0,09 0,14 0,64
10v10 0,04 0,30 0.15
148,24 ’
NRRL 334 0,07 0,21 0,34

Apesar dos fungos apresentarem a morfologia que € considerada adequada
nestes ensaios, o crescimento foi relativamente alto durante as fermentacdes,
sugerindo a necessidade de se testar o ferrocianeto de potassio juntamente com os

metais, utilizando o hidrolisado hemicelul6sico de eucalipto.
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Segundo Horitsu e Clark (1966) o ferrocianeto de potassio controla o
crescimento de Aspergillus niger em fermentacbes de melacos, alterando sua
capacidade de producédo de &cido citrico. Portanto, devido ao crescimento excessivo
nesta etapa e objetivando determinar a melhor concentracdo de ferrocianeto de
potassio, foi realizado um planejamento fatorial 2*, na qual foi testado o nivel de trés
tipos de metais e do ferrocianeto de potassio para a fermentacao citrica, utilizando

hidrolisado hemicelulésico de eucalipto.

4.5 Efeito dos metais e do ferrocianeto de potassio

A producéo de &cido citrico € influenciada pela presenca de metais pesados,
gue constitui um dos aspectos mais amplamente discutidos e estudados na literatura.
Na maioria dos trabalhos é citado o controle dos ions ferro, cobre, zinco e manganés
e a importancia de cada um para o processo. Rohr (1998), cita em seu trabalho os
efeitos negativos na fermentacao citrica por Aspergillus niger em melago de cana, no
qual o maximo permitido seria 80 ppm de calcio, 3,0 ppm de cobre, 100 ppm de
ferro, 0,1 ppm de niquel, 5,0 ppm de zinco e 1,0 ppm de manganés.

Uma vez que os resultados obtidos com os niveis dos metais presentes no
hidrolisado hemicelulésico tratado (Tabela 4.3) ndo foram satisfatorios, avaliou-se o
efeito dos fons ferro (Fe*"), manganés (Mn?") e zinco (Zn*'), assim como o
ferrocianeto de potassio, sobre a fermentacao citrica no hidrolisado hemicelulésico
de eucalipto tratado e diluido para um nivel de CRT de 60 g/L. Utilizou-se os sais dos
respectivos metais no meio de fermentacédo, de acordo com a Tabela 3.2. De acordo
com Clark e Ito (1965) aproximadamente 30 - 35% do calcio e 93-98% de cobre,
ferro, manganés e zinco sao precipitados no tratamento com ferrocianeto.

Na Tabela 4.6 sdo apresentadas as caracteristicas morfolégicas
desenvolvidas pelo fungo A. niger 10v10 em frascos, assim como a massa celular e
o fator de conversdo durante os ensaios com 0s metais, ferro, manganés, zinco e
com o ferrocianeto de potassio em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado.

O efeito mais marcante sobre os parametros avaliados foi observado
guando ndo houve adicdo de metal ao meio de fermentacdo (ensaio 1 - Tabela 4.6),
o qual correspondeu ao hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado e

suplementado com o0s nutrientes descritos na Tabela 3.1 juntamente com
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ferrocianeto de potassio na concentracdo de 100 ppm. Esse resultado mostra que o
hidrolisado depois de tratado e diluido apresenta os ions ferro, manganés e zinco em
niveis apropriados para a producdo de acido citrico, sem a necessidade de adicao
dos mesmos. Ja o ferrocianeto de potassio apresentou nitida influéncia no controle
de crescimento do fungo durante seu desenvolvimento em frascos, o que foi
evidenciado pela média de valores de massa seca conforme os ensaios de 1 a 8 e
de 9 a 16, 9,0 g/L e 7,48 g/L, respectivamente. Também foi observado o efeito do
zinco em conjunto com o ferrocianeto de potassio, que evidencia o crescimento na
forma filamentosa, observado nos ensaios 13, 14 e 15. Segundo Grewal et. al.
(1995), o excesso de zinco durante a fermentacdo citrica por A. niger leva o
consumo de substrato para a fase de crescimento com diminuicdo do acumulo de

acido citrico.

Tabela 4.6 Parametros de fermentacao citrica, obtidos por Aspergillus niger 10v10
em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado e suplementado
com diferentes metais e ferrocianeto de potassio, a 30 °C e agitacao
de 200 rpm em frascos.

Acido citrico Massa-seca Yp/s

Ensaios Fe** Mn** Zn** K4Fe(CN)s Morfologia
g/L 9/g 9/g
1 -1 -1 -1 -1 3,33 8,33 0,29 *
2 1 -1 -1 -1 1,28 9,86 0,13 **
3 -1 1 -1 -1 2,55 7,65 0,25 *
4 1 1 -1 -1 1,12 8,67 0,19 #
5 -1 -1 1 -1 2,88 7,21 0,22 *
6 1 -1 1 -1 0,55 10,88 0,12 #
7 -1 1 1 -1 3,11 7,29 0,26 *
8 1 1 1 -1 1,13 12,11 0,17 **
9 -1 -1 -1 1 1,25 6,34 0,09 **
10 1 -1 -1 1 0,95 8,78 0,11 **
11 -1 1 -1 1 2,55 6,25 0,24 *
12 1 1 -1 1 0,44 9,76 0,12 Fkx
13 -1 -1 1 1 2,21 8,16 0,20 #
14 1 -1 1 1 0,33 3,48 0,06 #
15 -1 1 1 1 1,05 7,21 0,12 #
16 1 1 1 1 1,51 9,86 0,15 Fkk
17 0 0 0 0 2,47 7,56 0,16 *
18 0 0 0 0 2,01 7,89 0,13 *
19 0 0 0 0 1,96 8,15 0,15 Fkk
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As caracteristicas morfolégicas observadas aparentemente nado foram
resultantes da atuacéo do ferrocianeto de potassio no hidrolisado hemiceluldsico de
eucalipto, mas sim do ferro. Clark et al. (1966) observaram que o crescimento na
forma filamentosa esta diretamente relacionado com a presenca de mangano meio
de fermentacdo, em niveis superiores a 2,0 ppb e que esse tipo de crescimento néo
é favoravel para um bom rendimento em fermentacdes citricas em meio sintético.
Kisser et al. (1980) observaram ainda uma relacdo direta entre a deficiéncia de
manganés e o crescimento de Aspergillus niger em forma de “pellets” com hifas
curtas e ramificadas, ideais segundo o autor para producéo de &cido citrico. Assim,
ao contrario do relato de Kisser et. al. (1980), o crescimento em forma filamentosa
nao foi relacionado diretamente pela presenca de manganés neste trabalho.

Os resultados obtidos com os meios 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 mostram baixos
valores de conversado de substrato em produto, resultado que pode ser conseqiéncia
de um possivel excesso de ferro adicionado ao meio de fermentacdo conforme
observado por Kubicek e Rohr (1986). Neste caso, tais resultados estéo relacionados
com o crescimento na forma filamentosa, conforme discutido anteriormente.

O efeito dos metais pesados sobre a producao de acido citrico, observado no
presente trabalho, indica ainda que o tratamento a que foi submetido o hidrolisado foi
suficiente para reduzir seus respectivos teores, a hiveis tais que ao diluir o
hidrolisado hemicelulésico tratado, ndo h& necessidade de uma posterior
suplementacao, obtendo-se assim um balan¢o adequado entre os mesmos capaz de
proporcionar o melhor resultado comparado com 0s outros ensaios em que houve
suplementacado. O ferrocianeto de potassio parece ser necessario, mas seu excesso
ndo € adequado ja que o mesmo parece apresentar efeito negativo sobre o
crescimento do fungo e sobre o rendimento da fermentacéo (Tabela 4.6). Durante a
analise estatistica 0 modelo encontrado prop&e utiliza-lo no seu menor nivel para
atingir resultados mais satisfatorios.

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos metais ferro, manganés e zinco e
também do ferrocianeto de potassio sobre a producdo de acido citrico em
fermentacdo submersa em frascos, utilizou-se um planejamento fatorial 2* completo
com trés pontos centrais. Na Tabela 4.6 esta apresentada a matriz de planejamento
utilizada, contendo os fatores, niveis codificados e os resultados obtidos em termos
de concentracao final de acido citrico, crescimento e fator de conversao de substrato

em produtos e morfologia. Os maiores valores foram obtidos nos ensaios 1, 5 e 7.
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Os resultados dos ensaios apresentados na Tabela 4.6 foram analisados
estatisticamente e utilizados para estimar os efeitos principais e os efeitos de
interacdo sobre a resposta de interesse que foi a concentracao final de &cido citrico,
com 168 horas de fermentacdo. A estimativa dos efeitos, erros-padrao, teste t de
“Student” e andlise de variancia para o parametro concentracéo final de acido citrico,
segundo o planejamento fatorial 2* completo, estdo apresentados na Tabela 4.7 e
4.8, respectivamente.

Observa-se pela tabela de estimativas dos efeitos, que ion ferro e o
composto ferrocianeto de potassio foram significativos ao nivel de 5% de
probabilidade e que a interacdo entre ambos os efeitos foi significativo ao nivel de
10% de probabilidade, devido ao fato dos valores de t calculados serem superiores
aos valores de t tabelados.

Na Tabela 4.8 observa-se também que a falta de ajuste néo foi significativa
ao nivel de 90%, indicando que o modelo ajusta-se na faixa dos dados experimentais

utilizados.

Tabela 4.7 Estimativa dos efeitos, erros-padrdo e teste t de Student para o
parametro concentracao final de acido citrico conduzidos em frascos,
segundo o planejamento fatorial 2* completo.

Efeitos Estimativa Erros-Padréo t(2)
Média 1,72 +0,0645 26,66
Fe -1,4525 +0,1406 -10,334*
Mn 0,085 10,1406 0,60
Zn -0,0875 +0,1406 -0,62
K4Fe(CN)6 -0,7075 +0,1406 -5,03*
Fe x Mn 0,1875 +0,1406 1,33
Fe X Zn 0,02 +0,1406 0,14
Fe x K4Fe(CN)6 0,495 +0,1406 3,52**
Mn x Zn 0,1225 +0,1406 0,87
Mn x K4Fe(CN)6 0,1175 +0,1406 0,83
Zn X KAFe(CN)6 0,065 +0,1406 0,46

* :significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (t = 4,303).
** 1 significativo ao nivel de 10% de probabilidade (t = 2,9

36



Tabela 4.8— Andlise de variancia dos efeitos para o parametro concentracao final de
acido citrico conduzidos em frascos, segundo o planejamento fatorial

2* completo.
Efeitos SQ GL MQ F p

Fe** 8,439 1 8,439 106,78 0,0092
Mn 0,029 1 0,029 0,37 0,6068
Zn 0,031 1 0,031 0,39 0,5971
K4Fe(CN)6** 2,002 1 2,002 25,33 0,0373
Fe x Mn 0,141 1 0,141 1,78 0,3138
Fe xZn 0,002 1 0,002 0,02 0,8999
Fe x KAFe(CN)6* 0,980 1 0,980 12,40 0,0720
Mn x Zn 0,060 1 0,060 0,76 0,4754
Mn x K4Fe(CN)6 0,055 1 0,055 0,70 0,4912
Zn x K4Fe(CN)6 0,017 1 0,017 0,21 0,6892
Falta de ajuste 3,426 6 0,571 7,23 0,1265
Erro-puro 0,158 2 0,079

Total 15,340 18

* :significativo ao nivel de 5 % de probabilidade. =~ R*= 0,766
** . significativo ao nivel de 10% de probabilidade.

Uma vez que a analise de variancia indicou fatores que ndo tiveram
influéncia significativa sobre o parametro estudado, foi realizada uma nova analise
estatistica, desprezando-se agora os fatores nao significativos, cuja estimativa dos
efeitos, erros-padrao, teste t de “Student” e analise de variancia sdo apresentados na
Tabela 4.9 e 4.10. Observa-se pela estimativa dos efeitos, que o metal ferro e o
composto ferrocianeto de potassio foram significativos ao nivel de 5% de
probabilidade e as interacGes entre ambos foram significativas ao nivel de 10% de
probabilidade, uma vez que os valores calculados de t para estes efeitos
continuaram sendo superiores aos valores de t tabelados. Também pode ser visto
que a falta de ajuste nao foi significativa, indicando que o modelo ajusta-se a faixa
dos dados experimentais utilizados.

Tabela 4.9 - Estimativa dos efeitos, erros-padrédo e teste t de Student para o
parametro concentracao final de acido citrico conduzidos em frascos,
segundo o planejamento fatorial 22 completo.

Efeitos Estimativa Erros-padréo t(2)

Média 1,72 0,0645 26,67
Fe -1,4525 0,1406 -10,33**
K4Fe(CN)6 -0,7075 0,1406 -5,03**
Fe x K4Fe(CN)6 0,495 0,1406 3,52*

* :significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (t = 4,303).
** . significativo ao nivel de 10% de probabilidade (t = 2,92).
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Tabela 4.10 - Andlise de variancia dos efeitos para o parametro concentracao final
de acido citrico conduzidos em frascos, segundo o planejamento

fatorial 2% completo.

Efeitos SQ GL MQ F p
Fe* 8,439 1 8,439 106,78 0,0092
K4Fe(CN)6* 2,002 1 2,002 25,33 0,0373
Fe x KAFe(CN)6** 0,980 1 0,980 12,40 0,0720
Falta de ajuste 3,760 13 0,289 3,66 0,2348
Erro-puro 0,158 2 0,079
Total 15,340 18
* :significativo ao nivel de 5 % de probabilidade. R*=0,744

** . significativo ao nivel de 10% de probabilidade.

Os resultados apresentados na analise estatistica indicam que, quando na

fermentacdo citrica em frasco for utilizado o menor nivel do metal ferro e 0 menor

nivel do composto ferrocianeto de potassio maior sera a excrecdo de &cido citrico

pelo fungo durante o processo fermentativo, salientando que o menor nivel estudado

do metal ferro € o correspondente a concentracdo presente no hidrolisado

hemiceluldsico de eucalipto tratado original.

B cowmiD oy

Figura 4.3 Superficie de resposta e curvas de nivel que representa a producéo
de acido citrico por Aspergillus niger em fermentacdo submersa (em

frascos) de hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado.

38



Para o composto ferrocianeto de potassio foi observado que quanto mais se
aproxima do nivel inferior, melhor para a producédo de acido citrico. Na figura 4.3 é
possivel observar o efeito do metal ferro e do composto ferrocianeto na producéo de
acido citrico pelo fungo.

Com base nos resultados obtidos na analise estatistica da influéncia dos metais
(ferro, manganés e zinco) e do ferrocianeto de potassio sobre a producdo de acido
citrico, estabeleceu-se a ndo suplementacdo do meio com ferro para fermentacéo
em biorreator. Também foi estabelecida a adicdo de 100 ppm de ferrocianeto de
potassio ao meio, isto €, o menor nivel apresentado pelo modelo. Como se observa
na analise estatistica, o modelo propde utilizar uma quantidade menor de
ferrocianeto de potassio, mas vale lembrar que o mesmo parece ser fundamental

para controlar o crescimento do fungo (Tabela 4.6).

4.6 Avaliacdo dos efeitos da agitacdo, da aeracdo e do tempo de cultivo
do inéculo

Em fermentacdo submersa a agitacdo € necessaria para uma boa
transferéncia de massa e calor. Forgcas mecanicas resultantes da rotacdo das
turbinas afetam consideravelmente fungos filamentosos na maioria dos casos,
causando diferentes formas de crescimento e formacédo de produtos. Ujcova et al.
(1980) estudaram o comportamento de trés linhagens de Aspergillus niger durante a
producéo de acido citrico quando submetidas a diferentes tensdes de cisalhamento e
observaram que em agitacbes mais elevadas ocorre o rompimento dos “pellets”
resultando em filamentos mais curtos e ramificados, e em relacdo a produtividade, a
mesma é melhorada quando dentro de uma faixa de agitacéo elevada.

O acompanhamento da fermentacdo em diferentes valores de agitacdo e
aeracdo e tempo de indculo possibilitaram o estudo da cinética do processo e a
influéncia desses fatores sobre a producédo de acido citrico, por Aspergillus niger
10v10, no hidrolisado hemicelulésico de eucalipto, em biorreator em sistema
descontinuo, conforme apresentado na Tabela 4.11 e nas Figuras 4.4 a 4.12.
Na Tabela 4.11 sdo apresentados os parametros cinéticos da fermentacéo citrica

calculados para cada ensaio realizado.
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Com relacdo a producdo de acido citrico, observa-se que a producéo foi
favorecida com o aumento da agitacdo, da aeracdo e do tempo de cultivo do in6culo,
conforme pode ser observado no ensaio 8 (Tabela 4.11) e (Figura 4.11).

Pode-se observar, pelos resultados apresentados na Tabela 4.11 que os
maiores valores de fator de conversdo (Yp/s) foram obtidos com a agitacdo e a
aeracdo mais elevadas assim como a capacidade de formacdo de produto pelas
células (Yp/x). Foi observado também que depois de 168 horas de fermentacéo, 40%
dos acucares, em média, ndo haviam sido utilizados. Maddox et al. (1985)
apresentaram resultados semelhantes utilizando Aspergillus niger em meio sintético,
com consumo de 61% de uma mistura binaria de xilose e glicose em 14 dias de

fermentacdo em frascos.

Tabela 4.11. Parametros dos ensaios do planejamento para fermentacao citrica
em biorreator em sistema descontinuo, obtidos por Aspergillus niger
10v10 em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto e suplementados
com 100 ppm de ferrocianeto de potassio, a 30 °C.

Ensaios Ac. Citricog.  Peso-seco gL YX/S gy Yp/X gig Yp/s gig
1 5,89 10,39 0,306 0,551 0,169
2 6,88 12,65 0,351 0,527 0,185
3 7,96 11,88 0,322 0,656 0,211
4 9,55 12,87 0,348 0,742 0,258
5 11,56 10,88 0,312 1,054 0,329
6 10,81 12,34 0,336 0,871 0,293
7 13,25 9,62 0,279 1,365 0,382
8 14,28 10,31 0,272 1,406 0,384
9 12,89 9,46 0,261 1,369 0,358
10 13,85 10,05 0,266 1,393 0,371
11 12,03 9,59 0,268 1,261 0,338
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Concentracdo de Células (m), de agucares (©) e de acido citrico (A)
em fungéo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cfes: Agitacdo 200 rpm, vazao de ar
de 0,5 vwvm e tempo de germinacéo de 24 horas (ensaio 1).
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Concentracdo de Células (m), de agucares (©) e de acido citrico (A)
em fungéo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cdes: Agitacdo 200 rpm, vazao de ar
de 0,5 vwvm e tempo de germinacéo de 72 horas (ensaio 2).
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descontinuo nas seguintes condi¢cdes: Agitacdo 400 rpm, vazao de ar
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Concentracdo de Células (m), de acucares (©) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cfes: Agitacdo 200 rpm, vazao de ar
de 1,5 vwvm e tempo de germinacéo de 24 horas (ensaio 5).
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Concentracdo de Células (m), de acucares (©) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cfes: Agitacdo 200 rpm, vazao de ar
de 1,5 vwvm e tempo de germinacgéo de 72 horas (ensaio 6).
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Figura 4.10 — Concentracdo de Células (m), de agucares (0) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cfes: Agitacdo 400 rpm, vazao de ar
de 1,5 vwvm e tempo de germinacéo de 24 horas (ensaio 7).
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Figura 4.11 — Concentragdo de Células (m), de agucares (©) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cfes: Agitacdo 400 rpm, vazao de ar
de 1,5 vwvm e tempo de germinacgéo de 72 horas (ensaio 8).
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Figura 4.12 — Concentracao de Células (m), de acucares (©) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cdes: Agitacdo 300 rpm, vazao de ar
de 1,0 vvm e tempo de germinacéo de 48 horas (ensaio 9).
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Figura 4.13 — Concentracao de Células (m), de acucares (©) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cdes: Agitacdo 300 rpm, vazao de ar
de 1,0 vvm e tempo de germinacéo de 48 horas (ensaio 10).
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Figura 4.14 — Concentracao de Células (m), de acucares (©) e de acido citrico (A)
em funcdo do tempo, durante cultivo com Aspergillus niger 10v10 em
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado, em sistema
descontinuo nas seguintes condi¢cfes: Agitacdo 300 rpm, vazao de ar
de 1,0 vvm e tempo de germinacéo de 48 horas.(ensaio 11).

Nas figuras 4.15 e 4.16, apenas a agitacdo varia como referéncia para
comparacao; entretanto, para conseguir uma melhor analise do efeito da agitacédo,
sdo apresentadas variacbes em diferentes tempos de cultivo de indculo, isto é,
variou-se a agitacdo nos ensaios com tempo de cultivo do in6culo com 24 horas e
variou-se também a agitacdo com tempo de cultivo do inéculo de 72 horas. Observa-
se que a maior velocidade do agitador (rpm) no fermentador favorece a producédo do
acido citrico (Figura 4.15). Na Figura 4.16 pode-se observar também um
favorecimento do crescimento celular decorrente de uma maior agitacao.

Durante as fermentacbes ndo foram observadas variagcdes nitidas na
morfologia em funcédo das mudancas na aeracdo, nem no aumento de biomassa, nos
ensaios onde foram utilizados o in6éculo com tempo de cultivo de 24 horas, como
mostrado na Figura 4.17. Gomez et al. (1988) em seu trabalho sobre producéo de
acida citrico por A. niger mostraram que ndo existe diferenca na morfologia de
“pellets” ou na forma de micélio filamentoso atribuida aos niveis de oxigénio
dissolvido, embora a producdo fosse realcada por um aumento do oxigénio
dissolvido no meio de fermentacéo, desde que este nunca ficasse abaixo de 40% de

saturacdo. No presente trabalho fica bem clara a afirmacdo citada acima e na
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Figura 4.18 pode-se observar um favorecimento substancial sobre a producédo de
acido citrico devido o aumento da aeracdo. Para fungos filamentosos, a taxa de
respiracdo é de grande importancia, principalmente no periodo da fase exponencial
de crescimento: uma vazao mais elevada de oxigénio € exigida a rigor para elevacao
na producao de acido citrico. Durante a fermentacédo, em vazdes de ar mais baixas,
o nivel de oxigénio ficou abaixo de 10% da saturacdo, diminuindo a producédo de

acido citrico conforme pode ser observado nas Figuras 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7.
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Figura4.15 Efeito na producdo de &cido citrico pela variagdo na agitacdo em
fermentacdo submersa por Aspergillus niger 10v10 em hidrolisado
hemicelulosico de eucalipto com tempo cultivo de in6culo em 24 e
72 horas com aeracédo de 0,5 vvm. (o) 200 rom; (m) 400 rpm.
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Figura 4.16 Efeito na massa-celular pela variacdo na agitacdo em fermentacao
submersa por Aspergillus niger 10v10 em hidrolisado hemicelulésico de
eucalipto com tempo de cultivo de inéculo em 24 e 72 horas com
aeracdo de 0,5 vvm. (o) 200 rpm; (m) 400 rpm

Os menores fatores de conversdo observados nos ensaios foram obtidos em
niveis inferiores de agitacdo e poderiam ser considerados devido ao resultado da
morfologia desenvolvida sob tais circunstancias de agitacdo (micélio filamentoso de
hifas longas e entrelacadas) e ndo como o resultado da limitacdo da transferéncia de

oxigénio. Os ensaios 1 e 2 (Tabela 4.11) apresentaram niveis de oxigénio abaixo de
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10% de saturacdo durante a fermentacdo. Clark et al. (1965), mostraram que o
aumento da produtividade em acido citrico esta associada com algum tipo
morfologia: “pellets” pequenos, com filamentos densamente ramificados e grossos.
Parece ser de opinido geral que a morfologia na forma na “pellets” é requerida para
uma fermentacéo citrica bem sucedida (KUBICEK; ROHR, 1989). Obviamente este
ndo € o argumento para as agitacbes usadas neste estudo, pois em todos os
ensaios i crescimento foi com sem formacao de “pellets”, porém houve diferencas
quanto ao fator de conversdo e concentracdo final de acido citrico. Muitos
pesquisadores discutiram efeitos da agitacdo na morfologia e na biossintese.

Na literatura ha casos em que a velocidade de crescimento e a produtividade
nas fermentacdes citricas esta ligada a morfologia, como discutido por Marckl et al.
(1985), enquanto em outros, nenhuma ligacéo foi observada, como no trabalho de
Belmar e Thomas (1991). Existe outro fator importante, em que a fragmentacédo pode
resultar no chamado “stress de tesoura” aplicado ao micélio, caracteristica
observada em velocidades elevadas de agitacdo, como no trabalho de
Ayazi et al. (1994). Os autores mostraram que a ruptura hifal € o mecanismo
dominante que determina o comprimento hifal do Penicillium chrysogenum sob
circunstancias de agitacéo intensa em biorreatores. Os danos da turbina aos micélios
foram investigados também por Justen et al. (1996) e mostrou-se que a morfologia

pode ser dependente da intensidade e do tipo do impulsor.
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Figura 4.17
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Efeito na massa-celular pela variacdo da vazéo de ar em fermentacéo
submersa por Aspergillus niger 10v10 em hidrolisado hemicelulésico
de eucalipto com tempo de cultivo de indculo em 24 e72 horas com
agitacao de 200 rpm. (0) 0,5 vvm ; (m) 1,5 vvm
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Figura 4.18 Efeito na producdo de acido citrico pela variacdo na vazao de ar em
fermentacdo submersa por Aspergillus niger 10v10 em hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto com tempo de cultivo de inéculo em 24 e
72 horas com agitacéo de 200 rpm. (o) 0,5 vwwm; (m) 1,5 vvm

Com o objetivo final do trabalho em avaliar a influéncia da agitacdo, aeracao
e tempo de in6culo em fermentador em sistema descontinuo sobre a producdo de
acido citrico por Aspergillus niger, utilizou-se um planejamento fatorial 2° completo
com trés pontos centrais.

Na tabela 4.11 estdo apresentados os resultados obtidos em termos de
concentracao final de &cido citrico dos ensaios da matriz de planejamento estatistico
da Tabela 3.5.
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Estes resultados foram analisados estatisticamente e utilizados para estimar
os efeitos principais e os efeitos de interacdo sobre a resposta de interesse que foi a
concentracéao final de acido citrico com 168 horas de fermentacdo. A estimativa dos
efeitos, erros-padrao, teste t de “Student” e analise de variancia para o parametro de
concentracdo final de Aacido citrico, segundo o planejamento fatorial 2° completo,
estdo apresentados na TABELA 4.12 e 4.13 respectivamente.

Observa-se pela tabela de estimativas dos efeitos, que a agitacdo foi
significativa ao nivel de 10% de probabilidade, j4 a aeracdo apresentou um nivel de
5% de probabilidade.

Tabela 4.12- Estimativa dos efeitos, erros-padrdo e teste t de Student para o
parametro concentracao final de acido citrico em biorreator, segundo
o planejamento 2° completo.

Efeitos Estimativa Erro-padréo t(2)
Média. 10,814 0,2746 39,39
t de indculo 0,715 0,6438 1,11
Agitacdo 2,475 0,6438 3,84**
Aeracéo 4,905 0,6438 7,62*
inoc. X Agit. 0,595 0,6438 0,92
inoc. X Aera. -0,575 0,6438 -0,89
Agit. X Aera. 0,105 0,6438 0,16

* :significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (t = 4,303).
** . significativo ao nivel de 10% de probabilidade (t = 2,

Tabela 4.13 Analise de variancia dos efeitos para o parametro concentragao final
de é&cido citrico em biorreator, segundo o planejamento fatorial 23

completa.
Efeitos SQ GL MQ F p

t de in6culo 1,022 1 1,022 1,23 0,3824
Agitacdo 12,251* 1 12,251 14,78 0,0615
Aeracdo 48,118* 1 48,118 58,05 0,0168
inoc. X Agit. 0,708 1 0,708 0,85 0,4529
inoc. X Aera. 0,661 1 0,661 0,80 0,4660
Agit. X Aera. 0,022 1 0,022 0,03 0,8854
Falta de ajuste 18,534* 2 9,267 11,18 0,0821
Erro-puro 1,658 2 0,829

Total 82,975 10

* :significativo ao nivel de 10 % de probabilidade

Como pode ser observado na Tabela 4.13 a falta de ajuste foi significativa e

implica que o modelo ndo ajusta os dados experimentais. Nesse caso, como
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apareceram muitos termos nao significativos que néo necessarios a hierarquia,
assim, reducdo do modelo pode apresentar um melhor resultado. Portanto, foram
removidos os termos ndo significativos e realizada uma nova analise estatistica. Os

resultados desta nova andlise estatistica encontram-se nas Tabelas 4.14 e 4.15.

Tabela 4.14 Coeficientes de regressao, erros-padrao, teste t de “Student” e nivel
de significancia para o modelo representativo da concentracao final
de acido citrico em biorretor, considerando agora um planejamento de

2% completo.

Efeitos Coef. Regresséo Erro-padréo t(2) p
Média 10,81 0,274513343 39,39202454 0,000643819
B(agitacao)* 1,24 0,321895428 3,844416204 0,061486714
C(aeracao)** 2,45 0,321895428 7,618933932 0,016794326

* :significativo ao nivel de 5 % de probabilidade (t = 4,303).
** . significativo ao nivel de 10% de probabilidade (t = 2,92).

Tabela 4.15 Analise de variancia dos efeitos e da regressdo para o modelo que
representa a concentracdo final de &cido citrico em biorreator
descontinuo, segundo o planejamento fatorial 22 completo. (R?>=0,93)

Efeitos SO GL MO F Prob > F
Modelo 60,37 2 30,185 49,77 < 0.0001
B (agitacdo) 12.25 1 12,251 20,20 0.0028
C (aeracéao) 48,12 1 48,118 79.33 < 0.0001
Curvatura 18,36 1 18,359 30,27 0.0009
Residuo 4,25 7 0,606
Falta de ajuste 2.59 5 0,517 0,624 0.7100
Erro-puro 1.66 2 0.829
Total 82,97 10

O valor de F no modelo de 49,77 implica que o modelo € significativo.
Existe, portanto significancia para os termos de agitacdo e aeracdo, confirmando a
existéncia de curvatura na regido de estudo. Ha somente a possibilidade de 0,01%
do valor de F ser devido ao ruido. Valores de Prob > F menores que 0,0500 indicam
que os termos do modelo sdo significativos. Neste caso B e C sao termos
significativos do modelo proposto. Os valores mais extremos e acima 0,100 indicam
que os termos do modelo ndo sdo significativos. O valor F da curvatura de 30,27
implica que a curvatura é significativa (medida da diferenca entre a média dos pontos
centrais e a média dos pontos fatoriais) no espac¢o do modelo. Ha somente 0,09% de
possibilidade de que essa curvatura ocorra devido ao ruido. A falta de ajuste de 0,62
indica que esta ndo é significativa em relacdo ao erro puro. Na Figura 4.19 é

mostrada a distribuicdo dos residuos do modelo em torno do zero, onde se observa
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que essa distribuicdo é aleatéria e que ndo existe tendéncia do modelo proposto.

Sendo assim, o modelo ajusta os dados experimentais na faixa dos valores

experimentais utilizados.

Residuos

Figura 4.19 -
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Ditribuicdo de residuos do modelo proposto (Y) que representa a
concentracdo de acido citrico final em sistema descontinuo utilizando
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto por Aspergillus niger 10V10
em biorreator.
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Figura4.20 Superficie de resposta e curvas de nivel descritas pelo modelo
proposto (Y), que representa a concentracdo final de acido citrico em
fermentacdo descontinua de hidrolisado hemicelulosico de eucalipto
por Aspergillus niger 10V10 em biorreator.

Com base nos resultados obtidos, considerando os termos significativos, e
com o auxilio da metodologia de superficie de resposta, obteve-se um modelo
matematico para representar a resposta de concentracdo de acido citrico final em

fermentacdo descontinua em biorreator, dentro da faixa estudada:

Y=10,81+124B+245C

Onde: Y representa o valor previsto para concentracdo final de acido citrico,

B e C, os niveis codificados para agitacdo e aeracao, respectivamente.
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De acordo com o grafico de superficie de reposta (Figura 4.20) pode-se
constatar a existéncia de uma regido de maior concentracdo de acido quando se
tem a maior aeracdo e maior agitacdo, dentro da faixa estudada. Quanto ao tempo
de inoculo, o modelo matematico indica que o mesmo nao apresentou efeito
significativo dentro da faixa estudada, mas vale lembrar que para fins de processo o
mesmo € fundamental. Sendo assim, o tempo de inéculo ideal que deve ser
empregado para este processo deve ser de 24 horas, resultado esse bem abaixo do
apresentado por PAPAGIANNI et al. (1998), que utilizou in6culo com tempo de 40

horas.

6.0 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente trabalho, pode concluir que:
> A linhagem 10v10 apresentou uma maior quantidade de &cido citrico
acumulado no meio de fermentacéo.

> A concentracdo de acucares iniciais (xilose + glicose) na proporcédo do
hidrolisado hemiceluldsico de eucalipto préxima a 50 g/L favorece a producédo de
acido citrico pelo fungo A. niger 10v10.

> O tratamento fisico-quimico com variacdo de pH e adsorcdo com
carvao ativo mostrou-se eficiente na remocdo dos compostos inibidores de
crescimento microbiano no hidrolisado hemicelulésico concentrado, assim como
também a diminuicdo da concentracdo de quase todos os metais, com excecéo do

calcio.

> N&o ha necessidade de nenhuma adicdo dos metais ferro, manganés e
zinco ao meio de fermentacdo preparado com hidrolisado hemicelulésico de
eucalipto tratado.

> O ferrocianeto de potassio € capaz de controlar o crescimento do fungo

A. niger 10v10 em hidrolisado hemicelulésico de eucalipto tratado.
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.

> Maiores valores de fator de conversdo (Yp/s) sdo obtidos com a
agitacdo e a aeracao mais elevadas assim como o fator de conversdo de acucares
em células (Yp/x).

> O melhor tempo de cultivo de in6culo para fermentacdo citrica em
biorreator para o presente estudo é de 24 horas.

> E possivel obter &cido citrico com hidrolisado hemicelulésico de

eucalipto em biorreator com o fungo Aspergillus niger.

7. TRABALHOS FUTUROS

.

> Realizar estudos com novas linhagens do Fungo A. niger, se possivel

linhagens selvagens nacionais.

i

> Estudar os paramentros de fermentacéo citrica utilizando o hidrolisado

hemiceluldsico de eucalipto purificado com outros tipos de tratamentos.

> Realizar estudos mais especificos para tipos de agitadores e

fermentadores em sistemas descontinuos.
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Apéndice 1A- Variacdo na concentracdo de &cido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 01).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,56 0,05 0,183

24 50,23 2,03 0,781

48 46,57 4,01 2,892

72 38,89 5,09 3,42

96 32,55 6,57 3,85
120 30,86 7,02 4,56
144 28,46 9,24 5,84
168 25,81 10,39 5,89

Apéndice 2A- Variacdo na concentracdo de acido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 02).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,89 0,35 0,391

24 52,94 3,84 1,26

48 41,99 5,79 3,27

72 35,67 4,73 4,64

96 30,98 7,84 521
120 28,22 9,25 6,16
144 29,9 11,48 6,77
168 24,86 12,65 6,88

Apéndice 3A- Variacdo na concentracdo de acido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 03).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,75 0,06 0,2

24 47,01 2,15 1,28

48 45,32 4,68 3,48

72 33,22 6,22 3,57

96 39,41 7,78 5,6
120 26,29 8,41 6,42
144 25,06 11,53 7,23
168 23,11 11,88 7,96
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Apéndice 4A- Variacdo na concentracdo de &cido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 04).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,21 0,45 0,33

24 45,64 3,23 1,563

48 35,98 6,85 2,133

72 36,79 6,96 4,05

96 28,83 9,58 7,26
120 31,41 10,8 6,68
144 27,9 13,64 9,31
168 23,54 12,87 9,55

Apéndice 5A- Variacdo na concentracdo de &cido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 05).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,48 0,06 0,15

24 52,26 3,26 1,98

48 51,25 4,59 3,21

72 37,77 7,51 4,59

96 31,98 9,84 7,29
120 29,88 9,29 9,41
144 28,09 9,89 6,89
168 24,86 10,88 11,56

Apéndice 6A- Variacdo na concentracdo de acido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 06).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,77 0,3 0,32

24 46,21 2,54 1,51

48 39,46 3,29 1,28

72 30,4 3,12 7,79

96 32,55 6,31 6,28
120 31,65 5,87 9,48
144 30,51 9,59 10,68
168 23,98 12,34 10,81




Apéndice 7A- Variacdo na concentracdo de &cido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 07).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,96 0,05 0,18

24 46,31 2,45 2,16

48 41,55 1,87 5,55

72 36,47 5,42 5,89

96 30,27 8,16 6,87

120 32,59 7,29 6,9

144 30,19 8,77 10,65

168 25,76 9,62 13,25

Apéndice 8A- Variacdo na concentracdo de &cido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 08).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,82 0,41 0,36

24 41,88 3,21 1,23

48 40,06 4,16 2,59

72 31,09 5,47 5,85

96 32,55 7,26 6,21
120 30,86 6,32 11,56
144 28,46 9,93 14,98
168 23,55 10,31 14,28

Apéndice 9A- Variacdo na concentracdo de acido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 09).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,12 0,21 0,22

24 44,44 2,57 2,1

48 37,23 3,64 5,84

72 36,95 5,97 7,87

96 30,51 7,96 10,69

120 38,58 8,79 12,05

144 26,76 9,88 11,06

168 23,78 9,46 12,89
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Apéndice 10A- Variacdo na concentracdo de acido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 10).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,34 0,25 0,19

24 47,46 2,12 2,01

48 40,34 4,97 4,87

72 37,17 6,51 6,06

96 34,9 5,43 9,91
120 31,12 6,97 10,98
144 32,68 9,87 12,68
168 22,52 10,05 13,85

Apéndice 11A- Variacdo na concentracdo de acido citrico, Carboidratos redutores
totais (CRT) e massa-seca (X) durante fermentacdo citrica em
biorreator em sistema descontinuo utilizando hidrolisado
hemiceluldsico de eucalipto tratado (ensaio 11).

Tempo (h) CRT (g/L) X (g/L) Ac. Citrico (g/L)

0 59,31 0,22 0,21

24 51,06 2,26 2,27

48 40,09 2,11 4,94

72 34,97 5,02 6,6

96 31,97 6,44 9,38

120 30,86 8,89 10,65

144 28,46 9,06 11,98

168 24,4 9,59 12,03
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