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RESUMO

Acompanhou-se o cultivo do fungo Aspergillus niger NRRL 6411 na
produgdo de acido citrico em diferentes meios de cultura, assim como o resultado
do crescimento do fungo em forma de massa seca em g/L.

Observou-se que as condi¢des das fermentagdes influenciam diretamente na
produgdo do acido citrico, assim como o crescimento celular . Dentre as condigdes
experimentais, utilizou-se a fermentagdo submersa por ser esta a que demonstra
maior capacidade de produgédo de acido citrico.

Foram utilizados meios de cultura & base de glicose ou sacarose, contendo ou
ndo ions como ferro, cobre e zinco em quantidades reduzidas. As fermentagdes
ocorreram em incubador rotativo, sob controle das condi¢des de temperatura, pH,
acidez total e esterilidade.

Aspergillus niger NRRL 6411 demonstrou nas condigdes de fermentagdo
submersa, utilizando-se a sacarose como fonte de carboidratos e pequenas

quantidades de ions, a maior capacidade de produgdo de acido citrico.

Palavras-chave: Aspergillus niger, fermentagdo citrica, produ¢do acido citrico.
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1-  INTRODUCAO

O 4cido citrico (4cido 2 hidroxi-propano-1,2,3-tricarboxilico) ¢ um
intermediario do ciclo TCA e foi isolado pela primeira vez do suco de liméo e
cristalizado como citrato de calcio por SHEELE (citado por TSAY & TO,
1987). Este 4cido é relativamente comum em frutas citricas como laranja, uva e
figo.

A produgdo do acido por alguns microrganismos foi descoberto ha cerca
de cem anos, quando WEHMER em 1883(citado por ROHR et al, 1983)
descobriu que o fungo Citromyces (hoje identificado como Penicillium sp) e o
Mucor possuiam a capacidade de produzi-lo. Mas, a sua utilizagdo para
produgdo em escala industrial ndo teve sucesso inicial, principalmente por causa
de contaminagdes ja que o tempo das fermentagdes era longo e o pH préximo da
neutralidade. J4 o fungo filamentoso Aspergillus niger produz sob determinadas
condicdes e dependendo da linhagens selecionadas, acido citrico sem tantas
restri¢des, sendo que ele ndo produz apenas este 4cido de interesse industrial,
mas o acido citrico tem um grande valor devido a sua alta solubilidade,
palatividade e baixa toxidade (KAPOOR et al, 1982). Cerca de 70% ¢ usado
pela industria de alimentos e bebidas, 12% pela industria farmacéutica € 18%

por outras induGstrias. Na industria de alimentos usa-se em larga escala como



acidulante por apresentar sabor agradavel. Além disso, esse acido tem a
capacidade de complexagdo com metais pesados como cobre e ferro. Essa
propriedade tem conduzido a crescente utilizagdo como estabilizante de 6leos e
gorduras para reduzir a sua oxidagdo, catalisadas por esses metais. Também,
essa propriedade aliada ao baixo grau de corrosividade a certos metais tem
permitido seu uso na limpeza de caldeiras e instalagdes. Em alguns casos o
citrato substitui o fosfato nos detergentes para aumentar sua poténcia. Essa
propriedade ¢ usada néo s6 para limpeza de metais, mas também na composi¢io
de detergentes domésticos. Pelo fato de ser facilmente biodegradavel, o seu uso
vem sendo ampliado em substituigdo aos polifosfatos.

Na industria farmacéutica, o acido citrico é usado como estabilizante de
4cido ascérbico por causa da sua agdo quelante. Nos antidcidos e analgesicos
efervescentes, o 4cido citrico ¢ usado juntamente com bicarbonatos e carbonatos
para gerar gds carbonico ainda usado como anidnicos para preparo de
medicamentos.

Sais sodicos de acido sdo também usados nas industrias de alimentos, de
produtos farmacéuticos e de higiene onde confere poder tampao.

A produgdo mundial de 4cido citrico girava em torno de 350.000 toneladas
por ano (KUBCEK e ROHR, 1986). No Brasil, a produgéo de acido surgiu em
1954, produzia-se cerca de 3.000 toneladas por ano. Apos a descoberta de suas
aplicagdes a produgdo em larga escala tornou-se objeto de pesquisa de muitas
empresas , que desenvolveram algumas técnicas para processos sintéticos. O
processo fermentativo mostrou-se 0 mais viével, sendo no momento o mais
utilizado para a produgéo de 4cido citrico.

Neste trabalho foram realizadas quatorze fermentagdes utilizando-se o
fungo Aspergillus niger NRRL 6411, com duragdo média de dez dias cada uma.
Foram analisados vdrios tipos de condi¢des ¢ apresentados os melhores

resultados.



Considerando-se que grandes investimentos e diversas pesquisas foram e
sdo feitas na area de produg¢io do 4cido citrico utilizando-se da fermentagio por
Aspergillus niger, o presente trabalho teve como objetivos:

1- Estudo do crescimento do microrganismo em meios de cultura
utilizando-se glicose ou sacarose como fonte de carbono, enriquecido de outros
nutrientes.

2- Determinar experimentalmente o melhor tipo de aguicar para produgio
de acido citrico.

3-Estudo das condi¢cdes operacionais na produgdo do acido citrico por
fermentacdo submersa com Aspergillus niger NRRL 6411 como: pH,

temperatura e presenga de sais e ions nos meios de cultura.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

O 4cido citrico foi isolado por SHEELE (citado por ROHR et al, 1983),
do suco de limdo. Foi WEHMER (citado por KUBCEK et al, 1986), o
primeiro a observar a presenca de 4cido citrico como um produto de oxalato de
calcio produzido por duas linhagens de fungos, os quais, WEHMER
incorporou em um novo género Citromyces, agora identificado como
Penicillium.

Originalmente, as primeiras fermentacdes foram desenvolvidas em
fermentagdes de superficie SZUCS (E.U.A. Pat.2.35.771, 1944). Foram
realizadas importantes investigagdes utilizando processo submerso, o qual foi
posteriormente sucedido pelas investigagdes de SHU & JOHNSON, (1947).

Estudos similares foram reportados, utilizando-se como substratos o
melaco de cana (SHU & JONHSON, 1947; WOODWAR, 1949; MOYER,
1953), melagos de beterraba (STEEL et a/, 1955); amido ( MOYER, 1953) e
xaropes de glicose (SCHWEIGER & SNELL,1949).

Em 1961, novas espécies (Penicillium janthinellum e P. restrictum)
foram descritas em uma patente concedida para KINOSHITA com

apreciaveis rendimentos.



Uma das principais limitagdes do emprego destes organismos, € o
acimulo de quantidades significativas de 4cido isocitrico, que € um
subproduto indesejavel (MARSHALL et al, 1980) quando se utiliza glicose e
hidrocarbonetos como substratos.

Aspergillus niger (algumas linhagens ) sdo mais utilizadas na produgdo
de 4cido citrico , devido a facilidade com que pode ser trabalhado, a utiliza¢do
dos residuos industriais pode ser utilizada pelo microrganismo. A obtengdo de
altos rendimentos também torna o processo econdmico.( KAPOOR et al,
1982).

Existem dois métodos de fermentagdo normalmente utilizados: o de
superficie e o submerso. Os processos de fermentagdo classicos do acido
citrico eram todos de superficie. A introdugdo do processo submerso teve um
avanco significativo. Embora ja na década de vinte tenha-se descrito o
processo submerso, somente na década de cingiienta foi possivel sua

aplicagfo industrial (YOKOYA, 1992).

No método submerso, existe a vantagem de se empregar diferentes tipos
de substratos e ter melhor controle da fermentagdo. Substratos usados na
fermentacdio submersa incluem: glicose, sacarose, melagos de cana, de
beterraba, além de soro permeado (SOMKUTI & BENCIVENGO, 1981). O
cultivo submerso é um processo de fermentacdo liquida que pode ser
descontinua, continua ou semicontinua.

A maioria da producdo mundial de &cido citrico € obtida pelo processo
submerso (SODECK et al, 1981). Sendo conduzido em fermentadores de
diferentes tipos, desde que possuam condi¢des para proporcionar aeragdo
necessaria e que sejam construidos de material resistente a corrosdo. O
processo ¢ realizado durante um periodo de cinco a oito dias. (KUBICEK &

RORH, 1986).



Nem todos os tipos de linhagem de Aspergillus niger sdo convenientes
para a produgdo de acido citrico, mesmo sob condigdes 6timas de fermentagao
(MILSON, 1987). Suspensdes de esporos podem ser tratados por agentes
mutagénicos como luz ultravioleta, raios X e outros afim de que se obtenha
cepas viaveis para produgdo de 4cido citrico.

No Brasil, alguns trabalhos tém sido publicados visando o melhoramento

de linhagens de Aspergillus niger (BARACHO, 1983), (BONATELLI et al,

1983), empregaram a técnica do ciclo parassexual.

2.2 Cinética da fermentagéo citrica

Poucos trabalhos envolvendo cinética da fermentagdo citrica sdo
encontradas na literatura. Segundo RORH & KUBICEK, (1981), a
fermentacio apresenta uma primeira fase caracterizada pelo crescimento
rapido do fungo e uma segunda fase em que o crescimento diminui
significativamente, e a produgdo de é4cido citrico ¢ maxima, constituindo um
processo bifasico. Dependendo da velocidade do crescimento, ha significativa
formagdo de produto durante a fase inicial. Na fase estaciondria a formag@o de
produto é maxima. Os mesmos autores, em 1986, concluiram que a produgio
de 4cido citrico é realizada em uma pequena proporgdo por células em

crescimento e , na maior parte, por células em fase estaciondria.



2.3- Fatores que influenciam no aciimulo de acido citrico por Aspergillus

niger.

A produgéo de 4cido citrico por Aspergillus niger envolve varios fatores,
sendo necessirio o estudo de diversos pardmetros fisicos, quimicos €
biologicos , como temperatura, pH, constituintes do meio, aeragdo e agitagéo
(ACOSTA, 1994).

O crescimento de Aspergillus niger pode ser ilimitado em meios de
cultura ricos em nutrientes, porem isso n3o implica em formagdo de acido
citrico (GOMES et al, 1987).

A temperatura é um importante fator no controle fisiolégico do fungo.
Temperaturas entre 28 e 30°C tém sido propostas para obter rapida
acumulacdo de acido citrico (PRESCOTT & DUNN, 1959; KARKLINSH &
PROBOK, 1972). Sob altas temperaturas o processo de fermentagéo € muito
répido e o crescimento do micélio é abundante, mas a produgdo de acido
citrico é pequena. Grandes quantidades de 4cidos oxalico e glucdnico séo
formadas. Baixas temperaturas, por outro lado, permitem grande formagéo
de 4cido citrico e pequenas quantidades de outros acidos. Entretanto, isto
prolonga o processo (MARTIN & STEEL, 1955).

O pH ¢ outro fator importante e critico . O pH mais favoravel esta entre
2,0 e 3,0. Este pH baixo ndo ¢ somente 6timo para a formag#o de acido citrico
mas para inibir a produgdo de outros acidos, além de reduzir o risco de
contaminagdes por outros organismos. O pH inicial ideal varia dependendo do
actcar utilizado para fermentago, assim, para meios contendo sacarose ou
glicose, as fermentagdes sdo conduzidas em pH inicial menor que 5,0
(SANCHEZ et al, 1970).

A concentragdo de metais no meio tem importante papel no controle da
fermentacdo de acido citrico. A adigdo em excesso de ferro tem mostrado

pequena produgdo de acido citrico (SCHWEIGR, 1961). Entretanto,



pequenas quantidades de ferro acompanhado de uma quantidade limitada de
zinco sdo essenciais para obter-se altas produgdes de acido citrico (SHU &
JOHNSON, 1948 ; TRUMPY & MILLIS, 1963). Cobre tem sido usado em
oposi¢do ao ferro (SCHWEIGER, 1961). Manganés também tem um papel
inibidor na fermentacio de 4cido citrico (SHU & JOHNSON, 1947).
Entretanto, TOMLINSON et al, (1950) tem reportado que o manganés e o
cobre sdo essenciais para fermentagdo de 4cido citrico no processo de
superficie.

O nitrogénio é usualmente suprido na forma de sulfato de amonio ou
nitrato de aménio. Fisiologicamente, os compostos de amonia sdo geralmente
preferidos. Em geral, a concentragio de ions de amonio durante a fermentagdo
citrica pode estar na faixa entre 0,3 até 1,5 g NH,4 " /L. (ACOSTA, 1994).
Segundo MILSON (1987), a limitag@o de nitrogénio ou fosfato também pode
ser feita também para os metais ( ferro, cobre, manganés e zinco ). Por outro
lado é conhecido que o fungo Aspergillus niger necessita de uma certa
quantidade de todos os tragos de elementos para o seu crescimento

(STEINBERG, 1939).

2.4 Fundamentos Bioquimicos no acumulo de acido citrico

O ciclo do acido é o mecanismo pelo qual o acetato ¢ oxidado em duas
moléculas e CO,, sendo liberados da célula. De maneira normal, uma célula
de acetato ¢ condensada com uma molécula de oxaloacetato, dando uma
molécula de citrato. O citrato é metalizado via isocitrato para oxaloacetato,
perdendo uma molécula de CO, para produzir alfa-cetoglutarato, o qual, por
sua vez perde, posteriormente uma molécula de CO, , dando succinato. O

succinato é metalizado via fumarato e malato para regenerar oxaloacetato. Se



o ciclo de acido citrico é interrompido, nenhum oxaloacetato é regenerado
para condensar-se com acetil-CoA, e assim formar citrato. Dai é necessario
fazer agir a chamada reagdo anaplerdtica, produzindo oxaloacetato
(ACOSTA, 1994).

Do ponto de vista metabdlico, o acimulo de 4cido citrico € caracterizado
por trés processos distintos(KUBICEC & ROHR, 1986 ):
1) Oxidacdo de hexoses a piruvato e acetil-CoA através da glicolise.
2) A formagdo anapletoria a partir de piruvato e fixagdo de CO,,
3) Acamulo de 4cido citrico no ciclo de 4cido tricarboxilico.

O ciclo do 4cido tricarboxilico é complexo e envolve varias enzimas, a
aconitase por exemplo, estudada por KUBICEC & ROHR, (1985) e a
piruvato carboxilase estudadas por WARONICK & JOHNSON, (1960).

2.5 Matérias Primas para produg¢do de 4cido citrico

Aspergillus niger é um fungo do tipo bolor, pertencente a Classe
Plectomycetes, Ordem Eurotiales e Familia Aspergillaceae (SILVEIRA,
1995). Encontrado em quase toda a natureza, em frutas, vegetais, terra ou em
qualquer substrato capaz de fornecer o alimento necessdrio ao seu
desenvolvimento (PELCZAR, 1996). A distribuigdo geografica é ampla,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais (BARACHO & COELHO,
1978).

Os substratos mais utilizados nos processos de fermenta¢éo por fungos
sdo sacarose, o melaco de cana-de-agucar e o melago de beterraba (SIEBERT
& SCHUZ, 1979).A glicose, em forma de xarope também € incluida por
MILSON & MEERS, (1985).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho, foi uma cepa de Aspergillus
niger NRRL 6411, obtida na forma liofilizada dos laboratérios do NRRL,
Peoria USA, provenientes da colegdo de cultura da Fundagdo Tropical de

Pesquisa e Tecnologia “André Tosselo”.

3.2 Manuteng@o da cultura

As culturas de Aspergillus niger foram mantidas em estoque em meio

solido em tubos inclinados em Agar Sabouraud, em temperatura ambiente ou

a 10°C e foram repicadas a cada mes.
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3.3 Preparo do inoculo

Uma suspenséo de esporos, ndo germinados, obtida do cultivo em meio
dgar inclinado, por um periodo médio de 20 dias, & temperatura ambiente, foi
utilizada como indculo. Foi adicionado 10 mL de 4gua esterilizada no tubo
inclinado, espalhou-se com o auxilio de uma alga os esporos e procedeu-se
uma filtragem através de 14 de vidro, afim de separar o mic€lio dos esporos .

A contagem de esporos foi realizada em Céamara de Newbauer,

~ 6
mantendo-se sempre uma suspensdo de 10° esporos/mL.

3.4 Condigdes de cultivo

Todos os meios de cultura foram preparados em capelas estéreis, com

materiais e meios autoclavados por 20 minutos a 121°C.

3.5 Meios de cultura

Foram utilizados quatro meios basicos na fermentagdo submersa,
utilizando-se glicose ou sacarose na presenga ou ndo de alguns nutrientes e
fons, a partir de cada um deles houveram modificagdes afim de se obter os
melhores resultados, como indicam tabelas a seguir.

Tabela 1. Meio de cultura submersa 1.

Glicose 100,00g/L
NH, nOs 2,50g/L
MgSO, 0,10g/L

KH,SO, 0,50g/L




Tabela 2. Meio de cultura submersa 1.1.

Glicose 150,00g/L
NH4NO3 2,50g/L.
MgSO, 0,25g/L
KH>PO,4 0,50g/L

Tabela 3. Meio de cultura submersa 2.

Glicose 100,00g/L
NH4NO; 2,50g/L
MgSO, 0,25¢/L
KH,PO, 1,00g/L
CuSOq 0,06mg/L
ZnS0Oy 0,25mg/L
FeSOy 1,30mg/L

Tabela 4. Meio de cultura submerso 3.

Glicose 150,00g/L
CaCl, 0,252¢g/L
NH,NO; 2,50g/L
MgSOy 0,25g/L
ZnS0O, 4,50mg/L
KCl 0,42g/L
KH,PO, 0,10g/L
FeSO, 0,75mg/L

12



Tabela 5. Meio de cultura submerso 04.

Sacarose 150,00g/L
NH4NO; 2,5g/L
KH,PO; 0,50g/L
MgSQOq 0,10g/L
CuSO, 0,06mg/L
FeSoy 0,75mg/L
ZnSO, 4,50mg/L

Tabela 6. Meio de cultura submerso 4.1.

Sacarose 140,00g/L
KH,PO, 1,0g/L
MgSO, 0,25g/L
NH,NO; 2,5g/L
CuSOqy 0,06mg/L
FeSO, 0,25mg/L
ZnSO, 1,30mg/L

Tabela 7. Meio de cultura submerso 035.

Sacarose 140,00g/L
KH,PO, 1,00g/L
MgSO, 0,25g/L
NH4NO; 2,50g/L

13
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3.5.1 Meio de esporulagéo

Foi utilizado como meio de esporulagéo, nos tubos inclinados, o Agar

Sabouraud.

3.6 Fermentacdo submersa

Os experimentos foram conduzidos em fermenta¢dio submersa
utilizando-se erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de meio de cultura e 10
mL de solugdo de indculo filtrado contendo 10° de esporos por mL. O pH foi
ajustado para 3,0 com HCl e incubados & temperatura de 32°C.

Os frascos foram incubados sob agitaco rapida em incubador rotativo
Metalfrio ou “shaker”. Os experimentos em shaker foram realizados em
duplicata para maior confiabilidade, com repeti¢des. As amostras foram
coletadas de 24 em 24 horas durante dez dias consecutivos. As analises

seguiram sempre os mesmos padrdes.
3.7 Método de cultura por tubo inclinado
O cultivo do meio foi feito em tubos padronizados de vinte centimetros

de comprimento e trés de didmetro com o agar Sabouraud, em inclinacfo de

45°, tampados com algodio .
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3.8 Obtencédo do acido citrico

3.8.1 Métodos analiticos

Todos os testes foram realizados em duplicata, com as seguintes

determinagdes:

3.8.2 Determinagéo de pH

A determina¢do do pH foi realizada em pHmetro DMPH-2 Digimed,

calibrado com solugdes a pH 7,0 e 4,0.

3.8.3 Determinagéo de massa seca

A massa seca (MS) foi determinada pesando-se o papel de filtro ainda
seco (PF), em balanga HR-200, e depois do mesmo ter sido utilizado para a
passagem da suspensdo para a filtragio do micélio, usando-se bomba de
vacuo MARCONI, e secando em estufa a 60°C por 24 horas (PS), foi

novamente pesado.

PS — PF =MS
3.8.4 Determinacéo da acidez total
A determinacfio da acidez total foi realizada com as amostras ja

filtradas. Por titulagdo utilizou-se NaOH 0,1 N e pHmetro. Os resultados

foram expressos em mL NaOH/50 mL de meio.
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3.8.5 Determinagdo de agucar

Os agucares redutores foram determinados pelo método DNS (MILLER,
1959). A sacarose sofreu hidrolise acida utilizando-se HCI IN. A curva de
calibragdo foi determinada a partir de glicose na faixa de 0,1 a 1,0 g/L. A
absorbancia foi lida em espectrofotometro B 380 MICRONAL, utilizando-se
um comprimento de onda de 540nm.

Os resultados foram expressos em gramas de agucar totais/Litro de meio.

3.8.6 Determinacdo do acido citrico

A determinag¢do do 4cido citrico foi feita utilizando-se o método de
MARIER & BOULET, (1958). A curva de calibragdo com 4cido citrico foi
realizada na faixa de 0,1 a 1,0 g/L com leitura da transmitincia em

espectrofotometro com comprimento de onda em 420 nm.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéo de acido citrico em relag¢do ao crescimento

Foram constatadas diferengas entre as fermenta¢des realizadas com
glicose ou sacarose como fontes de carbono, assim como diferencas entre os
meios com glicose ou sacarose que continham ions € 0s que ndo continham.

Pode-se observar nas Figuras le 2, 3 e4,5e 6 e 7 ¢ 8 o crescimento
expresso em g/ de massa seca e a produgdo de acido citrico do fungo
Aspergillus niger NRRL 6411, conforme o tipo de meio de cultura oferecido.

A Figura 1 mostra que no meio contendo glicose como fonte de carbono
e na auséncia de ions Fe** ,Zn*" e Cu®" houve crescimento celular rapido nos
trés primeiros dias de fermentagdo, chegando-se a 13,40 g/L de massa seca,
porém, apos o terceiro dia, houve queda brusca. E na Figura 2, referente a
produgdo de 4cido citrico, observou-se que a produ¢do de acido comegou na

fase estacionaria, chegando a 2,0 g/L. de 4cido no sétimo dia de fermentacdo.
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Massa Seca

massa seca g/l

tempo dias

Figura 1. Valores de massa seca em g/L. na fermentagé@o contendo glicose

na auséncia de ions.

Acido Citrico

acido citrico g/l

1 2 3 4 5 6 7

tempo dias

Figura 2. Valores da produgdo de acido citrico em g/L da fermentagéo

contendo glicose na auséncia de ions.

A Figura 3 mostra que, a massa seca em g/LL na fermentacdo realizada
com glicose na presenc¢a de ions foi maior. Observou-se que o crescimento do
fungo foi mais lento mas, chegou ao seu valor maximo, 29,6 g/L. por volta do

sexto dia de fermentagdo e que a produgdo de 4cido citrico representada na
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Figura 4 foi crescente, atingindo o valor méaximo de 2,08 g/L de 4cido citrico

por volta do sétimo dia de fermentagao.
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Figura 3. Valores de massa seca g/L na fermentacdo contendo glicose na

presenca de ions.
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Figura 4. Valores da produgdo de 4cido citrico na fermentag¢éo contendo

glicose na presenca de ions.

A Figura 5 mostra a massa seca no meio contendo sacarose na auséncia

de fons. Observa-se que ocorreu 0 mesmo que na fermentagdo com glicose na
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auséncia de ions . O crescimento do fungo foi rapido, chegando ao seu valor
maximo de 14,4 g/ por volta do terceiro dia de fermentacdo e apds isso
houve uma queda intensa também. A Figura 6 mostra que a produgédo de acido
citrico no meio que contem sacarose € crescente, porem nédo ultrapassa 1,20

g/L por volta do sétimo dia de fermentagao.

Mbssa Seca

massa seca g/l

Figura 5. Valores de massa seca na fermentagdo contendo sacarose na

auséncia de ions.
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Acidocitrico
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Figura 6. Valores da produgdo de 4cido citrico na fermentag¢do contendo

sacarose na auséncia de ions.

A Figura 7 mostra o crescimento do fungo expresso em massa seca em
g/L na fermentac@o contendo sacarose como fonte de carbono e na presenca
de ions. Observou-se que houve crescimento padronizado, ndo se obteve
massa seca em grande volume mas foi constante chegando ao seu maximo de
18,9 g/L por volta do sétimo dia de fermentagdo. A Figura 8 mostra que a
producdo de 4cido citrico foi constante, acompanhando o crescimento do
fungo. Verificou-se que o meio que contem sacarose na presenca de ions ndo
apresenta maior crescimento do micélio, mas sim, a melhor produgéo de 4cido

citrico.



Massa seca

massa seca g/l

tempo dias

Figura 7. Valores de massa seca g/L na fermentacdo contendo sacarose

na presenga de ions.

Acido citrico

acido citrico g/l

. tempo dias

Figura 8. Valores da produgao de acido contendo sacarose na presenca

de ions.

- Comparando-se o crescimento celular estimado pela massa seca e a
capacidade de produgdo de acido citrico, observou-se que o rapido aumento
- da massa seca expressada em todos os meios que ndo continham os nutrientes

em forma de ions, era acompanhada de baixas ou quase nenhuma produgio de
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acido citrico. Enquanto que no meio contendo sacarose na presenca de ions o
crescimento foi lento mas constante e pode ser acompanhado pela produgdo

de acido citrico.

4.2 pH

Os pH’s iniciais foram estabelecidos em 3,0 nos meios de cultura
contendo glicose ou sacarose como fonte de agucar. Observou-se que o pH
apos 24 horas de fermentagdo caia de 3,0 para uma média de 2,0 e ap6s os
quatro primeiros dias se mantinham constantes por volta de 0,7 para os meios
de glicose e 1,2 para os meios de sacarose, (tabela 8). As conseqiiéncias
destes pHs foram :

o Crescimento celular expresso em massa seca controlado, pois o ion
acetato tem o poder de inibir o crescimento do fungo a baixos pH’s
(NOWAKOWSKA-WASZCUZ et al, 1984).

o Produgdo mais adequada de 4cido citrico, pois embora o pH intracelular
seja muito pouco afetado pelo pH do meio, a atividade de enzimas ligadas ao
crescimento é aumentada com elevagio de pH. Como resultado tem-se
acumulo de A4cido glucémico principalmente em pH’s superiores a 4,0

(MISCHAK, 1985).

Tabela 8. Média de pH’s nos meios de glicose ou sacarose.

Meio utilizado pH inicial  pH apés quatro  pH final apés sete

dias de dias de
fermentacdo fermentacio
Glicose 3,0 0,7 0,4

Sacarose 3,0 1,2 1,0
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4.3 Carboidrato

O consumo de carboidratos foi o0 mesmo para os meios que continham
glicose ou sacarose. Na média, o fungo consumiu 60% do aglcar colocado a
disposi¢do apds sete dias de fermentagdo, como indica a tabela 9. A presenca
de carboidrato prontamente metabolizavel € essencial para uma boa produgéo
de 4cido citrico. Maltose, sacarose, manose, glicose e frutose sdo os agucares
mais apropriados para a produgdo de acido, na ordem decrescente. Em meios
preparados com glicose e frutose, a producdo de acido € maior do que quando
esses agucares sdo adicionados separadamente. Isso explica o comportamento
da sacarose em relacdo a glicose e frutose (YOKOYA, 1992). Porém, nas
fermentacdes realizadas, ndo confirmou-se tal preferéncia, um dos motivos

aparentes pode ser explicado pela cepa utilizada.

Tabela 9. Consumo de ac¢ucar por Aspergillus niger em fermentagdes
submersas.

Fontes de Concentragdo  Concentracdo % de consumo
carbono inicial g/LL final g/
Glicose 150,0 60,0 60
Sacarose 150,0 55,0 63,4

4.4 Caracteristicas morfologicas

Observou-se algumas mudancas na formacfo dos pellets durante as
fermentagdes realizadas. A cor mudou de branca para amarelada conforme o
tipo de nutriente utilizado. Tal caracteristica poderia ter influenciado a
produgdo de acido citrico, mas os estudos ndo foram aprofundados a esse
respeito.

Foram também observadas diferengas no tamanho dos pellets, isso

devido ao numero de rotagdes por minuto que eram condicionados os
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erlenmeyers. Sob agitagSes mais lentas, formavam-se pellets maiores e com
agita¢Oes mais rdpidas formavam-se menores. Ndo foi analisado tal fator em
relagdo a produgdo de 4cido citrico, porém, foi estabelecido como padrdo a

agitagdo rapida.

4.5 Temperatura

A melhor temperatura para a produgdo de 4cido citrico por Aspergillus
niger NRRL 6411 ¢ de 32°C, de acordo com a literatura obtida sobre o
assunto, sendo que a mesma ¢ um importante fator no controle da fisiologia
de Aspergillus niger. Temperaturas aplicadas na antiga Unido Soviética para
crescimento de micélio giravam em torno de 34 a 36°C. J4 para producao de

acido citrico giravam de 32 a 34°C (KARKLISH & PROBOK, 1972).

4.6  Sugestdes para estudos posteriores

As seguintes sugestdes s3o apresentadas como alternativas para o
desenvolvimento de outros estudos do processo fermentativo na producéo de
acido citrico por Aspergillus niger.

e Utilizagdo de outras cepas do fungo para andlise e comparag¢do dos
resultados obtidos.

® Analise dos dados obtidos para produgio de 4cido citrico utilizando-se
outros métodos para a comprovacio dos resultados.

®  Verificar, através de testes mais refinados, existéncia de enzimas em
cada fase do processo.

* Estudo detalhado sobre a produgdo de A4cidos totais, e posterior

verificagdo da porcentagem de cada acido formado.
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5- CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos deste estudo conclui-se que:

O melhor meio utilizado para a produgdo de 4cido citrico por Aspergillus
niger NRLL 6411 dentre os dois tipos de agucares utilizados foi a sacarose
na presencga de ions.

O comportamento do fungo, nos quatro meios de cultura estudados, foi
diferente para o crescimento expresso em g/L. de massa seca, mas igual para o
consumo de agucar.

O pH teve papel importante, mantendo-se sempre abaixo de 3,0 evitando
contaminacdes e contribuindo para o crescimento do fungo. A temperatura
utilizada demonstrou ser uma das possibilidades existentes para a manutengao
de culturas submersas.

Os resultados gerais deste estudo mostram que, as condi¢des gerais

utilizadas com Aspergillus niger NRRL 6411, ndo foram suficientes para a
producio de grandes quantidades de acido citrico, isso pode ter sido devido ao

tipo de cepa e métodos utilizados.
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APENDICE



Figura 09. Shaker com Erlenmeyers durante fermentagdo submersa.



Figura 10. Bomba a vacuo durante a operagao de filtragem do micélio.



Figura 11. phmetro utilizado durante todo experimento.



Figura 12. Material utilizado para titulagdo durante os experimentos.



Figura 13. Estufa utilizada para secagem de papeis de filtro durante
experimento.



Figura 14, Espectrofotometro utilizados nos experimentos.



Tubos inclinados contendo Agar Sabouraud aés 24 horas de
inoculagéo do fungo Aspergillus niger.

Figura 15.



Figura 16. Tubos inclinados contendo Agar Sabouraud
moculagio do fungo Aspergillus niger.
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