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RESUMO

O interesse a respeito do acido kojico tem crescido fortemente nos
ultimos anos desde a descoberta de suas propriedades de inibicdo de tirosinase,
que permitem seu uso no tratamento de hiperpigmentacdo dermatoldgica, inibigao
de escurecimento enzimatico de frutas e vegetais, produgédo de antiinflamatérios e
analgésicos, produgao de polimeros, dentre outras aplicagdes. Dado o potencial
econdmico do acido kdjico, sdo necessarios processos mais eficazes para sua
sintese reduzindo custos de producido e tornando-o mais atrativo a aplicagao
industrial. Este trabalho visou estudar o processo de producido fermentativa do
acido kajico, determinando parametros que auxiliardo no desenvolvimento de
tecnologias competitivas de produgao. Além disso, propde a utilizacdo de
mateérias-primas de baixo custo e grande disponibilidade no mercado brasileiro
como glicerol e agua de maceragdo de milho. A espécie selecionada para o
estudo foi Aspergillus flavus NRRL 626, que apresentou maior velocidade de
crescimento, esporulacdo e producdo de acido kojico. As melhores fontes de
carbono foram a glicose e o glicerol e as melhores fontes de nitrogénio foram o
extrato de levedura e a agua de maceragdo de milho. A otimizagdo por
planejamentos experimentais utilizando glicose como fonte de carbono e agua de
maceragdo de milho como fonte de nitrogénio possibilitou produtividade de até
0,12 g - L" - h" e concentracao final de 48 g - L™ apds 22 dias. A otimizacgéo de
meio de cultivo com glicerol como fonte de carbono e agua de maceragao de milho
apresentou produtividade de 0,13 g - L' - h" e concentracao final de 48 g- L
apo6s 20 dias de fermentacdo. O glicerol bruto da produgédo de biodiesel causou
forte inibicdo da produgdo de acido kdjico e forma obtidos até 18 g - L™ apés 22
dias de fermentagdo. Ensaios em fermentador de bancada apresentaram
problemas de formagao de espuma devido as caracteristicas do meio de cultura e
de aderéncia da biomassa as paredes do fermentador. Os processos de
cristalizacdo com anti-solvente e clarificagdo com carvao ativado mostraram-se

adequados a recuperagao e purificagdo do acido kéjico.



ABSTRACT

There has been a growing interest on kojic acid since the discovery of its
tyrosinase inhibiton properties, which make it useful for many different applications
like dermal hyperpigmentation treatment, inhibition of fruits and vegetables
enzymatic browning, antiinflamatory and analgesic drugs production, polymer
productions, among others. The economical potential of kojic acid motivates
researchers to develop more efficient and economical ways of producing it and
therefore increase its commercial attractiveness. The present work focused on the
study of the kojic acid fermentative production process in order to determine
parameters that could help the development of more competitive production
technologies. It also proposes the use of low cost raw materials with large
availability in Brazil, since as glycerol and corn steep liquor. The selected species
for the study was the Aspergillus flavus NRRL 626, which showed the highest
growth rate, sporulation and kojic acid production. The selection of substrates
pointed that glucose e glycerol were the best carbon sources and yeast extract and
corn steep liquor were the best nitrogen sources for kojic acid production. Culture
medium optimized through experimental designs with glucose as carbon source
and corn steep liquor as nitrogen source allowed a productivity of 0,12 g kojic acid
- L7+ h" and a final concentration of 48 g - L™ after 22 days. The optimized
medium containing glycerol as carbon source obtained maximum productivity of
0,13 g - L' - h™" and 48 g kojic acid - L after 20 days of fermentation. Crude
glycerol from biodiesel strongly inhibited koijc acid production and its use as
carbon source reached the maximum concentration of 18 g kojic acid - L™ after 22
days of fermentation. Cultivation in a 5 L batch fermentor using glycerol and corn
steep liquor showed excessive foam formation e wall adherence. Anti-solvent
crystallization and active carbon clarification were successful techniques for

recovery and purification of kojic acid produced.
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1. INTRODUGCAO

Desde o século VIl a tradicional produgcdo japonesa de alimentos
fermentados como o missb (pasta de soja e arroz), o shoyu (molho de soja) e o saqué
(bebida fermentada de arroz) baseia-se no cozimento das matérias-primas arroz e soja
e a fermentacdo da massa cozida. Para dar inicio a fermentagdo o arroz cozido é
inicialmente inoculado com um fungo, geralmente do género Aspergillus, que produz
enzimas amiloliticas durante seu crescimento. Essa massa de arroz cozida e
fermentada por fungos é chamada koji e atua como fonte de enzimas para a hidrdlise
do amido em agucares fermentaveis e de algumas proteinas para permitir o
crescimento de outros microrganismos, tais como leveduras e bactérias lacticas. Em
1907, a partir do estudo da fermentagao do koji, SAITO (1907), citado por BENTLEY
(2006), registrou a formacgao de um acido organico que, em contato com FeCls, adquiria
coloragdo vermelho-purpura. Apesar de isolar o acido através de cristalizagdo e
verificar que ndo se tratava de um acido conhecido, Saito (1907) ndo nomeou o produto

encontrado nem determinou o peso molecular ou temperaturas de fusao e ebuligao.

Durante estudo da fermentagdo do koji por Aspergillus oryzae, YABUTA
(1916), citado por BIRKINSHAW et al. (1931), identificou a estrutura do acido isolado
por SAITO (2007) e o nomeou acido kojico. Inicialmente a férmula foi descrita como
C12H140s, mas foi corrigida pelo préprio SAITO em 1916 para CgHgOs. O proprio
YABUTA sugeriu a estrutura 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona e comprovou essa
hipétese em 1924, como citado por BIRKINSHAW et al. (1931).

O
OH

HO
O

Figura 1.1. Estrutura do acido kéjico
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Inicialmente tido como um subproduto na producdo de alimentos, o acido
kdjico possui atualmente aplicacbes nas areas cosmética, farmacéutica, alimenticia e
quimica. O acido kojico é atualmente amplamente utilizado em formula¢gdes cosméticas
para clareamento de pele e tratamento de doengas de pigmentagdo. Outra
caracteristica bastante estudada é a sua capacidade de inibir a agdo da enzima
polifenoloxidase responsavel pelo escurecimento de frutas, vegetais e tubérculos.
Substancias derivadas do acido kojico denominadas piridonas s&o utilizadas como
drogas com agao analgésica e antiinflamatoria, com efeitos colaterais gastrointestinais

menores do que outros antiinflamatorios ndo esteroidais.

Muitos estudos tem sido feitos com o intuito de otimizar a producgéo de acido
kojico através da selegcdo de linhagens mais eficientes, otimizacdo de métodos
fermentativos, utilizacdo de matérias-primas mais adequadas e acessiveis e
desenvolvimento de métodos mais eficientes para sua recuperacdo. A utilizagao
comercial do acido kéjico em larga escala depende do desenvolvimento de tecnologias

que possibilitem menores custos de produgao.

O acido kojico € uma substéncia com aplicagdes potenciais em diversas
areas do conhecimento, tais como farmacéutica, cosmética e alimenticia. Apesar de ter
sido descoberto ha mais de 100 anos, muitas propriedades do acido kdjico ainda néo
sdo devidamente exploradas, porém diversos estudos apontam para aplicagdes

promissoras.

O processo de sintese do acido kdjico ja € conhecido e aplicado
industrialmente, porém as condigdes ideais de produgao e o know-how necessario para
a otimizagao do processo ainda estdo concentrados em alguns pélos econémicos como

Japao, Estados Unidos e China.

Pesquisa no site do Departamento Europeu de Patentes (EPA, 2011) revela
a publicagdo de mais de 600 patentes no mundo relacionadas a utilizagao ou producgéo

do acido kojico, sendo 210 apenas nos ultimos 10 anos. Segundo a base de dados,
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somente do Japao originaram-se 350 patentes, porém nenhuma de autoria brasileira foi

encontrada.

No Brasil, a grande disponibilidade de matérias-primas agricolas e seus
subprodutos fornece uma ampla gama de substratos de baixo custo para a fabricag&o
de produtos biotecnoldgicos. A produgdo de cana-de-agucar fornece a sacarose e o
melaco de cana-de-agucar, tradicionalmente utilizados com sucesso em processos
biotecnolégicos. Além disso a crescente producao de biodiesel no pais oferece mais
uma potencial matéria-prima de baixo custo: o glicerol formado como residuo durante a
sintese do biocombustivel. Caso sejam desenvolvidas tecnologias para a produgéo
eficiente do acido kéjico, o baixo custo das matérias-primas oferecidas torna o pais um

potencial produtor competitivo no contexto internacional.
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2. OBJETIVOS

- Avaliar o desempenho as linhagens Aspergillus flavus NRRL 626, Aspergillus

flavus var. oryzae NRRL 484 e Penicillium lanosum/kojigenum NRRL 3442 ;

- Avaliar o efeito dos substratos glicose, sacarose e glicerol e agua de

maceragao de milho;

- Otimizar formula¢des de meios de cultura para a produgao de acido kojico a

partir de substratos de baixo custo;

- Avaliar o consumo de substrato, producdo de biomassa e produgédo de acido

kojico nas condigdes otimizadas;

- Avaliar o processo de fermentagdo em frascos agitados e fermentador de

bancada;

- Avaliar o processo de recuperacdo e purificacdo do acido kdjico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Acido Kéjico

O acido kojico ou 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona € uma hidroxi-y-pirona
produzida por fungos filamentosos e estd entre um dos primeiros metabdlitos
secundarios fungicos identificados. Foi observado pela primeira vez em 1907 por Saito
durante o estudo do koji, arroz fermentado tradicionalmente no Japao para produgao de
alimentos. Saito observou a produgéo de um acido organico durante a fermentagéo do
arroz por Aspergillus oryzae, que apresentava coloragéo vermelho purpura em contato

com FeCl;. Porém, o produto nao foi nomeado nem identificado na ocasiao.

Em 1912 YABUTA isolou o acido kojico de arroz cozido inoculado com A.
oryzae. Apos secagem das amostras e extracdo em Soxhlet com éter, um acido
organico foi isolado. YABUTA determinou a formula CsHgO4 € nomeou o acido como

acido koji.

Segundo BENTLEY (2006), a rota metabdlica mais provavel para a sintese do
acido kaojico é a conversao direta de uma molécula de glicose, sem quebra do ciclo
piranico (Figura 1.1). As enzimas envolvidas nessa reacdo ainda n&o foram
desvendadas. Essa teoria foi reforcada por evidéncias encontradas em estudos que se
utilizaram da técnica de rastreamento de isétopos radioativos (KITADA e FUKIMBAR.T,
1971).

3.2 Aplicacdes do Acido Kéjico

A utilizagdo do acido kojico em formulagdes cosméticas para o clareamento
da pele parece ser sua aplicagao mais bem sucedida comercialmente. De fato, diversas

formulagdes comerciais estdo disponiveis para comercializagdo no mundo inteiro.
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Desde 1988 seu uso cosmético foi aprovado pelas autoridades japonesas e a

aprovagao para uso na Europa e nos EUA segue sendo avaliada (BENTLEY, 2006).

A capacidade de clareamento de pele de formulagbes contendo acido kojico
deve-se a inibicdo da producdo de melanina. Essa caracteristica foi percebida
inicialmente quando peixes de coloracdo preta foram alimentados com acido kojico
adquirindo coloragao marrom amarelada apés 49 dias de tratamento. (MISHIMA et al.,
1994).

O &acido kojico age sobre a produgdo de melanina através da inibicdo da
enzima tirosinase, responsavel pela conversao de L-tirosina a Dopaquinona, precursora
das melaninas. Assim, impede a produgdo natural de melanina no organismo. A
inibicdo das tirosinases pelo acido kojico deve-se a sua capacidade quelante de cobre,
componente estrutural das tirosinases. A utilizagdo de inibidores de melanina é
favoravel em disturbios de hiperpigmentacédo tais como o Melasma. Porém, o acido
kéjico vem sendo utilizado principalmente em cosméticos para evitar o escurecimento
natural da pele (BENTLEY, 2006).

Para potencializar a inibicdo da enzima tirosinase e aumentar sua
estabilidade derivados do acido kojico conjugados a aminoacidos foram sintetizados.
Um dos derivados, acido kéjico — fenilalanina amida apresentou aumento de 90 % da
capacidade inibicao de tirosinase em relagao ao acido kéjico livre e manteve-se estavel
por 3 meses mantido a 50 °C. Além disso a nova substancia apresentou maior

capacidade de reducéo de dopacromo (NOH et al., 2009).

Em estudo de 2004 derivados de acido kdjico conjugados a tripeptideos
foram sintetizados através de sintese por fase sélida e apresentaram resultados
expressivos. O composto acido kojico apresentou atividade de inibigdo da enzima
tirosinase 100 vezes maior do que a apresentada pelo acido kdjico livre. Além disso
sua estabilidade de armazenamento foi 15 vezes superior e sua toxicidade também foi

reduzida em comparagao ao acido kéjico (KIM et al., 2004).
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Outra propriedade de interesse dermatoldgico foi observada em estudo que
avaliava os danos causados por exposi¢cao a radiagao ultravioleta na derme dorsal de
ratos. Apos 20 semanas de exposi¢cdo a radiacdo UV a aplicagdo de acido kéjico
reduziu significativamente os danos observados no grupo controle: enrugamento,
hiperplasia da epiderme, fibrose da derme inferior e aumento de componentes na
matriz extracelular da derme superior. A agao preventiva do acido kéjico parece ter sido
causada por suas caracteristicas de quelante de ferro, que possui papel importante no

processo de oxidagao da derme, e de inibicdo de radicais livres (MITANI et al., 2001).

Devido as suas caracteristicas de inibigcdo da tirosinase o acido kéjico possui
também excelente atividade de inibicdo da enzima polifenoloxidase, responsavel pelo
escurecimento de vegetais, cogumelos e crustaceos (CHEN et al, 1991). Sua
capacidade de preservar a cor natural dos alimentos o levou a ser estudado como
possivel substituto ao sulfito, agente anti-escurecimento mais utilizado atualmente. O
desenvolvimento de um produto anti-escurecimento seguro e eficaz € de grande
interesse, ja que o sulfito tem sido responsavel por reagdes alérgicas asmaticas e até
por reacdes anafilaticas fatais (DAVIDSON et al., 2002). SON et al. (2001) avaliaram
em estudo comparativo a atividade de inibicdo do escurecimento de macas e

classificaram o acido kéjico como um dos melhores agentes fendélicos com esse fim.

Além de suas aplicagdes nas areas de cosméticos e alimentos, o acido
kdjico vem sendo sondado para a utilizagdo em medicamentos. OZTURK et al. (2002)
sintetizaram compostos de estrutura 4(1H)-Piridona a partir de moléculas de acido
kdjico, que se revelaram potenciais substitutos aos antiinflamatoérios ndo esteroidais
utilizados atualmente. As substancias apresentaram maior atividade antiinflamatéria do
que a indometacina e maior atividade analgésica do que o acido acetilsalicilico. Alguns
dos compostos ainda apresentaram menor potencial ulcerogénico do que o composto

de referéncia indometacina.

Uma nova e promissora aplicagdo do acido kdjico foi descoberta por BRTKO
et al. (2004). Os autores observaram atividades antineoplasicas e citotdxicas de

derivados do acido kéjico. Ao pesquisar novos compostos com atividade antitumoral,
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avaliaram-se os efeitos de derivados halogenados de acido kojico sobre células de
leucemia L 1210 e de células tumorais pituitarias GH4C1 de ratos. Foi observada
atividade antileucémica de derivados halogenados de 5-hidroxi-2-hidroximetil-4-piran-4-
ona, o que indica a possibilidade de uso como drogas auxiliares no tratamento de

tumores.

Outra caracteristica do acido koéjico e seus derivados € a sua atividade
antibiotica. Foram identificadas atividades contra microrganismos Gram (+) e Gram (-)
(COOK e LACEY, 1945) e contra fungos (KAYAHARA et al., 1990).

3.3 Producio de Acido Kojico
3.3.1 Meios de cultura

A aparente relagdo estrutural entre o acido kdjico e a glicose chamou a
atengdo dos pesquisadores. Para a conversao direta da glicose em acido kojico séo
necessarias uma oxidacao e duas desidratacdes. Apesar disso foi observada produgao
de acido kdgjico a partir de substancias que possuiam de dois a sete carbonos em sua
estrutura, o que evidenciava que o acido kdjico podia ser sintetizado por outra via além
da conversao direta. Provavelmente através da sintese de uma substancia precursora
contendo seis carbonos em sua estrutura seguida da conversdao em acido kajico
(BENTLEY, 2006).

ROSFARIZAN et al. (1998) estudaram a produgdo de acido kojico de
Aspergillus flavus utilizando como substratos diferentes fontes de carbono (glicose,
xilose, sacarose, amido, maltose, lactose e frutose) e obtiveram o melhor resultado

(39,9 g/L) utilizando glicose.

A influéncia das fontes de carbono também foi estudada por WAN et
al.(2005) a partir da cultura da linhagem mutante Aspergillus oryzae M3B9. Foram

utilizados glicose, frutose, sorbitol, maltose, sacarose, lactose e amido como fontes de
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carbono. As maiores concentragdes de acido kojico (em torno de 40 g/L) foram obtidas
utilizando-se frutose, sorbitol, maltose e sacarose. As fermentacgdes utilizando glicose e
amido produziram em torno de 35 g/L e 30 g/L de produto, respectivamente. A lactose
suprimiu fortemente a sintese do acido kdjico, gerando a concentragcdo de 10 g/L,
aproximadamente (WAN et al., 2005).

A producéao de acido kojico a partir da fermentacao de glicerol como fonte de
carbono foi detectada por TRAETTA-MOSCA (1921), citado por BIRKINSHAW et al.
(1931). O dglicerol tem se tornado um substrato economicamente interessante por ser
um subproduto da produgao de biodiesel (RIVALDI et al., 2007).

Aparentemente polissacarideos nao sao uma boa fonte de carbono para a
producgéo de acido kéjico (ROSFARIZAN et al., 2002). Nao foi produzido acido kojico de
A. oryzae ao se utilizar amido como fonte de carbono (KITADA e FUKIMBAR.T, 1971) e
muito pouco quando se utilizou maltose (BASAPPA et al., 1970). Altas concentragdes
foram produzidas quando utilizado amido de sagu gelatinizado como substrato na
fermentacdo de A. flavus, que possui a capacidade de secretar enzimas amiloliticas
durante seu crescimento (ROSFARIZAN et al., 2002).

De modo a reduzir os custos de producédo de acido kdjico, pesquisadores
vém estudando a utilizacdo de matérias-primas brutas mais baratas. FUTAMURA et al.
(2001) estudaram a fermentacéo do fungo A. oryzae utilizando como substrato amido
de milho parcialmente hidrolisado e agua de maceracdo de milho, obtendo

concentracdes de até 40 g/L de acido kojico.

Fontes de nitrogénio também parecem influenciar direta ou indiretamente a
produtividade da obtencdo de acido kéjico. WAN et al. (2005) observaram que a
utilizagdo de extrato de levedura como fonte de nitrogénio favorecia a agregagéo das
células de Aspergillus oryzae em pellets durante a fermentagdo, em comparagao a
outras fontes de nitrogénio como triptona, proteina de soja, farelo de arroz e agua de

maceragao de milho (corn steep liquor). A formacédo de pellets auxilia os processos
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fermentativos a medida que evita o excessivo aumento de viscosidade causado pelo

crescimento celular prejudicial a agitagao e aeragcéo do meio.

EL-AASAR (2006) estudou a otimizagdo das condi¢des de cultivo para
producdo de acido kojico de uma linhagem de A. parasiticus. Foram estudados pH,
temperatura de incubagdo, concentracdo de fonte de carbono (glicose, sacarose,
melagco de beterraba), concentracdo de fonte de nitrogénio (extrato de levedura,
peptona, sulfato de amdnia, nitrato de amébnia e combinagdes) e 0 uso ou nao de
agitacao durante a incubagéo. A maior concentracao atingida foi de 34,38 g/L utilizando
6% de glicose, 1% de extrato de levedura com pH inicial 5 incubando a 28 °C por 10

dias com agitacao de 220 rpm .

ROSFARIZAN E ARIFF (2000) estudaram a cinética e condi¢gbes de cultivo
ideais para a produgao de acido kojico de Aspergillus flavus. Os autores encontraram
como relagao C/N ideal o valor de 93,3. Glicose na concentragdo de 100 g/L e extrato
de levedura a 5 g/L foram selecionados como melhor fonte de carbono e de nitrogénio,

respectivamente.

A influéncia do pH sobre a produgdo de &acido kojico em fermentagéo
submersa e com células ressuspendidas de Aspergillus flavus Link 44-1 foi estudada
por ROSFARIZAN et al. (2002). O pH inicial do meio de cultura ajustado a 3,0 foi
determinado como a condi¢cdo 6tima para a produgdao de acido kéjico. Entretanto o
maior crescimento do microrganismo produtor foi atingido com pH inicial entre 6,0 e
7,0. Para pH inicial ajustado a 2,0 o crescimento foi fortemente inibido e nado foi
produzido acido kojico. A produgdo em fermentador de 50L com pH inicial 3,0, sem
controle de pH durante a fase de crescimento e com pH mantido a 3,0 durante a fase
de producdo foi 20% maior comparado a fermentacdo sem controle de pH. A

concentragdo maxima alcancada através dessa estratégia de controle foi 62 g/L.

ROSFARIZAN E ARIFF (2006) utilizaram a sacarose como fonte de carbono
para a producao de acido kéjico. Em ensaios em frascos de 250 mL agitados os

autores verificaram a producdo de 23,6 g/L de acido kojico utilizando sacarose como

27



fonte de carbono. Para fins de comparacédo, utilizando glicose e frutose os autores
obtiveram como resultados 25,8 e 6,4 g/L, respectivamente. Em ensaios em
fermentador de bancada de 2L, o melhor resultado foi obtido utilizando-se a

concentracédo de 150 g/L de sacarose alcangando a concentragdo maxima de 40,2 g/L.

Em trabalho mais recente ROSFARIZAN E ARIFF (2007) estudaram o
comportamento de um sistema de ressuspensao de micélio de Aspergillus flavus Link
44-1. Foram testadas diferentes fontes de carbono e a que resultou em maior
rendimento (g acido kojico/ g fonte de carbono) foi a glicose (0,365 g/g) seguida de
sacarose (0,279 g/g), amido hidrolisado (0,212 g/g) e frutose (0,195 g/g). As maiores
producdes foram obtidas utilizando-se 100 g/L de glicose e 100 g/L de sacarose,

resultando em 45,3 e 33,4 g/L de acido kdjico, respectivamente.

A influéncia da adicdo de metanol no meio de cultura para producdo de
acido kgjico foi estudada por SALLEH et al. (1996). Os autores observaram que a
adicao de até 4% (v/v) de metanol ao meio de cultura promovia uma inibicdo discreta
do crescimento de A. flavus. Porém, a produgéo de acido koéjico sofreu grande aumento
até a concentragao de 5% (v/v), a partir da qual tanto o crescimento como a producgéo
de acido koéjico eram inibidos. Foram alcangados 40,7-41,7 g/L utilizando-se meio de
cultura com 3-4 % (v/v) de metanol. Em comparagéo ao meio de cultura sem adi¢ao de
metanol, a concentragdo maxima, rendimento sobre glicose consumida e produtividade
total foram 2, 4,6 e 1,7 vezes maiores, respectivamente. Os autores observaram
também uma relacéo inversamente proporcional entre o tamanho dos pellets formados

pelo fungo e a produgéao de acido kdjico.

YOSHINARI et al. (2007) verificaram que a adigdo de Dioctatina A, um
metabdlito de bactérias do género Streptomyces, a culturas de Aspergillus parasiticus
inibiu fortemente a produgcao de aflatoxinas ao mesmo tempo em que potencializou a
producao de acido kgjico. A adigdo do metabdlito também n&o afetou o crescimento do
fungo. Segundo os autores o metabdlito inibiu a produgdo de acido norsolorinico,
precursor de aflatoxinas, mas nao foi desvendado o motivo do aumento na producao de

acido kojico.
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A patente CN1417341 descreve a utilizagdo de amido como fonte de carbono
para a producao de acido kadjico. O processo descrito inclui uma etapa de sacarificagao
do amido, seguida da inoculagédo do liquido sacarificado com um organismo produtor.
Ao final da fermentacao o produto é refinado através de concentragao, descoloracao e
cristalizagao obtendo ao final um produto de pureza maior do que 98% (WANG et al.,
2003).

A patente JP3905160 descreve a produgao de acido kdjico utilizando meio de
cultivo contendo fontes inorgénicas de nitrogénio (nitrato de amdnio e sulfato de

amdnio) em conjunto com aminoacidos(KAWASHIMA et al., 1998).

3.3.2 Condicoes de cultivo

O acido kojico € diretamente sintetizado a partir da glicose através da agao
de enzimas em reacdes sequenciais. Uma alta taxa de aeragao é essencial durante os
primeiros estagios da fermentacdo para a sintese das enzimas necessarias para o
consumo da glicose durante a fase de crescimento celular, porém durante a produgéo
de acido kojico ndo é necessario que haja oferta excessiva de oxigénio (ARIFF et al.,
1996).

KITADA et al. (1971)descobriram que o coeficiente 6timo da taxa de
absorgao de oxigénio é de 11.2 x 10° g mole O, min™ e que taxas de aeragdo acima

desse valor resultavam em menor produgao de acido kéjico e de crescimento celular.

ARIFF et al. (1996) estudaram o efeito da aeragcdo sobre a produgdo de
acido kéjico de Aspergillus flavus através do controle da tensdo de oxigénio dissolvido
(DOT). Com a agitacdo do meio fixada em 600 RPM variou-se a DOT em trés niveis:
30, 50 e 80%. Verificou-se que para valores de DOT abaixo de 80% a produgédo de
acido kojico decrescia, enquanto o crescimento celular aumentava. A maior produgéo
de acido kojico (28,9 g I'") foi obtida quando a DOT foi fixado em 80% durante a fase de

crescimento e reduzido a 30% durante a fase de produgéo.

29



O uso da elevacao da pressao interna do reator durante a fermentacéo para
o aumento da producdo de acido kojico € descrito na patente JP 9220095. O processo
descrito consiste em inocular esporos de um organismo produtor de acido kojico, tal
como Aspergillus oryzae (IAM 2142), em um meio liquido contido em um fermentador
aerado e agitado e cultivar tal organismo a 250 rpm e 30 °C com presséo interna de 1,0
— 3,0 kgf/cm? por 10 dias.

Outro fator importante para a sintese do acido kdjico é o pH do meio de
cultura. ROSFARIZAN et al. (2002) estudaram a relagdo do pH com a producgéo de
acido kéjico por Aspergillus flavus, utilizando amido de sagu como substrato através e
controle do pH durante as etapas da fermentagao. A manutencédo do pH da cultura em
3 durante todo o processo fermentativo reduziu significativamente a produ¢do de acido
kojico (7,26 g/L) em relagdo ao grupo controle sem ajustes de pH (31,7 g/L). A menor
concentragao de acido kojico (0,98 g/L) foi obtida com controle do pH em 4 durante a
fase de crescimento e em 3 durante a fase de produgdo. A auséncia de controle
durante a fase de crescimento e a manutencdo do pH durante a fase de produgao
produziu quantidades equivalentes as encontradas no grupo controle (31,07). Segundo
os autores isso indica forte dependéncia do pH durante a fase de crescimento de A.

flavus para a producéo de acido kdjico.

O uso da elevagao da pressao interna do reator durante a fermentagao para
o aumento da produgéo de acido kéjico é descrito na patente JP9220095. O processo
descrito consiste em inocular esporos de um organismo produtor de acido kojico, tal
como Aspergillus oryzae (IAM 2142), em um meio liquido contido em um fermentador
aerado e agitado e cultivar tal organismo a 250 rpm e 30 °C com presséao interna de 1,0
— 3,0 kgf/cm? por 10 dias (SATO e SAKAIDA, 1997).

3.3.3 Melhoramento genético para producao de acido kéjico

Através de mutacao induzida e fusado protoplasmatica a partir da linhagem
Aspergillus flavus ATCC 22788, WAN et al. (2004) obtiveram uma linhagem
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hiperprodutora. A fermentagcdo em frascos agitados com a nova linhagem permitiu o

acumulo de até 41,0 g/L de acido kojico.

Por mutagdes induzidas utilizando N-methil-N'-nitro-nitrosoguanidina,
FUTAMURA et al. (2001) obtiveram uma linhagem de Aspergillus oryzae chamada de
MK107-39. Através de fermentagdo em frascos agitados, a linhagem produziu até 28
g/L de acido kojico de 100 g/L de glicose. Em fermentador de 3 L foi produzido até 110

g/L de acido kojico utilizando meio de cultura e condigdes de processo otimizados.

3.3.4 Meétodos fermentativos

Diversos processos fermentativos foram estudados para otimizar a produgao
de acido kéjico de forma controlada. Se algumas das potenciais aplicagdes do acido
kojico se concretizarem, sua demanda comercial aumentara consideravelmente. Para
que a producdo do acido kdjico se torne mais econdmica, os custos da operagao e das

matérias-primas devem ser reduzidos.

FUTAMURA et al. (2001) estudou a produgao de acido kojico em reator do
tipo “airlift”. A utilizacdo desse tipo de reator possibilita menor gasto de energia para
agitacao e aeracado e menor custo de constru¢do do que fermentadores convencionais.
O resultado final obtido no reator airlift foi pouco inferior ao obtido no reator
convencional (40 g/L no airlift contra 43 g/L no convencional), porém o gasto de energia
no reator airlift foi inferior a 25% do gasto observado no reator convencional. Segundo
os autores, caso fossem contabilizados os custos de constru¢cdo dos reatores, o custo
de producgado do acido kojico em reatores airlift seria ainda mais baixo em relagao ao

processo em fermentador convencional.

ARIFF et al. (1997) estudaram um sistema de producédo de &cido kéjico
através da ressuspensao do miceélio de Aspergillus flavus em fermentagédo de batelada.
A fermentacao foi avaliada em relagao a diferentes concentracdes celulares. O material

celular foi inicialmente cultivado em fermentador agitado e frascos Erlenmeyer e, apos
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atingir a fase estacionaria, foi separado por centrifugagao a 6000 x g por 20 min. As
células foram lavadas com agua deionizada estéril e centrifugadas mais uma vez. O
material celular foi entdo ressuspendido em frascos Erlenmeyer contendo 150 mL de
glicose estéril (100 g/L) em tampé&o citrato a pH 3,5. Os frascos foram incubados a 30
°C e agitados a 250 RPM. O material ressuspendido manteve-se ativo produzindo acido
koéjico mesmo apdés 600 horas de incubacdo. A taxa de producao de acido kéjico (n, g
acido kogjico/ g células - h) manteve-se praticamente constante em relagcdo as
concentragbes celulares até o valor de 19,2 g/L de material celular, acima do qual
observou-se reducao drastica do valor de n. Segundo os autores, a alta concentragéo
celular aumentou a viscosidade do sistema e, consequentemente, reduziu a eficiéncia
de agitagdo e limitou a acdo de enzimas. A concentragdo maxima de acido kojico
produzida foi similar para os sistemas contendo a 7,39 g/L, 9,2 g/L e 26,1 g/L de

material celular e variou entre 0,453 e 0,480 g / g glicose.

De modo a evitar a redugao da agitagao e aeragao resultante do crescimento
celular e aumento da viscosidade, KWAK E RHEE (1992) utilizaram células
imobilizadas de Aspergillus oryzae com alginato de sédio. Esporos do fungo foram
recolhidos em solugédo de Triton X-100 a 0,01% e adicionados em solugao de alginato
de sodio pré-esterilizada para formar uma suspensdo de esporos-gel a 3% com
concentracdo de 5,0 x 10* esporos por mL de solucéo de gel. Essa mistura foi gotejada
em solugao de CaCl 2% para formar esferas de 1,2 mm, aproximadamente. As esferas
contendo esporos imobilizados foram adicionadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL
na relagdo de 1:3 (vol/vol) de esferas sobre meio de cultura e as fermentagdes
ocorreram a 30 °C a 200 rpm. A concentragao maxima de acido kéjico obtida foi de 84
g/L, sendo adicionado meio novo sobre as esferas para evitar a cristalizagdo do
produto. Em paralelo foi realizada uma fermentacao utilizando micélio livre para efeito
de comparagao. A produtividade obtida nos dois ciclos consecutivos com células
imobilizadas superou a obtida na fermentagcdo com micélio livre. A partir do 12° dia a
producdo de acido kgjico foi reduzida bruscamente com o surgimento de cavidades nas

esferas de gel.
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WAN et al. (2005) descreveram um método para minimizar os custos de
processo utilizando um fermentador com retencdo de células de Aspergillus oryzae
M3B9. O equipamento proposto permitia a realizagdo de bateladas consecutivas
fazendo, ao final de cada ciclo de fermentacdo, a substituicio do meio de cultura
fermentado por meio novo. Uma placa de filtragcado de 60 mesh (0,65 mm) acoplada ao
fundo do fermentador mantinha as células retidas em seu interior durante a retirada de
meio fermentado através de uma saida inferior. O meio de cultura foi otimizado para
estimular o crescimento do fungo na forma de pellets e assim evitar a problemas de
aumento de viscosidade causados pelo crescimento celular. O melhor resultado foi
obtido com duas substituicdes de 75 % do meio fermentado apds 7 e 11,5 dias de
fermentacado, alcancando produtividade média de 5,3 g L™ dia” contra 5 g L™ dia™

obtidos por fermentacdo convencional.

WAKISAKA et al. (1998) desenvolveram um reator de cultura por
membrana para a produgdo de acido kéjico. Esporos de Aspergillus oryzae foram
inoculados no exterior de uma membrana porosa cilindrica em contato com o ar e meio
de cultura estéril foi circulado pelo seu interior. O sistema foi disposto em caixa estéril
com filtracdo de ar para evitar contaminacdo. Foi utilizada uma membrana de
polissulfona com didmetro nominal de poro de 0,20 um. Segundo os autores, a
membrana permitiu a utilizacdo do substrato pelo fungo e impediu a passagem de
células para o meio de cultura. As maiores concentracdes obtidas foram de 14, 45 e 60
mg/mL para concentragdes de glicose no meio de 5, 10 e 20 %, respectivamente. Foi
possivel manter o sistema funcionando por até 70 dias sem contaminagédo ou autdlise
da cultura. Para efeito de comparagcao os resultados obtidos pelos autores por
fermentacdo em frascos alcangaram 24 e 22 mg/mL para concentragdes de 10 e 20 %

de glicose, respectivamente.

A patente JP2000032995 descreve um processo de produgédo de acido
kdjico que utiliza amido de milho como fonte de carbono em conjunto com acido nitrico
como fonte de nitrogénio em um fermentador de coluna de bolhas equipado com um

gerador de microbolhas, que consiste de um filtro metalico sinterizado ou um filtro
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ceramico. A fermentagao é realizada por um organismo produtor como, por exemplo,
Aspergillus oryzae MK107-39 (OKABE et al., 2000).

3.4 Glicerol como subproduto da producao de Biodiesel

A preocupacao com os problemas relacionados a emissdo de carbono e
aquecimento global e a possibilidade de uma crise energética resultante do
esgotamento dos combustiveis fésseis tém estimulado a busca por alternativas
energéticas renovaveis e menos poluentes. Nesse contexto o biodiesel produzido a
partir de 6leos vegetais se apresenta como uma alternativa renovavel, menos poluente

e economicamente viavel.

A mistura de 5% de biodiesel ao o6leo diesel convencional se tornou
obrigatéria a partir de 1° de janeiro no Brasil de 2010. J&4 o parlamento europeu
determinou que a partir de 2010, 5,75% dos combustiveis consumidos deveriam prover
de fontes renovaveis (ICTSD, 2008). Esse movimento busca estimular a produgéo do
biodiesel e substituir gradualmente os combustiveis fésseis. Contudo, o custo de
producdo do biodiesel ainda se encontra proximo ao pre¢o de mercado (YAZDANI e
GONZALEZ, 2007) e suscetivel a flutuagdes no custo das matérias-primas, na maioria
commodities de origem vegetal (ICTSD, 2008). Um meio de tornar mais atrativa a
exploragao comercial do biodiesel € a utilizagcdo de subprodutos gerados na produgao
do biodiesel, dentre os quais se destaca o glicerol. O glicerol € gerado a taxa de 1 kg a
cada 10 kg de biodiesel produzidos. Atualmente o glicerol possui aplicagdes na area
médica e cosmética, porém essa demanda nao ¢é suficiente para absorver o excedente
de glicerol que sera gerado na produgdo de biodiesel. Com a perspectiva de
crescimento da producéo de biodiesel o escoamento do glicerol se tornou um desafio
econdmico e ambiental. Estima-se que com o incremento do volume de biodiesel, o
glicerol co-produzido aumentara de 83 para 330 milhdes L/ano até o ano 2010 (MME,
2007). Isso favorece os processos que se utilizam do glicerol como matéria-prima, ja

que o excedente mantera seu pregco de mercado a niveis muito baixos. Estimativas
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apontam que o preco do glicerol na forma bruta se estabilizara em torno de US$ 0,05/
Ib (CHI et al., 2007).

Uma alternativa para o consumo do glicerol é o seu uso na biotecnologia
como substrato para a sintese de produtos de alto valor agregado (RIVALDI et al.,
2007).

Muitos estudos foram encontrados a respeito da produgcdo de 1,3-
propanodiol através de glicerol residuo do biodiesel. Utilizado na sintese de poliésters,
o 1,3-propanodiol permite a obtencdo de polimeros com melhores caracteristicas
mecanicas em comparacdo com PET e PTFE (BARBIRATO et al, 1998). A sua
producao por fermentacao utilizando diversas linhagens tem sido alcangcada com boa
produtividade (VILLEGAS, (2007); CHENG et al.,(2004); PAPANIKOLAU et al., 2004;
HIMMI et al., (1999); MENZEL et al., 1997).

Acidos organicos como &cido citrico também tem sido produzidos por
fermentacao do glicerol bruto do biodiesel. IMANDI et al. (2007)alcangou até 77,4 g/L
utilizando planejamentos experimentais Doehlert para a otimizagdo do processo. CHI et
al (2007) produziram acido docosahexandico (DHA) por fermentacdo de microalgas
utilizando glicerol bruto resultante da produgédo de biodiesel. Os autores alcangaram

valores de concentragao de até 4,91 g/L com 22,1 g/L de biomassa.

A producéao de acido kojico a partir da fermentacao de glicerol como fonte de
carbono foi detectada por TRAETTA-MOSCA & PRETI em 1921, citado por
BIRKINSHAW et al. (1931). Ndo foram encontrados trabalhos que abordassem a

otimizagao da producgao de acido kéjico utilizando glicerol como fonte de carbono.

Diversas patentes tem sido depositadas no campo da fermentagao a partir
do glicerol. Aminoacidos podem ser produzidos utilizando como principal substrato o
glicerol na forma de subproduto da produgao de biodiesel. O glicerol pode ser utilizado
como unica fonte de carbono ou em conjunto com outros substratos (US2010129884 e
US2009325243). A producao de 1,3-propanodiol por fermentagao utilizando o glicerol
residuo do biodiesel ja foi documentada. Utilizado na sintese de poliésters, o 1,3-
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propanodiol permite a obtencao de polimeros com melhores caracteristicas mecanicas
em comparacgao com PET e PTFE. A sua producao por fermentacéao utilizando diversas
linhagens tem sido alcangada com boa produtividade e descrita em grande numero de
patentes (LIU et al, 2010; LIU, SOONG, ZHU, 2009; ZHILONG et al, 2010).

3.5 Metabolismo do glicerol por Aspergillus

. A conversao bioquimica do glicerol por Aspergillus inicia provavelmente na
fosforilagdo do glicerol pela enzima glicerol-quinase a glicerol-3-fosfato, que é reduzido
dihidroxiacetona fosfato pela enzima glicerol fosfo-ubiquinona oxidoreductase. A
molécula dihidroxiacetona fosfato € uma intermediaria da rota da gliconeogénese, onde
por acdo das enzimas frutose 1,6-bifosfatase e glicose 6-fosfatase ela pode ser
convertida a glicose (RIVALDI et al., 2007).

A sintese do acido kdjico utilizando o glicerol como unica fonte de carbono pode
ser explicada através da conversao de moléculas de glicerol em glicose ou entédo outro
intermediario contendo 6 carbonos, que € entdo convertida em acido kgjico. Ainda nao

é clara a rota de conversao dos substratos em acido kdjico.

3.6 Analise do acido kéjico

Desde sua descoberta por SAITO et al. (1907) é conhecida a reagao do
acido kojico com cloreto férrico (FeCls). Devido a sua capacidade quelante de metais, a
reacao com o cloreto produz coloragao roxo-avermelhada, observavel até em diluicdes
de até 1:200.000 (BARHAM e SMITS, 1934). A partir dessa reagdo, BENTLEY (1957)
desenvolveu a metodologia de analise colorimétrica que consistia no tratamento da
amostra de meio fermentado através da adi¢cdo de 4 mL de solucdo de FeCl; 1% e
posterior medicdo em colorimetro equipado com filtro de 540 mu. A absor¢do maxima

do complexo foi medida a 500 my. O branco para comparacao foi preparado com uma
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aliquota de meio nao-inoculado adicionado de 4 mL de FeCl; 1%. A calibragéo foi
realizada com aliquotas de acido kdjico padrao em diferentes concentracdes. Segundo
o autor o método nao é especifico para o acido kojico, porém o risco de falsos positivos
€ baixo, visto que raramente foram encontrados metabdlitos de Aspergillus que

apresentavam o mesmo comportamento em contato com o cloreto férrico.

A aplicacdo de cromatografia gasosa para analise de acido kdjico
produzido por Aspergillus flavus foi estudada por OWENS et al (1970), conseguindo
resultados iguais ou melhores comparados aos métodos utilizados para determinagao
de micotoxinas. Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso Varian-Aerograph modelo 2100
equipado com um detector de ionizagdo de chama. Foram avaliadas trés combinacdes
de colunas e fase liquidas: 1) coluna de cobre de 6 ft x 4 mm (didmetro interno)
empacotada com SE-30 3% em Varipak, 100-120 mesh; 2) coluna de vidro de 2 ft x 4
mm com Gas ChromQ, 100-120 mesh como suporte e OV-17 3% como fase
estacionaria e 3) coluna de vidro de 2 ft x 4 mm com Gas ChromQ, 100-120 mesh
como suporte e OV-101 como fase estacionaria. As temperaturas do detector e injetor
foram mantidas em 200 °C e a temperatura do forno foi mantida em 150 °C. Segundo
os autores, 0 método mostrou-se bem sucedido em separar o acido kdjico do extrato
cru do fungo e pode ser utilizado para determinagdo de acido kojico em valores

proximos a 0,1 pg.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Os fungos estudados no presente trabalho foram cedidos pelo Agricultural
Research Service — ARS —Culture Collection, conhecido como NRRL. As linhagens
escolhidas apresentavam registros de producgédo de acido kojico no histérico fornecido

pela ARS-NRRL. As linhagens fornecidas foram:
- Aspergillus flavus NRRL 626
- Aspergillus flavus var. oryzae NRRL 484

- Penicillium lanosum/kojigenum NRRL 3442

4.2 Meios de cultura e reagentes

- A agua de maceragdo de milho utilizada no presente trabalho foi

gentilmente cedida pela Corn Products Brasil.

- O glicerol bruto de biodiesel foi gentilmente cedido pela SPBIO — Industria
e Comércio de Biodiesel. Segundo o fornecedor, a amostra continha cerca de 44 % de
biodiesel, sendo o restante composto de sabdo, acidos graxos, metanol e outras

substancias em menores concentragdes
- Meio de cultura PDA e extrato de levedura Oxoid.
- Glicose Chemco.
- Glicerol p.a. Ecibra.

- Padréo de acido kojico Sigma.
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4.3 Meio de manutencao

As culturas foram mantidas em tubos de ensaio contendo 5 mL do meio PDA

(Potato Dextrose Agar) previamente esterilizados a 121°C por 15 min.

4.4 Preparo do Inéculo

Garrafas de Roux contendo meio PDA estéril foram inoculadas com esporos da
cultura em manutencéo e incubados a 30°C por 5 a 7 dias. Apds esse periodo esporos
foram coletados das garrafas através da adicdo de agua estéril com Tween 80 a 0,1%

e raspagem dos esporos da superficie do meio.

A contagem de esporos da suspensédo foi medida e padronizada por contagem
direta em camara de Neubauer. A suspensdo padronizada a 10’ esporos/mL foi

adicionada ao meio de cultura no valor de 10% do volume total.

4.5 Ensaios preliminares: Curvas de consumo de substrato, producao de acido

kdjico e biomassa e selecao do fungo melhor produtor.

Foram feitos ensaios para o estudo inicial do metabolismo dos

microrganismos e selegdo do melhor produtor.

Foi utilizado para o estudo o meio base descrito na Tabela 4.1
(ROSFARIZAN e ARIFF, 2000).
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Tabela 4.1 Meio base para produgao de acido kdjico

Componentes Concentracao
Glicose (g/L) 100
Extrato de Levedura (g/L) 5)
MgSO4 (g/L) 1
KH2PO4 (g/L) 2
pH 4

O meio de cultura foi fermentado a 30 °C com agitacédo de 150 rpm por 10
dias. As analises de concentracdo de substrato, acido kdjico e biomassa foram

realizadas a cada 48 horas.

4.6 Ensaios preliminares: Estudo dos substratos

Para o estudo de substratos alternativos aos tradicionalmente utilizados em
literatura foram realizados testes prévios de viabilidade. Estes testes visavam realizar
analise preliminar da performance de cada substrato sugerido em relagdo a produgéo

de acido kgjico.

Como fontes de carbono alternativas a glicose foram selecionados sacarose,
melago de cana-de-agucar e glicerol. Como fonte de nitrogénio alternativa ao extrato de

levedura foi selecionado agua de maceragao de milho.

Para os testes das fontes de carbono Glicose, Sacarose, Melagco de cana-de-

acucar e glicerol foi utilizado o meio base descrito na Tabela 4.2 abaixo:
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Tabela 4.2 Meio base para teste de fontes de carbono

Componentes Concentracao
Fonte de Carbono (g/L) 100
Extrato de Levedura (g/L) 5
MgSQOq4 (g/L) 1
KH2PO4 (g/L) 2
pH 4

Para os testes com agua de maceragao de milho foi utilizado meio base com

composicao descrita na Tabela 4.3:

Tabela 4.3 Meio Base para teste de fonte de agua de maceracéo de milho

Componentes Concentracao
Glicose (g/L) 100
Agua de maceragdo de milho 5
MgSO4 (g/L) 1
KH2PO4 (g/L) 2
pH 4

4.7 Planejamento Experimental Plackett Burmann de 12 ensaios - Glicose

O primeiro planejamento experimental abordou seis variaveis
relacionadas a composi¢cédo do meio de cultura: Glicose, agua de maceragéo de milho,
extrato de levedura, sais MgSO,4 e KH,PO4 e pH. A utilizagdo de extrato de levedura e
agua de maceragdo de milho visou encontrar um ponto 6timo de utilizagdo das duas
fontes de nitrogénio. Dessa forma seria possivel identificar efeitos sinergisticos que nao

ficariam evidentes caso as duas fontes ndo fossem utilizadas simultaneamente.
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A matriz do planejamento experimental Plackett-Burmann de 12 ensaios

mostrada na Tabela 4.4 foi criada utilizando o software Statistica 7.0.

Tabela 4.4 Matriz codificada do planejamento PB-12 com glicose

Ensaios Glicose ExtLev AMM MgSO, KH,PO, pH

1 1 -1 1 -1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1
5 1 1 -1 1 1 -1
6 1 1 1 -1 1 1
7 -1 1 1 1 -1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13C 0 0 0 0 0 0
14 C 0 0 0 0 0 0
15C 0 0 0 0 0 0
16 C 0 0 0 0 0 0

As faixas de estudo das variaveis estudadas no planejamento experimental

estao descritas na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 Tabela de niveis das variaveis utilizadas no planejamento

.Variaveis -1 0 1
Glicose (g/L) 50 100 150
Ext Lev (g/L) 0 3 6

AMM (g/L) 5 10 15

pH 3 4 5

MgSO; (g/L) 0 0,5 1

KH,PO, (g/L) 0 1 2

4.8 Planejamento Experimental Fracionado 2*' - Glicose

A matriz do planejamento fracionado 2+ (Tabela 4.6) foi criada utilizando
o software Statistica 7.0. Foram escolhidas as variaveis glicose, agua de maceragao de
milho, KH,PO,4 e pH.

Tabela 4.6 Matriz codificada do planejamento fracionado 2*" Glicose

Ensaios Glicose AMM KH,PO,; pH

1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
9C 0 0 0 0
10C 0 0 0 0
11C 0 0 0 0
12C 0 0 0 0

43



Os niveis das variaveis para o planejamento experimental foram definidos de
acordo com os resultados obtidos no planejamento experimental Plackett-Burmann de

12 ensaios e estdo descritos na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 Tabela de niveis das variaveis utilizadas no planejamento

Variaveis -1 0 1
Glicose (g/L) 100 150 200
AMM (g/L) 2 6 10
KH,PO4 (g/L) 1 2 3

pH 4 5 6

4.9 Curva de concentracdo de Agua de Maceracédo de Milho

Baseado nos resultados obtidos no planejamento fracionado foram fixados

os valores de concentracao de glicose, KH,PO4 e pH.

A concentracédo de agua de maceragao de milho foi avaliada na faixa de 2 a

6 g/L. O meio base utilizado para os ensaios esta descrito na Tabela 4.8 abaixo.

Tabela 4.8 Meio de cultura base para teste de concentragdo de agua de maceragao de

milho
Componente Concentracao
Glicose (g/L) 150
KH,PO, (g/L) 2
pH 5
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4.10 Planejamento Plackett Burmann de 12 ensaios - Glicerol

Para a avaliagado dos efeitos de 5 variaveis em meio de cultura contendo
glicerol como fonte de carbono foi utilizado planejamento experimental do tipo Plackett-

Burmann de 12 variaveis.

A matriz do planejamento Plackett-Burmann de 12 ensaios foi criada utlizando o
software Statistica 7.0. Foram escolhidas as variaveis concentragdo de glicerol, de
agua de maceragéao de milho, de sais KH,PO4 e MgSO;4 e pH.

Os resultados obtidos com os ensaios utilizando glicose como fonte de carbono
serviram de base para a determinacao das faixas de estudo das variaveis. A matriz do

planejamento Plackett Burmann de 12 ensaios encontra-se na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 Matriz codificada do planejamento PB-12 Glicerol

Ensaios Glicerol AMM MgSO; KH,PO; pH

—
—_
1
—_
—_
1
—_
1
—_

2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13C 0 0 0 0 0
14 C 0 0 0 0 0
15C 0 0 0 0 0
16 C 0 0 0 0 0
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Os niveis das variaveis do planejamento experimental Plackett-Burmann
de 12 ensaios utilizando glicerol foram definidas levando-se em conta os resultados
obtidos com os estudos prévios com glicose como fonte de carbono. Ou seja,
utilizando as faixas 6timas de producao para a glicose como estimativa inicial para os
estudos utilizando glicerol. As faixas de estudo das variaveis encontram-se na Tab.
4.10

Tabela 4.10 Tabela de niveis das variaveis para o planejamento PB-12 Glicerol

Variaveis -1 0 1
Glicerol (g/L) 100 150 200
AMM (g/L) 2 4 6
MgSO, (g/L) 0 0,5 1
KH,PO, (g/L) 0 1 2

pH 4 5 6

4.11 Delineamento Central Composicional Rotacional (DCCR) de 3 variaveis

Para analise de superficies de resposta e obtencdo de um modelo que
descrevesse a performance da producédo de acido kdjico em relagdo a concentragcao
das variaveis foi utilizado planejamento do tipo DCCR de 3 variaveis com 4 pontos
centrais e 6 pontos axiais. Foram analisadas as variaveis concentragdo de glicerol,
concentragdo de agua de maceragcdo de milho e pH inicial. A matriz dos ensaios do

planejamento encontra-se na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11 Matriz codificada do planejamento DCCR de 3 variaveis
Ensaios Glicerol AMM pH

1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15C 0 0 0
16 C 0 0 0
17 C 0 0 0
18 C 0 0 0

As faixas de estudo das variaveis foram definidas apods anadlise dos

experimentos anteriores e encontram-se na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 Tabela de niveis das variaveis para o planejamento DCCR de 3 variaveis

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
Glicerol (g/L) 80 108 150 192 220
AMM (g/L) 1 2,2 4 5,8 7

pH 3 3,8 5 6,2 7
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4.12 Validacao do meio de cultura otimizado

Para a validagéo do resultado do planejamento DCCR de 3 variaveis testou-
se a composicao indicada quanto a produgao de acido kdjico para cinco replicatas. A

composi¢ao do meio utilizada segue na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 Composicao do meio de cultura para validacao

Componente Concentracao

Glicerol (g/L) 220
AMM (g/L) 7
KH,PO4 (g/L) 1
MgSO;4 (g/L) 1
pH 5,0

4.13 Curva de concentracao de acido kéjico, glicerol e biomassa do meio

otimizado

Para estudar os perfis de crescimento celular e consumo de substrato em
relagdo a producdo de acido kojico, foi feito um estudo de amostragem ao longo do
tempo de fermentacdo em frascos Erlenmeyer. Devido ao carater filamentoso do
microrganismo estudado, nao foi possivel a retirada de amostras homogéneas para a
quantificacdo de biomassa de um unico frasco. Para contornar essa dificuldade foram
preparados frascos Erlenmeyers para cada tempo de fermentagdo. Para cada intervalo
de tempo foi retirado um frasco inteiro, a partir do qual foram quantificados a
concentracdo de acido kojico, concentracdo de glicerol e de biomassa. O meio de
cultura utilizado para esse estudo foi 0 meio previamente otimizado descrito na Tabela
4.15.
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4.14 Ensaios com glicerol bruto do biodiesel

4.14.1 Glicerol Bruto

Para ser adicionado ao meio de cultura, o glicerol bruto foi neutralizado a

pH=7,0 através da adi¢cédo de acido cloridrico.

Para os ensaios de fermentacgao foi utilizado o meio de cultura base descrito
na Tabela 4.14. A essa formulagéo foram adicionados 100, 150 e 250 g/L de glicerol de

biodiesel:

Tabela 4.14. Meio base para testes com glicerol bruto

Componente Concentracao

AMM (g/L) 7
KH2PO4 (g/L) 1
MgSO; (g/L) 1

pH 5,0

4.14.2 Glicerol parcialmente purificado (Glicerina Loira)

Para diminuir a concentracdo de impurezas e aumentar a concentragcéo do
glicerol foi feita purificacdo parcial por precipitagao conforme descrito por RIVALDI et al
(2007). O glicerol foi acidificado com a adigao de acido cloridrico até pH entre 1 e 2. Em
seguida o glicerol foi homogeneizado por agitagdo e deixado a decantar em funil de
separagao. A fase inferior contendo o glicerol foi removida e neutralizada com a adigéo
de NaOH e a fase superior contendo sabdes e acidos graxos foi descartada. Os

ensaios foram realizados de maneira analoga ao realizado com o glicerol bruto.
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4.15 Processo em fermentador de bancada

O processo de batelada simples em fermentador de bancada de 5 litros
utilizando o glicerol como unica fonte de carbono foi avaliado. O processo foi conduzido
com agitagao por turbina de 150 rpm e aeragdo de 1,0 vvm. Duas composi¢cdes de

meio de cultura foram testadas, conforme Tabelas 4.15 e 4.16:

Tabela 4.15 Composi¢ao do meio de cultura 1 para fermentador de bancada

Componente Concentracao

Glicerol (g/L) 220
AMM (g/L) 7
KH,PO4 (g/L) 1
MgSOs (g/L) 1
pH 5,0

Tabela 4.16 Composigao do meio de cultura 2 para fermentador de bancada

Componente Concentracao

Glicerol (g/L) 150
AMM (g/L) 5
KH2PO,4 (g/L) 1
MgSO;4 (g/L) 1
pH 5,0

Foram retiradas amostras de 10 mL, aproximadamente, a cada 48 horas. As
amostras foram analisadas quanto a concentracdo de acido kojico e concentragao de

glicerol. No foi possivel a determinacdo de biomassa devido ao carater filamentoso do
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fungo, o que impedia a retirada de amostras homogéneas. O processo foi mantido

durante 480 horas.

4.16 Fermentacao em frascos Erlenmeyer

Para todos os ensaios de fermentacdo em frascos Erlenmeyer foram
preparados frascos de 250 mL contendo 100 mL do meio da Tabela 2 previamente
esterilizados a 121°C por 15 min. Os frascos foram inoculados com 10% (v/v) de

inéculo e incubados a 30°C e 150 rpm.

4.17 Recuperacao e purificacao

4.17.1 Concentracao

Para os estudos de cristalizagao e purificagdo do acido kéjico, os extratos
fitrados dos meios de cultura fermentados foram submetidos a concentracdo em
evaporador rotativo. As amostras foram mantidas em banho-maria a 70 °C e

evaporadas sob vacuo por 30 min.

4.17.2 Cristalizacao natural sob refrigeracao

A primeira etapa do processo de cristalizagdo foi realizada através do
resfriamento dos extratos concentrados até, aproximadamente, 5°C e deixados em
repouso em resfriamento por 12 horas. Os cristais formados foram filtrados em papel
de filiro e secos em estufa a vacuo a 50 °C por 24 horas. A massa dos cristais

resultantes foi obtida por pesagem em balanga analitica. A pureza dos cristais foi obtida
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através da analise da concentracdo de acido kdjico pelo método de BENTLEY (1957)

de uma massa conhecida dos cristais brutos.

4.17.3 Cristalizacao com sistema anti solvente

O sistema anti solvente foi composto de etanol-éter de petréleo. O acido
kojico € soluvel em etanol (solvente) e praticamente insoluvel em éter (anti-solvente)
(KRIVANKOVA et al., 1992). Os cristais obtidos da cristalizagdo natural foram diluidos
em etanol 99 % na concentragao de 20 g/L. Para avaliagado do sistema anti-solvente o
éter de petroleo foi adicionado em diferentes proporgdes a solugdo de etanol. As
solugbes foram mantidas sob refrigeracdo a 5°C por 12 horas para consolidagdo da
cristalizagdo. Para a recuperagcao dos cristais formados as solu¢des foram filtradas
ainda resfriadas em papel de filtro e os cristais foram secos em estufa a vacuo a 50 °C
por 24 horas. A massa dos cristais resultantes foi determinada por pesagem em
balanga analitica. A pureza dos cristais foi obtida através da analise da concentragao
de acido kgjico pelo método de BENTLEY (1957) de massa conhecida dos cristais

brutos.

Tabela 4.17 Descri¢cao dos sistemas anti-solvente

Ensaio Solucao Etanol (mL) Eter de Petréleo (mL)

1 20 0

2 20 10
3 20 20
4 20 30
5 20 40
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4.17.4 Descoloracao com carvao ativado

Para o estudo da descoloragdo com carvao ativado, solugdes de cristais
obtidos por cristalizacdo natural foram diluidos em etanol 99 % até a concentragao de
20 g/L. A essas solugdes foi adicionado carvao ativado nas concentragdes de 1, 5e 10
g/l. As solugdes contendo o carvao foram mantidas sob agitacdo de 200 rpom a 40 °C
por 1 h e entdo filtradas em papel de filtro para separagdo do carvao. As solucdes
foram entdo submetidas a cristalizacdo com sistema anti-solvente. Os cristais
resultantes foram secos secos em estufa a vacuo a 50 °C por 24 horas e a massa de
cristais resultantes determinada por pesagem em balanga analitica. A pureza dos
cristais foi obtida através da analise da concentragdo de acido kojico pelo método de
BENTLEY (1957).

4.18 Analise dos resultados

4.18.1 Determinacao de massa celular seca

Amostras de meio fermentado foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 min. O
sobrenadante foi separado e a massa celular decantada foi lavada com agua destilada
e seca em estufa a vacuo a 65°C até estabilizagcdo do seu peso, medido em balanca

analitica.

4.18.2 Determinacao de glicose residual.

Uma aliquota do sobrenadante foi analisada pelo método enzimatico
colorimétrico da glicose oxidase utilizando kit de analise comercial (Biodiagnostica —

Laborclin).
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4.18.3 Determinacao de acido kéjico

A determinac&o de acido kojico foi feita através do método colorimétrico de
BENTLEY (1957).

4.18.4 Determinacao de glicerol residual.

Para a analise do glicerol residual uma aliquota do sobrenadante foi
analisada pelo método enzimatico colorimétrico da glicerol fostato-oxidase utilizando kit
comercial de analise de triacilglicerdis (Laborlab). Deve-se ressaltar que esse método
apresentou grandes desvios durante sua utilizacdo, portanto nao foi utilizado com

frequéncia ao longo do projeto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios preliminares: Selecao dos fungos produtores de acido kdjico e

curvas de consumo de glicose, producao de biomassa e acido kojico.

Os resultados dos testes preliminares de producéo de acido kojico, consumo

de glicose e producéo de biomassa sdo mostrados a seguir nas Figuras de 5.1 a 5.3.
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Figura 5.1 Producao de acido koéjico durante processo fermentativo para as trés
linhagens. T: 30 °C; Agit: 150 RPM
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Figura 5.2 Producdo de biomassa durante processo fermentativo para as trés
linhagens. T: 30 °C; Agit: 150 RPM
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Figura 5.3 Consumo de glicose durante processo fermentativo para os 3 fungos
estudados. T: 30 °C; Agit: 150 RPM

Através das figuras observa-se que a produgao de acido kdjico coincide com o

inicio da fase estacionaria.
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A linhagem A. flavus NRRL 626 apresentou taxas de crescimento celular,
consumo de glicose e producao de acido kojico mais elevadas dentre as trés linhagens
testadas, chegando a concentragcdo maxima de 17,8 g/L de acido kojico e 1,60 g/L de

biomassa. A concentracao de acido kdjico caiu apds 192 horas de fermentacgéao.

Apos 240 horas os trés microrganismos alcangaram valores préoximos de
concentragdo de acido kéjico (16,9 g/L A. oryzae, 16,8 g/L A. flavus, 16,4 g/L P.
kojigenum). Porém, como ja citado, para a linhagem de A. flavus o valor maximo foi

alcancado ap6s 192 h.

A linhagem A. flavus var. oryzae NRRL 484 apresentou taxa de consumo de
glicose proxima a de A. flavus NRRL 626. Porém a producdo de biomassa e acido

kojico foram mais lentas.

A linhagem de P. kojigenum apresentou producao de biomassa e consumo de
glicose mais lentos e a producao de acido kdjico mais tardia ( a partir de 144h) do que
as linhagens de Aspergillus. Porém, uma vez iniciada, a producao de acido kdjico foi
superior entre 144h e 192h de fermentacdo (aproximadamente 8 g/L-dia). A
concentragao de acido kojico, porém, nao apresentou grande variagao no periodo entre
192h e 240h de fermentacado (aproximadamente 0,3 g/L) e estabilizou-se préximo ao

valor alcangado pelas outras duas linhagens testadas.

5.1.1 Selecao do fungo melhor produtor

Das trés linhagens testadas a A. flavus NRRL 626 foi escolhida para o estudo de
otimizagao da producgao do acido kgjico. A linhagem apresentou taxas de produgao de
acido kgjico e biomassa mais elevadas e, além disso, apresentou esporulagéo intensa
quando cultivada em meio PDA semi-sdlido, caracteristica deficiente nas outras duas
linhagens. Essa capacidade de esporulagdo possibilita a produgdo de indculos com

maior densidade de esporos e facilita sua padronizacéao.
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5.2 Ensaios preliminares: Estudo dos Substratos

Os resultados dos estudos preliminares dos substratos sugeridos como
alternativos a glicose (fonte de carbono) e extrato de levedura (fonte de nitrogénio) séo

mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Produgao de acido kojico a partir de substratos alternativos (g acido
kojico/L) por A. flavus NRRL 626. T=30°C; Agit: 150 RPM.

Tempo (dias)

Fontes de C/ Fonte N 8 16 22
Sacarose / Ext Lev 1,65 14,05 11,6
Melago de cana-de-agucar / Ext Lev - - -
Glicerol / Ext Lev 2,81 16,6 18,8
Glicose / AMM 2,3 19,76 20,81

O ensaio contendo melago de cana-de-agucar ndao apresentou producgao de
acido kojico detectavel pelo método de BENTLEY, mesmo sendo observada grande
geracédo de biomassa. Uma hipotese para esse efeito € que a composigéo variada do

melago pode apresentar inibidores metabdlicos da biossintese de acido kéjico.

O uso do glicerol proporcionou produgdo de acido kojico superior a
encontrada quando foi utilizada sacarose. Isso o aponta como um candidato
economicamente atrativo, devido a crescente disponibilidade do glicerol no mercado e

sua consequente desvalorizacao.
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5.3 Planejamento Plackett Burmann de 12 ensaios usando glicose como fonte

de carbono
5.3.1 Producao de acido kojico em glicose:

O primeiro planejamento experimental utilizando glicose foi feito com faixas
estimadas para suas variaveis e, com excegdo de um ensaio, nao apresentou
resultados expressivos de produgdo de acido kéjico, porém forneceu informagdes

importantes para o ajuste das variaveis e direcionamento dos estudos.
Os resultados podem ser visualizados na Tabela 5.2 e Figura 5.4.

Tabela 5.2. Resultados do planejamento PB-12 Glicose (g acido kéjico / L)

Tempo (h)

Ensaios 0 2 4 6 8 10 12 14
1 0 0 0,20 0,22 0,26 0,33 044 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0,09
3 0 0 0 0 0,08 0,173 0,14 0,09
4 0 0,09 0,14 0,24 0,24 129 163 0,22
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0,25 3,18 046 0,72 0,64
7 0 0 0,11 0,26 0,29 0,24 025 0,21
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 237 515 444 297 146 0,04 0,03
10 0 2,60 4,06 11,16 14,24 22,39 24,16 19,95
11 0 0 0,06 0,08 0,20 0,07 0,94 0,19
12 0 2,38 4,44 1,27 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0,15 1,10 0 0,07
14 0 0 0 0 0,15 0,82 0 0,04
15 0 0 0 0 0,03 0,21 0 0
16 0 0 0 0 0,23 0,04 0 0
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As fermentacgdes foram interrompidas a partir de 14 dias devido a queda

na concentragcéo de acido kojico observada a partir de tal ponto.

Para visualizacdo grafica, os dados foram organizados em curvas como

pode ser observado na Figura 5.4.
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Figura 5.4 Curvas de producao de acido kdjico dos ensaios do planejamento PB-12
Glicose por A. flavus NRRL 626. T: 30 °C; Agit: 150 RPM

Observa-se que o ensaio 10 destacou-se dos demais, permitindo alcancar até
19,95 g/L de acido kéjico. Até 96 horas de fermentacdo os ensaios 9 e 12
apresentaram producdo de acido kéjico a taxas semelhantes a apresentada pelo
ensaio 10, que alcangcou a maior concentragao entre todos os ensaios. Porém, para os
dois ensaios observou-se um rapido decréscimo da concentragdao a partir de entao.
Isso pode estar relacionado ao fato do ensaio 10 conter 3 vezes mais glicose (150 g/L)
do que os ensaios 9 e 12 (50 g/L). Apds o esgotamento da fonte de carbono € possivel

que o acido kojico previamente produzido tenha sido consumido pelo organismo como
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fonte de carbono alternativa, o que nao teria ocorrido no ensaio 10 até o 12° dia, pois
continha glicose em maior quantidade. Apesar da glicose ndo ter apresentado efeito
estatisticamente significativo, este fato aponta para a necessidade de mais estudos de
faixas de concentragdo de glicose mais elevadas, de modo a evitar a escassez de

fontes de carbono e impedir que o produto seja utilizado como tal.

5.3.2 Analise estatistica de efeitos

Para o estudo das variaveis foram calculados os valores dos efeitos e os
p-valores correspondentes para avaliar a significancia estatistica dos resultados. Os
valores encontrados se encontram na Tabela 5.3. Para a selecdo de variaveis foi

utilizado o critério de 10 % de significancia (p-valor < 0,1).

Tabela 5.3. Efeitos e p-valores das variaveis do planejamento PB-12 Glicose para A.
flavus NRRL 626.

Tempo 48h 96h 144h 192h 240 288 336

Variaveis Efeit p-val Efeit p-val Efeit p-val Efeit p-val Efeit p-val Efeit p-val Efeit p-val
o o o o o o o

Glicose -034 0368 -089 0228 097 0439 240 0,138 3,76 0,194 440 0,178 4,40 0,178
Ext Lev -1,24 0,008 -2,30 0,009 -279 0,045 -233 0,148 -4,10 0,961 -417 0,200 -4,17 0,200
AMM -1,21 0,009 -221 0,011 -266 0,05 -223 0,964 -3,58 0,215 -3,52 0,272 -3,52 0,272
MgSO, -042 0280 -05 0438 -134 0292 -241 0,136 -340 0,237 -394 0,223 -394 0,223
KH;PO, 042 028 071 0331 230 0,087 325 0,05 375 019 3,77 0243 3,77 0,243
pH 045 0251 081 0,268 249 0,067 347 0043 424 0149 439 0179 439 0,179

Da analise estatistica dos efeitos, verifica-se que a 48, 96 e 144 horas o extrato
de levedura e a agua de maceracao de milho apresentaram efeitos negativos
estatisticamente significativos a 10% de significancia. Segundo KWAK & RHEE (1992)
a producdo de acido kdjico se inicia a partir do esgotamento do nitrogénio no meio,
portanto um excesso de fontes de nitrogénio pode ter impedido ou retardado a sua
produgao. A observagao da planilha de resultados também mostra que o ensaio com a

melhor produgao (10) continha apenas 5 g/L de agua de maceracédo de milho, ou seja,
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a menor concentracdo de fontes de nitrogénio estudada. Isso indicou que para os
préximos experimentos a faixa de concentragdo do nitrogénio deveria ser reduzida de
modo a estimular a biossintese do acido kojico. Além disso, considerando a redugao
da concentragdo de nitrogénio foi mais indicado utilizar somente uma fonte de
nitrogénio. Como a agua de maceragao de milho e o extrato de levedura apresentaram
efeitos semelhantes, a fonte escolhida para os ensaios seguintes foi a agua de

maceracao de milho, por seu custo menor em relagao ao extrato de levedura.

Apos 144 horas e 192h observaram-se efeitos positivos estatisticamente
significativos ao nivel de significancia de 10% para o KH,PO4 e o pH. Pela analise da
matriz de resultados observa-se que os ensaios a pH 3,0 ndo incorreram em boa
producdo de acido kéjico, mostrando que o baixo valor de pH deve ter inibido a sua
producao. O efeito positivo do KH,PO,4 pode indicar que o sal desempenha importante
papel na producao de acido kdjico ou tem efeito positivo sobre o crescimento do fungo.
Para os experimentos seguintes os valores de pH e concentracdo de KH,PO4 foram

avaliados em faixas mais elevadas.

5.4 Planejamento fracionado 2*"' usando glicose como fonte de carbono

5.4.1 Resultados dos ensaios

O planejamento fracionado de 4 variaveis apresentou resultados bastante
elevados de producgéo de acido kdjico (Tabela 5.4), o que indica um correto ajuste das
faixas estudadas para as variaveis em relacdo ao planejamento anterior. Para

visualizagéo grafica os dados estdo também expressos na Figura 5.5.
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Tabela 5.4. Resultados do planejamento fracionado 2*" Glicose (g acido kéjico / L) de
A. flavus NRRL 626
Tempo (horas)

Ensaios 0 48 96 144 192 240 288 336 456
1 0 417 9,58 14,73 19,50 21,08 19,87 2596 28,59
2 0 410 7,59 12,44 14,46 16,87 17,24 21,00 26,71
3 0 0,09 065 1,04 1,31 1,38 163 266 1,55
4 0 0,0 0,27 053 4,05 538 10,15 1848 32,31
5 0 545 10,18 1537 16,79 21,15 22,31 23,74 31,18
6 0 489 928 1507 16,46 1991 21,30 2577 31,86
7 0 0 023 047 0,74 1,11 1,15 1,71 2,17
8 0 006 05 073 097 162 201 288 538
9 0 1,27 190 4,02 7,82 14,20 17,69 2513 37,94
10 0 1,11 1,40 410 969 17,17 19,95 31,89 4541
11 0 1,95 263 598 11,76 19,23 2521 30,88 43,69
12 0 265 6,16 16,00 18,86 28,74 34,26 3516 40,83

Acido Kéjico (g/l)

Dias

Figura 5.5 Curvas dos ensaios do planejamento fracionado 2*" Glicose de A. flavus
NRRL 626 . T: 30 °C; Agit: 150 RPM
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Apos a analise dos resultados do 1° planejamento experimental e as
adequagdes das faixas de cada variavel, o planejamento fatorial fracionado de 4
variaveis apresentou resultados muito mais expressivos com ensaios alcangando até

45 g/L de acido kéjico apdos 19 dias de fermentacéo.

Como pode ser observado na Tabela 5.5 os valores de biomassa foram
proporcionais a concentragdo de agua de maceracgao de milho utilizada na composi¢ao

do meio.

Tabela 5.5 Valores de biomassa seca de A. flavus NRRL 626 do planejamento
fracionado 2*" Glicose

Ensaio AMM (g/L) Massa Seca

1 2 0,5215
2 2 0,5537
3 6 1,6191
4 6 2,3202
5 2 0,9315
6 2 0,8662
7 6 1,3454
8 6 2,2208
9 4 1,2974
10 4 1,27430
11 4 1,28900
12 4 1,26120

5.4.2 Analise Estatistica

A andlise dos efeitos foi realizada para os resultados dos tempos de
fermentacao de 48h a 336h. A analise de efeitos do tempo de fermentacdo de 456h
nao indicou nenhuma variavel como estatisticamente significativa ao nivel de
significancia de 10%. O longo tempo de fermentagdo pode ter reduzido as diferengas

entre os ensaios, ja que a medida que os ensaios que apresentaram taxas de produgéo
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mais elevadas se estabilizavam, os que apresentaram produgdo mais lenta alcangavam

valores de concentragcao mais altos, conforme pode ser observado na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Efeitos e p-valores das variaveis estudadas no planejamento fracionado

Glicose
Tempo 48h 96h 144h 192h 240 288 336
Variaveis Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val
Glicose -0,14 0,773 -0,73 0,620 -0,71 0,628 -0,60 0,647 -0,24 0,939 1,43 0,836 3,52 0,625
AMM -4,59 0,000 873 0000 -13,71 0,000 -1503 0,000 -17,38 0,001 -1645 0,043 -17,69 0,041
KH,PO4 0,48 0,343 0,54 0,715 0,73 0,622 -1,09 0,415 -0,23 0,942 -0,53 0,939 -3,50 0,626
pH 0,14 0,782 0,10 0,948 0,31 0,833 -1,80 0,199 -1,61 0,605 2,32

0,738

-5,41

0,458

Para as faixas estudadas em todos os tempos de fermentacdo avaliados,
somente a concentragcdo de agua de maceragdo de milho foi estatisticamente
significativa ao nivel de significancia de 10%. O efeito negativo observado demonstra
que menores concentragdes de agua de maceragado de milho sdo mais adequadas a
producdo de acido kojico. Porém, o que se observou é que os pontos centrais (9, 10,
11 e 12 com concentragéo de 6 g/L de AMM) apresentaram produc¢ao final maior do
que os ensaios 1, 2, 5 e 6, que continham 2 g/L, ainda que menos acelerada. Ou seja,
0S ensaios com menor concentracdo de agua de maceragdo de milho produziram o

acido kéjico mais rapidamente, mas nao atingiram a concentracéo final alcangada pelos
pontos centrais (em torno de 40 g/L).

A concentracao final de acido kéjico esta relacionada com a quantidade de
biomassa, que foi proporcional a concentracdo da fonte de nitrogénio. Porém, a partir
de certa concentragdo o excesso de nitrogénio é prejudicial a produgéo de acido kajico,

pois, como ja citado anteriormente, essa biossintese esta relacionada ao esgotamento
do nitrogénio no meio.

Para os proximos ensaios concluiu-se que testes deveriam ser feitos entre 2
e 6 g/L de agua de maceragédo de milho de modo a determinar um ponto de equilibrio

da concentracdo da fonte de nitrogénio que fosse esgotada em curto intervalo de
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tempo, para nao retardar a produgao de acido kgjico e que possibilitasse a producao de

biomassa suficiente para gerar altas concentragbes de acido kojico ao final da

fermentacao.

5.5

Curvas de concentracao de agua de maceracao de milho

Os resultados dos ensaios com a variagdo da concentragdo da agua de

maceragdo de milho alcangaram valores de até 48 g/L de acido kojico com
produtividade de até 0,117 g L' h™ a 10 dias de fermentacdo e 0,091 g L™ h™" a 22 dias

de fermentacgao. A variagdo dos dados indica que a faixa estudada contém um ponto de

maxima produgao, como pode ser observado na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 Resultados dos ensaios do teste de concentracédo de AMM (g acido

kgjicollL)
Tempo de fermentacéo (dias)
[TAMM (g/L) 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

2 0 0,35 841 1297 16,58 19,03 21,96 23,88 24,97 2527 27,74 28,35
3 0 1,79 9,67 1477 20,72 26,11 28,14 31,22 33,45 36,01 38,78 39,93
4 0 1,52 11,51 17,09 23,57 28,26 33,09 37,98 41,92 4531 46,37 48,14
5 0 0,67 10,22 13,33 21,40 27,39 3251 36,85 41,37 43,92 4503 4540
6 0 0,14 0,83 1,72 7,63 1954 2419 3242 37,04 3711 3760 3647

A fermentacao foi mantida até 22 dias, pois a partir de entdo a concentragao

de acido kéjico comegou a decair. Os perfis de produgdo podem ser visualizados na

Figura 5.6.

66



—p— ) g;’L
=—3g/L
. 74

i 5 /|

Acido Kéjico (g/L)

i 5 g L

0] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tempo (dias)

Figura 5.6 Curvas dos ensaios do teste de concentragdes de AMM por A. flavus NRRL
626. T: 30 °C; Agit: 150 RPM

Para se realizar o ajuste de um modelo que relacione a producéo e a

concentragdo de agua de maceracao de milho foi necessario escolher um tempo de

fermentacdo adequado. O critério foi a produtividade média calculada como a média da

produtividade total (g acido koéjico / L / dia) de todos os ensaios. Os dados podem ser

visualizados na Figura 5.7.
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Figura 5.7 Produtividades em acido kojico a partir dos ensaios do teste de
concentracdes de AMM

Observa-se através da Tabela 5.7 e Figuras 5.6 e 5.7 que tanto a produgao
total quanto a produtividade ao longo de quase todo o tempo de fermentagéo do ensaio
contendo 4 g/L de concentragdo de agua de maceragao de milho foi superior. Observa-
se que a producgao do ensaio contendo 6 g/L foi tardia em relagdo aos outros ensaios

ocorrendo aumento de produtividade dos dias 6 a 10.

A produtividade média total foi calculada como a média da produtividade dos
6 ensaios. Sob esse critério o tempo de fermentacdo de 10 dias foi escolhido para a

criagdo do modelo.
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5.5.1 Analise Estatistica

Para avaliagdo da melhor condicdo para a producédo de acido kojico foi
ajustada uma equagdo de 2° grau para relacionar a concentracdo de agua de
maceragao de milho e a produtividade média. Os dados utilizados seguem na Tabela
5.8.

Tabela 5.8 Dados de produtividade média do 10° dia de fermentagcao

AMM (g/L) Produtividade média (g L™ dia™)

2,0 1,903
3,0 2,611
4,0 2,826
5,0 2,739
6,0 1,954

O ajuste da curva experimental foi obtido com o software Statistica 7.0 e
pode ser visualizado na Figura 5.8.
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Figura 5.8 Ajuste polinomial para os dados de produtividade
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A equacao definida pelo ajuste dos dados foi:

Produtivideds = —0,2348% €% + 19015x ¢ — 0,9724

Vale ressaltar que esta equacao € somente valida para as faixas estudadas

das variaveis.

A validade da equacdo pdde ser verificada pelo valor do coeficiente de

determinacdo R? e pelo teste de significancia do modelo.

R? =0,9885

Tabela 5.9 Teste de significAncia do modelo

Fonte de variagao SQ GL QM F p-valor
Regresséao 0,777286 2 0,388643 85,61631 0,011545
Residuo 0,009079 2 0,004539

O teste de significancia mostra que o modelo criado é valido a nivel de

significancia de 5% (p-valor < 0,05).

Derivando a equagao e igualando-se a 0 para encontrar o ponto de maxima
produtividade chegou-se ao resultado de 4,05 g/L de agua de maceragao de milho,
com valor predito de 2,88 g L dia™ de produtividade maxima ou 0,12 g L™ h™'. Esse
resultado & coerente com valores maximos encontrados em literatura tais como 0,125 g
L™ h™" para Aspergillus flavus utilizando glicose e extrato de levedura (ROSFARIZAN e
ARIFF, 2000), 0,143 g L™ h™ para Aspergillus parasiticus utilizando glicose e extrato de

levedura.
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5.6 Planejamento Experimental Plackett Burmann 12 variaveis com Glicerol

Os dados relativos ao planejamento experimental utilizando o glicerol como fonte

de carbono seguem abaixo na Tabela 5.10 e Figura 5.9.

Tabela 5.10 Resultados dos ensaios do planejamento PB12 Glicerol

Tempo fermentacgéao (dias)

Ensaio O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
1 0 1,886 4,211 8,399 12,211 16,287 19,810 22,194 25,387 27,148
2 0 0 0,252 0,576 1,570 3,052 4,872 8,583 13,792 17,755
3 0 0 2,254 5,261 9,732 10,967 11,628 11,738 12,362 12,362
4 0 2,434 5525 10,013 12,624 15,187 18,159 18,966 19,773 18,599
5 0 0 0 0,080 2,333 0,249 0,392 0,631 1,086 2,007
6 0 0 0,030 0,994 1,255 2,036 2487 2,601 2975 3,456
7 0 0,068 0,203 0,638 1,544 2,678 4,201 6,454 10,857 14,013
8 0 3,122 6,314 10,490 13,526 15,554 16,801 17,241 18,892 19,626
9 0 2,663 4,774 8,399 10,333 12,252 13,609 14,563 16,287 15,370
10 0 1,615 3,347 7,408 10,371 12,949 15,554 17,205 19,406 22,158
11 0 0,079 0,166 0,462 0,729 1,188 2,128 3,118 4,667 6,895
12 0 2,220 4,887 8,766 11,047 12,802 14,380 14,453 16,141 16,801
13 0 1,424 3,497 8,179 13,375 17,975 21,607 23,259 25,387 26,854
14 0 0,932 1,507 4,326 8,080 12,912 17,461 19,956 24,653 26,854
15 0 1,311 2145 4,950 8,230 13,205 17,058 21,387 24,396 27,294
16 0 1,507 3,798 7,885 11,159 16,177 20,690 24,139 26,597 28,982

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que o A. flavus NRRL 626
conseguiu utilizar o glicerol como unica fonte de carbono para o metabolismo basal e

para a produgao de acido kdjico de forma semelhante ao observado com a glicose.
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Figura 5.9 Curvas dos ensaios do planejamento PB12-Glicerol por A. flavus NRRL 626.
T: 30 °C; Agit: 150 RPM

De forma analoga ao observado para os ensaios com glicose, o aumento da
concentragdo de agua de maceragao de milho retardou o inicio da produgao do acido
kojico. A maior producgéao final apds 18 dias foi observada no ponto central 16. Os
pontos centrais apresentaram média de 27,5 g/L ao final de 18 dias de fermentagao,
resultado superior ao apresentado por todos os outros ensaios. A menor concentragao

final de acido kdjico foi observada no ensaio 5 com 2,0 g/L.
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5.6.1 Analise estatistica

Tabela 5.11 Efeitos e p-valores do planejamento PB-12 Glicerol

Tempo (d) 2 4 6 8 10 12 14
Variavel  Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val
Glicerol -0,40 0,02 -0,87 0,11 0,22 0,88 -1,09 0,53 -0,95 0,71 -0,25 0,94 0,44 0,91
AMM -2,37 0,00 -4,36 0,00 -6,26 0,00 -8,82 0,00 -10,81 0,00 -12,10 0,00 -11,92 0,01
MgSO4 0,16 0,33 0,85 0,12 3,00 0,06 2,42 0,18 3,37 0,20 3,69 0,28 3,44 0,39
KH2PO4 0,41 0,02 0,36 0,49 1,13 0,44 -0,57 0,74 -1,21 0,64 -1,33 0,69 -0,81 0,84
pH 0,09 0,58 0,25 0,64 1,94 0,20 1,30 0,46 0,47 0,85 -0,51 0,88 -1,63 0,68

Da analise de efeitos apresentada na Tabela 5.11 verifica-se que a unica

variavel estatisticamente significativa a nivel de significancia de 10% foi a agua de

maceragdo de milho com efeito fortemente negativo. Os sais MgSO, e KH;PO4

apresentaram efeitos significativos a 48 e 144 horas. A exemplo do observado para a

fermentacao utilizando glicose como fonte de carbono, o KH,PO,4 pode ter efeito direto

sobre a producgao de acido kagjico ou indireto, favorecendo o desenvolvimento celular do

fungo. Ja o efeito positivo do MgSO,4 néo foi observado para a fermentagao utilizando

glicose e pode estar relacionado com alguma via metabdlica especifica para o

aproveitamento do glicerol pelo microrganismo. Porém, a adicdo desses sais nao

parece ser essencial para o crescimento do organismo e a produg¢ao de acido kéjico,

pois ensaios sem adi¢ao de sal, como o ensaio 10, também alcangcaram concentracoes

elevadas de acido kéjico.
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5.7 Delineamento composto central rotacional de 3 variaveis

ApoOs os resultados do planejamento Plackett Burmann para o glicerol
procedeu-se um planejamento do tipo DCCR para 3 variaveis. A agua de maceragao
de milho foi escolhida devido ao forte efeito observado sobre a producido de acido
kdjico durante os ensaios anteriores. A variavel glicerol foi escolhida apesar de nao ter
apresentado efeito estatistico significativo na etapa anterior pois € o substrato principal
para a sintese do acido koéjico. O fato de n&o ter apresentado efeito estatisticamente
significativo pode estar relacionado com as faixas de concentragdo estudadas. Assim,
para o planejamento DCCR, as faixas de estudo foram alargadas (80 a 220 g/L) para
possibilitar a observacdo do comportamento em condicbes extremas, desde a
escassez até o excesso da fonte de carbono. O pH também foi selecionado para
planejamento DCCR, pois a variagao das concentragbes dos substratos podem afetar
significativamente o pH do meio e a absorgao dos nutrientes. Os sais KH,PO4 e MgSO4
apresentaram efeitos significativos durante os primeiros dias de fermentagdo para o
planejamento PB 12. Porém, a auséncia desses sais ndo impediu a produgéo de altas
concentragdes de acido kéjico em alguns dos ensaios, 0 que indica um papel relevante
mas nao limitante na producgao de acido kojico. Para o planejamento DCCR esses sais
foram adicionados na concentragdo de 1 g/L a todos os ensaios e nao foram

selecionados como variavel de estudo.

Os resultados dos ensaios do DCCR podem ser visualizados na Tabela
5.12.
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Tabela 5.12 Matriz de resultados do planejamento DCCR 3 com glicerol como fonte de carbono

Ens 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1 0 1,263 3,420 4976 5475 5490 6,370 6,528 6,939 7,434 7,408
2 0 0,569 2,442 4,034 5,090 7177 8979 11,397 12,784 14,981 17,351
3 0 4,685 10,729 13,147 14,629 16,408 18,441 19,028 20,837 21,582 22,400
4 0 3,218 7,268 11,015 15,282 19,021 22,114 25170 27,019 27,801 29,444
5 0 0,463 1,429 2,218 2980 2,954 3,685 4576 5343 5,768 6,678
6 0 0,378 1,748 3,026 4,396 5,038 6,484 8,106 9,037 10,681 12,497
7 0 4,129 9,074 11,510 12,945 13,227 14,207 15,025 16,027 16,342 16,937
8 0 2,343 5970 10,149 13,734 15,880 16,284 20,184 21,751 22,627 25,210
9 0 3,020 4,539 5713 6,803 7,588 8,219 8,861 9,206 9,628 10,281
10 0 1,119 3,141 5750 8,667 10,821 13,848 15484 17,476 19,501 21,688
11 0 0,000 0,000 0,059 0,33 0213 0,310 0457 05554 0,692 0,854
12 0 4,381 10,773 14,695 17,861 20,188 20,980 23,273 22,969 24,697 25,794
13 0 1,787 1,593 3,465 4,319 5567 6,887 8,624 10,046 12,292 13,969
14 0 1,756 3,314 5526 7,529 9,261 11,132 12,938 14,974 17,729 19,168
15 0 3,463 6,730 8,913 11,261 12,046 13,319 14,512 15,535 16,486 18,419
16 0 3,091 6,722 9,188 10,681 11,661 12,835 13,609 15,124 159039 17,117
17 0 3,150 6,766 9,103 11,5614 12,750 13,814 15,154 16,284 17,450 19,388
18 0 3,143 6,770 9,353 11,782 13,099 14,750 15,638 17,267 18,727 20,360

Da Figura 5.10 abaixo observa-se que o ensaio 4 atingiu a maior

concentracdo de acido kojico apos 20 dias de fermentagdo. Porém, o ensaio 12

apresentou taxa de producdo maior até o 10° dia de fermentacido, a partir do qual

apresentou decaimento. Essa queda na taxa de producido provavelmente se deve ao

esgotamento da fonte de carbono, que se encontrava em menor concentragdo no

ensaio 12 (150 g/L) do que no ensaio 4 (192 g/L). E interessante notar que o ensaio 12

foi o que continha maior concentragdo da fonte de nitrogénio, AMM, indicando efeito

positivo dessa variavel.
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Figura 5.10 Resultados do planejamento DCCR 3 variaveis Glicerol para A. flavus
NRRL 626. T: 30 °C; Agit: 150 RPM

Pode-se observar também que os ensaios com menor producédo de acido
kojico foram o ensaio 11, que continha a menor concentragcdo de AMM (1 g/L), e os
ensaios 1 e 5 que continham baixas concentragdes de glicerol e AMM (glicerol: 80 g/L e
AMM: 2,2 g/L).

5.7.1 Analise estatistica

Foi feita a analise dos efeitos das variaveis utilizando o teste t de Student
para determinar a significancia estatistica dos mesmos. Para o Delineamento Central
Composicional Rotacional foram analisados os fatores lineares e quadraticos (%) para

cada variavel assim como a interagao entre elas (V1 X V2). A analise foi realizada para
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todos os tempos de fermentagdo. Abaixo, na Tabela 5.13, esta descrita a analise dos

efeitos até o 14° dia de fermentagao.

Tabela 5.13 Analise de efeitos do planejamento DCCR de 3 variaveis Glicerol

Tempo (d) 2 4 6 8 10 12 14

Variavel Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val Efeito p-val

Glicerol  .106 000 -140 008 -052 055 082 041 212 009 3,03 006 452 0,01
Glicero® 972 000 -1,39 009 -161 010 -166 013 -142 026 -0,99 050 -0,79 0,60
AMM 279 000 6,17 000 823 000 1003 000 11,35 0,00 11,77 0,00 1277 0,00
AMM® 064 000 -030 070 -0,45 062 -0,77 046 -072 055 -126 040 -1,01 0,51
pH 0,36 0,05 -040 058 -041 063 -015 088 -0,70 055 -120 040 -1,00 0,50
pH* 0,94 0,00 -237 001 -249 002 -295 002 -269 005 -242 012 -181 025
GlicxAMM 062 002 -148 015 -084 046 010 094 037 080 006 097 073 0,70
GlicxpH 007 074 042 066 063 058 048 071 011 094 -033 086 -058 0,76
AMMxpH 011 060 -006 095 032 078 -001 099 -041 078 -120 052 -094 0,62

Na Tabela 5.13 pode ser observado que apos 48 horas as 3 variaveis foram
estatisticamente significativas a 5% de significancia tanto para os fatores lineares
quanto para os quadraticos. Até 48 horas a produgao de acido kéjico ainda é bastante
reduzida e associada ao crescimento do organismo, fato este que pode explicar a
significancia apresentada pelas 3 variaveis. A medida que a taxa de produgao acelera,
os fatores que afetam primordialmente o crescimento do organismo e ndo a produgéo
do acido koéjico passam a nao apresentar a mesma significancia observada nas horas
iniciais. Pode se observar ainda que apds 48 horas o efeito do componente linear do
glicerol apresenta efeito negativo estatisticamente significativo. A partir de 96h de
fermentacdo o efeito do glicerol passa a aumentar até apresentar significancia
estatistica a partir do 8° dia de producédo. Uma possivel explicacdo para esse fendbmeno
seria que os ensaios contendo as maiores concentragbes de glicerol tais como os
ensaios 2, 6, 8 e 10 (+1, +1, +1 e +1,68, respectivamente) apresentaram menor
producdo de acido kojico nos 4 primeiros dias, possivelmente devido a um efeito

inibitério da alta concentragcao da fonte de carbono. Além disso ocorreu queda na taxa
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de producdo nos ensaios contendo menor concentragao de glicerol entre 0 6° e 0 8°
dia de produgéo. Essa queda é observada com clareza na Figura 5.10 para os ensaios
1, 3, 7 e 9, que possuiam respectivamente os niveis -1, -1, -1 e -1,68 de concentragao
de dlicerol. Isso indica que o esgotamento das reservas de carbono afetou
negativamente a produgao do acido kéjico. Da Tabela 5.13 observa-se também que o
fator linear da AMM apresentou efeito positivo estatisticamente significativo durante
todo o tempo de fermentacdo mostrando que concentragdes mais altas de AMM séo
benéficas a producao de acido kdjico. Para o pH apenas o fator quadratico apresentou
efeito estatisticamente significativo até o 10° dia de fermentagdo, o que indica efeito

nao linear sobre a produgéo de acido kdjico.

Para a analise das superficies de resposta foram utilizados os resultados
obtidos para o 10° dia de fermentacdo. O parametro linear do glicerol apresentou
significancia estatistica até o 8° dia e do 14° ao 20° dia de fermentagcéo, o que mostra
que possui papel importante sobre a producdo de acido kdjico. Por isso, ainda que a
analise de efeitos do 10° dia de fermentacdo n&do tenha apontado significancia
estatistica a 5% de significAncia para o glicerol, esse parametro foi considerado para o
calculo dos coeficientes do modelo. Também foram considerados os parametros linear
da AMM e quadratico do pH inicial, cujos efeitos apresentaram significancia estatistica
a 5% no 10° dia de fermentacgéo. Os coeficientes calculados para o0 modelo seguem na
Tabela 5.14.

Tabela 5.14 Coeficientes do modelo para o planej. DCCR de 3 variaveis Glicerol

Fator Coeficiente = Desvio Padrao t p-valor
Média 11,3450 0,5503 20,6144 0,0000
Glicerol (L) 1,0598 0,4763 2,2250 0,0430
AMM (L) 5,6726 0,4763 11,9101 0,0000
pH (Q) -1,1584 0,4766 -2,4305 0,0291

O modelo considerando os coeficientes calculados pode ser descrito como:
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AcidoKdjico(240horas) = 11,3450 +1,0598 x Glic + 5,6726 x AMM —1,1584 x pH>

Para determinar a validade do modelo calculado foram calculados a Tabela

ANOVA (Tabela 5.15) e o coeficiente de determinagdo R? considerando os dados
avaliados.

Tabela 5.15 Tabela ANOVA para avaliagéo da validade do modelo DCCR 3 variaveis Glicerol

Fonte de variacao sSQ gl Qam Fcal Ftab Fcal/Ftab  p-valor
Regressao 454,7985 2 227,3992 55,3074 3,6823 15,0197 1,2E-07
Residuo 61,6733 15 4,1116
Total 516,4718 17
R? = 0,8806

Da Tabela ANOVA observa-se que o teste de t de Student para a regresséao
foi estatisticamente significativo ao nivel de significancia de 5%, o que demonstra a
validade do modelo. Além disso o coeficiente de determinacdo R? de,

aproximadamente 0,88 também corrobora a validade do modelo.

Na Figura 5.11 pode-se observar os valores preditos pelo modelo contra os

valores experimentais para melhor visualizagdo da adequagao do modelo.
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Figura 5.11 Valores preditos pelo modelo vs valores experimentais

E possivel observar que o modelo gerou respostas préximas aos valores
experimentais correspondentes, pois os pontos se situam proximos a reta de

coeficiente angular 1.

Para observar o comportamento da produgao de acido kéjico em relagao as

variaveis do modelo procedeu-se a analise das superficies de resposta.

Pela Figura 5.12 observa-se que a produgédo de glicerol foi maxima em
valores proximos as maiores concentragbes de glicerol testado, entre 205 e 220 g/L
aproximadamente. Em relacdo ao pH o maximo foi atingido na faixa de 4,5 a 5,5,
aproximadamente, o que pode ser observado pela curvatura da superficie. Como o

glicerol apresentou efeito significativo apenas para o parametro linear, ndo é possivel a
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determinacdo de um ponto de maximo tal como ocorre para o pH. Portanto o modelo
aponta para o ponto extremo da faixa de concentragéo testada para o glicerol, em torno
de 200 g/L. O valor de pH étimo inicial para a produgéo de acido kojico em torno de 5,0
€ coerente com valores encontrados na literatura. El-Aasar obteve maxima producéao
de acido kadjico por Aspergillus parasiticus em meios de cultura ajustados a pH inicial
5,0.

185

Glicerol (g/L)

Figura 5.12 Superficies de resposta pH X Glicerol

Pela Figura 5.13 observa-se que, segundo o modelo, a produgédo de acido
kdjico foi proporcional a concentragdo de agua de maceragdo de milho no meio de
cultura, atingindo seu maximo quando utilizada a concentragao de 7 g/L, para as faixas
estudadas. Porém, observa-se que o modelo descreve uma tendéncia para valores

mais elevados.
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Figura 5.13 Superficies de resposta pH X AMM

Pela Figura 5.14 observamos que, de acordo com o modelo, ambas as
variaveis Glicerol e AMM apresentaram como pontos 6timos para producao de acido
kdjico os valores maximos testados (220 g/L e 7 g/L, respectivamente) no planejamento
experimental. Isso era esperado ja que o modelo apontou somente coeficientes
lineares para as duas variaveis e efeitos de valor positivo. Porém, isso ndo esclarece
se o0 ponto 6timo para a producdo de acido kdjico esta realmente no limite superior
testado para as variaveis ou se esta em um valor acima. Para esse esclarecimento é
necessario realizar estudos em faixas maiores as testadas para determinar se existe

um ponto de maximo acima destes valores.
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Figura 5.14 Superficie de resposta AMM X Glicerol

Utilizando esses valores como ponto de maximo (220 g/L de glicerol, 7 g/L
de AMM e pH 5,0) podemos obter a previsdo do modelo para a maxima produgao de
acido kojico apés 10 dias de fermentagdo. Substituindo os valores na equacéo

encontramos o valor de 22,65 g/L de acido kdgjico e produtividade de média de 0,0943

g/L'h™.

5.8 Validacao do Modelo — Glicerol

Para validagao do modelo encontrado no planejamento DCCR de 3 variaveis
para o glicerol, foram feitos 6 ensaios representando as condigdes 6timas apontadas
pelo modelo encontrado para validar esses valores como 6timos. Os resultados podem

ser verificados na Figura 5.15.
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Figura 5.15 Ensaios de validagdo do modelo Glicerol

Os resultados surpreenderam pelo desempenho acima do previsto pelo
modelo. Pode-se observar da Figura 5.16 que foram produzidos até 51 g/L (ensaio 4)
apos 480 horas de fermentacdo (ensaio 4), com uma média de 48,6 + 1,3g/L. A
concentracdo média de acido kojico apds 10 dias de fermentagao foi de 31 £ 1 g/L com
produtividade global de 0,13 g L™ h™'. Esse valor foi 37 % maior do que a previsdo do
modelo. Além disso, foi superior a maxima produtividade obtida com o uso de glicose

como fonte de carbono e comparavel a estudos encontrados em literatura utilizando
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glicose como fonte de carbono. Esses resultados corroboram o uso do glicerol como

matéria-prima potencial para a produgéo de acido kagjico.

5.9 Curva de concentracao de acido koéjico, glicerol e biomassa do meio

otimizado

Apos otimizagdo do meio de cultura foi feito um ensaio para determinar o
perfil de crescimento de biomassa e consumo de substrato sob as condicbes
otimizadas. Deve-se ressaltar que o método de andlise do glicerol residual apresentou
grandes desvios, da ordem de até 35%. Decidiu-se, no entanto, apresentar os
resultados de consumo de substrato apenas com o intuito de ilustrar o comportamento
do processo. Mas deve-se ressaltar que a metodologia n&o apresentou precisdo nas

replicatas de analise.

Os resultados de producdo de acido kojico, producao de biomassa e
consumo de substrato podem ser visualizados nas Figuras 5.16, 5.17 e 5.18,

respectivamente.
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Figura 5.16 Dados de produgéo de acido kéjico com meio otimizado com glicerol por A.
flavus NRRL 626. T: 30 °C; Agit: 150 RPM
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Figura 5.17 Dados de produg¢ao de biomassa com meio otimizado com glicerol por A.
flavus NRRL 626. T: 30 °C; Agit: 150 RPM
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Figura 5.18 Dados de produgao de acido kéjico com meio otimizado com glicerol por A.
flavus NRRL 626. T: 30 °C; Agit: 150 RPM
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Através das Figuras 5.17 e 5.18 observa-se que a producao de acido kéjico
adquire maior velocidade a partir de 96~144 horas, 0 que coincide com o inicio da
estabilizagdo da producdo de biomassa. Provavelmente, apés o consumo do nitrogénio
para a formacao de biomassa iniciou-se a fase de producdo de acido kdjico. Ja o
consumo de glicerol apresentou perfil aparentemente estavel. Aparentemente tanto a
producdo de acido kéjico como o consumo de substrato apresentam perfil linear, que
deve ser modificado com o esgotamento das fontes de carbono, tal qual foi observado
nos planejamentos experimentais quando utilizadas concentragdes reduzidas de fonte

de carbono.

Na Tabela 5.16 sao apresentados os parametros cinéticos calculados para a

fermentacao utilizando glicerol.

Tabela 5.16. Parametros cinéticos para fermentagéo com glicerol

tmax (h) Prmax Xmax (9 Prp Ypis Yxis
(g ac. kojico - L") biomassa- L") (g ac koj- L"h™)
480 48,69 13,9 0,101 0,36 0,103

tmax: tempo total de fermentagdo; Pnax: maxima concentracdo de acido kéjico; Xmax: maxima
concentragdo de biomassa; Pr,: produtividade em acido kojic (Pmax/tmax); Yos: parametro de conversdo

de substrato em produto (AP/AS); Yys: parametro de conversao de substrato em biomassa (AP/AS)

O valor final do parametro de converséo de substrato em produto Y foi de
0,36, porém este atingiu um valor maximo de 0,43 a 384 horas de fermentagao. O

maximo valor de produtividade foi de 0,112 e foi obtido a 288 horas de fermentagéo.
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5.10 Ensaios com glicerol bruto do biodiesel
5.10.1 Glicerol bruto

O (glicerol bruto direto da producdo de biodiesel apresentava cor marrom
escuro a preto e viscosidade elevada. Segundo o fornecedor, a amostra continha cerca
de 44 % de glicerol puro e o restante conteria sabdes, acidos graxos, metanol e outras
substancias em menores concentracdes. Como o ensaio visava determinar se o
processo de produgao de acido kdjico por fermentacao seria robusto o suficiente para o
residuo da producio de biodiesel, nao foram realizados procedimentos de purificagao
do material além da neutralizagdo do pH. Devido a baixa concentracao de glicerol na
amostra, as concentragdes testadas nos ensaios continham menor quantidade de
glicerol do que o testado para o glicerol puro nos experimentos anteriores. Porém,
devido as caracteristicas do material como a viscosidade e concentragao de impurezas,
nao seria possivel a utilizagao do glicerol bruto para obter a concentragao 6tima testada
anteriormente. Para se atingir 220 g/L de glicerol puro seria necessario utilizar 500 g/L
do glicerol bruto. Além disso, outras fontes de carbono existentes no glicerol bruto
poderiam ser utilizadas como substrato para o crescimento do fungo e/ou a produgao
do acido kéjico. Portanto, foram fixadas as concentragdes de 100, 150 e 220 g/L. Os

resultados podem ser visualizados na Figura 5.19.

88



40,00

35,00
30,00

-

= 25,00

S ——100g/L

5 20,00

2 —-150g/L

[=]

g 15,00 200g/L

10,00

5,00

0,00
0 48 96 144 192 240 288 336 384 432 480 528 576

Tempo (horas)

Figura 5.19 Producao de acido kojico a partir de Glicerol Bruto por A. flavus NRRL 626.
T: 30 °C; Agit: 150 RPM

Podemos observar que a maxima producao de acido koéjico atingida foi de
18,30 g/L a 528 horas de fermentagcdo para a concentracdo de 100 g/L. Para as
concentragdes de 150 e 200 g/L as concentragbes maximas atingidas foram de 8,92 e
4,05 g/L, respectivamente. O aumento da concentragdo de glicerol bruto teve efeito
negativo sobre a producao de acido kagjico, o que pode indicar a inibicdo da sintese de
acido kojico por alguma impureza contida no residuo. Também se observou que a
producao foi significativamente mais lenta do que quando utilizado glicerol puro como

fonte de carbono.

A produgao de biomassa (Tabela 5.17) ndao pareceu ter sido afetada. O
crescimento foi aparentemente rapido e a biomassa seca final foi préxima ao

encontrado para os ensaios de glicerol puro. Devido a alta viscosidade do meio, pode
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haver uma imprecisdao das medidas pois nao foi possivel a lavagem completa da

biomassa antes da secagem.

Tabela 5.17 Biomassa dos ensaios Glicerol Bruto

Concentragéo glicerol bruto Biomassa final (g/L)
100 1,542
150 1,621
200 1,645

5.10.2 Ensaios glicerol bruto parcialmente purificado (Glicerina Loira)

O (licerol parcialmente purificado por precipitacdo possuia aspecto
clarificado com coloragdo ambar e com menor viscosidade do que o glicerol bruto. A

comparagao do aspecto dos dois materiais pode ser visualizada na Figura 5.20.

Figura 5.20 Comparacgao Glicerol bruto (esquerda) vs Glicerol parcialmente purificado
(direita)

A analise da concentragdo do glicerol parcialmente purificado apontou,

aproximadamente, 55 % de glicerol.
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Apesar de conter menor concentracdo de impurezas e maior concentragao
de glicerol, os ensaios de fermentacdo com a glicerina loira ndo resultaram em
producdo de acido kéjico. Aparentemente, o mecanismo de sintese do acido kdjico foi
inibido por algum componente presente no residuo. Apos a acidificagdo e
neutralizacdo do glicerol bruto sdo formados sais que podem alcancar até a
concentragdo de 7 % (HAJEK e SKOPAL, 2010). Acredita-se que os sais formados
podem ter inibido o metabolismo do fungo, ja que esse efeito de inibicdo foi menos
intenso com o uso do glicerol sem tratamento. Nesse caso, para a utilizagdo da
glicerina loira, métodos de extragdo do sal devem ser utilizados antes do seu uso para
a produgao do acido kgjico. Métodos para remogao do sal tem sido desenvolvidos, mas
etapas de purificacdo aumentam sensivelmente o custo do material (KONGJAO et al.,
2010).

5.11 Ensaios Fermentador de Bancada
5.11.1 Ensaio em fermentador a condi¢coes 6timas para glicerol

O ensaio contendo a composicdo 6tima encontrada nos experimentos em
frascos Erlenmeyer foi iniciado nas condi¢cdes de aeragao e agitagao dentro das faixas
normalmente citadas em literatura para a fermentagdo submersa. Porém, observou-se
volume anormal de espuma formada durante a fermentagcdo. Foi adicionado anti-
espumante comercial a base de silicone FG10 (Dow Corning) com adi¢do ativada
através de sistema detector de espuma por condutividade. Apesar de controlar o
problema momentaneamente, esse sistema ndo conseguiu manter a espuma a niveis
baixos por intervalos de tempo longos, resultando em adigdo excessiva de anti-
espumante devido a ativacao frequente do sistema. O que se observou € que a adi¢cao
de 220 g/L de glicerol propiciou ao meio de cultura viscosidade e tensédo superficial
aparente bastante distintas da agua. Acredita-se que essas caracteristicas favoreceram
a formagao de espuma excessiva quando utilizada a agdo mecanica de agitagao por

turbina somado a aeragao por injegdo de ar a vazdo de 1 vvm. Isso explicaria por que
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nao foi observada essa formagao de espuma para os frascos Erlenmeyer. A adicdo de
grandes quantidades de anti-espumante (at¢é 10 g/L) pode ter interferido no
metabolismo do organismo produtor, ja que apdés 3 dias de fermentagdo néo foi
detectada producgdo de acido kéjico. Apesar disso, 0 excesso de anti-espumante nao
parece ter afetado o crescimento do fungo. Grande produgcédo de biomassa foi
observada. Porém, o excesso de espuma contribuiu para a adesdo de grande parte da
biomassa nas paredes do fermentador até a altura de 10 cm acima do nivel de liquido
(Figura 5.21 A) Decidiu-se entdo abortar o processo e tentar modificar as

concentragdes de substrato para tentar minimizar o problema encontrado.

-~

Figura 5.21 A: Fermentador com biomassa aderida as paredes. B: Fermentacao com
concentracoes reduzidas de glicerol e AMM. T: 30 2C; Agit: 150 RPM, Aeracdo = 1,0 vvm
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5.11.2 Ensaio a concentracao reduzida de glicerol

Para evitar os problemas observados na fermentacdo utilizando a
composi¢cado otimizada do meio de cultura, as concentragdes de glicerol e agua de
maceracdo de milho foram reduzidas. O critério para o calculo da formulacdo com
concentracao reduzida foi a manutencao da relagcdo Carbono/Nitrogénio. Determinou-
se que a a concentragédo de glicerol testada seria de 150 g/L. Para manter a relagéo

C/N foi utilizada agua de maceracao de milho a 4,8 g/L.

Com a nova formulagéo o processo de fermentacédo apresentou significativa
reducao na formagao de espuma, ainda que tenha sido necessario o uso da adicao de
anti-espumante. Porém, também observou-se ao longo da fermentagcdo a adeséo da
biomassa as paredes do fermentador, porém em volume menor ao observado no

ensaio anterior (Figura 5.21 B).

A producgao de acido kéjico péde ser detectada a 48 horas de fermentacao.

Os resultados podem ser observados na Figura 5.23.
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Figura 5.22 Produgéo de acido kojico em fermentador de bancada por por A. flavus
NRRL 626. T: 30 °C; Agit.: 150 RPM; Aeragado: 1,0 vvm
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A concentragdo maxima de acido koéjico alcancada foi de 15,58 g/L a 432
horas de fermentacdo. Apds 240 horas de fermentagdo foram detectados 9,21 g/L de
acido kojico. Esses resultados foram significativamente menores do que os observados
nos ensaios em frascos. Muitos fatores podem ter influenciado esses resultados. Além
das diferengas de agitagcdo e aeragdo, grande parte da biomassa ficou aderida as
paredes do fermentador sem contato com o meio liquido durante a fermentacao, ou
seja, perdeu sua efetividade. Mais ensaios seriam necessarios para esclarecer e

quantificar a influéncia desses fatores.

5.12 Sintese dos resultados de producao de acido kéjico

Na Tabela 5.18 é apresentada uma sintese das concentragdes maximas e
produtividades (240 e 480 horas) entre as duas composi¢cdes otimizadas
(Glicose+AMM e Glicerol+AMM), os ensaios com o glicerol bruto e ensaio com glicerol

e AMM em fermentador.

Tabela 5.18. Sintese dos estudos de produgao de acido kéjico

o Pmax t Pmax Pr 240h Pr 480h
Condlgoes . ST 1 . s . 101 . I 1 -1
(g ac. kéjico - L) (h) (gackoj- L""'h™") (gackodj- L""h™)
Glicose + AMM 48 .1 480 0,117 0,096
Glicerol + AMM 48,6 480 0,130 0,101
Glicerol bruto +
18,3 528 0,046 0,035
AMM
Fermentador
15,6 432 0,038 0,032

(glicerol + AMM)

tpmax: tempo para obtencdo de maxima concentragcido; Ppnax: maxima concentragdo de acido kojico;
Prason: produtividade em acido kojico apos 240 h (Pmax/240); Pragen: produtividade em acido kéjico apds
480 h (Pmax/480)
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5.13 Recuperacao e purificacao

5.13.1 Cristalizacao natural

Apods a concentragdo dos extratos de fermentagao, estes se apresentavam
viscosos e com coloragdo ambar escura, provavelmente devido a concentragéo de
pigmentos formados durante a fermentagdo. O aumento da viscosidade pode ser
devido ao aumento da concentragdo de glicerol residual, que ndo foi completamente
consumido durante a fermentagdo. Na Figura 5.24 pode-se observar o aspecto dos

cristais formados.

Figura 5.23 Produto recuperado por cristalizagao natural

Os cristais formados apresentaram coloragdo amarelo escura e possuiam,
mesmo apos secagem por 48 horas, uma camada viscosa, formada provavelmente

pelo glicerol residual. Além disso, possuiam caracteristica amorfa, sem possibilitar a
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descricdo de um formato especifico. Os processos de cristalizagdo sem controle rigido
da temperatura e das fases de nucleagcdo podem induzir polimorfismos dos cristais
formados (PESSOA JR. e KILIKIAN, 2005).

Os dados da cristalizagao natural a partir do extrato bruto concentrado

encontram-se na Tabela 5.19:

Tabela 5.19. Dados dos ensaios de cristaliza¢ao natural

Vol. Amostra Conc. Extrato Massa filtrada Pureza (%) %
(mL) Bruto (g/L) (9) Recuperagao
212 55,251 9,3325 83,54 67
165 57,545 7,5623 82,45 66
184 50,998 6,5422 85,67 61

Os ensaios de cristalizacdo natural ndo visavam a otimizacdo do
processo ou o estudo como metodologia, e os resultados foram apresentados apenas
para ilustrar a recuperacdo dos cristais utilizados para os processos de purificagao.
Porém, a recuperagdo média de, aproximadamente, 65 % aponta a cristalizagdo natural

por refrigeragdo como método viavel de recuperacao do acido kéjico.

Os cristais recuperados pela cristalizacdo natural foram utilizados para os

ensaios de sistema anti-solvente.
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5.13.2 Cristalizacao com sistema anti-solvente

Os resultados dos ensaios para estudo do sistema anti-solvente encontram-

se na Figura 5.25.
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Figura 5.24 Resultados de cristalizagao com sistemas anti-solvente

Pode-se observar que houve grande diferenga (53 e 70 %) na recuperagao dos
cristais entre os sistemas 1:0 (sem adigédo de éter) e 2:1, o que indica a efetividade do
sistema etanol/éter de petréleo para estimular a cristalizagdo do acido koéjico. Observa-
se que a diferenga na porcentagem de cristalizagao nao foi linear em relagao a relagao
anti-solvente/solvente. A diferenca entre o sistema 1:3 e 1:4 foi de apenas 1,3 %,
enquanto entre o sistema 2:1 e 1:1 foi de 4,1 %. O aumento de 100 % no volume de
éter de petroleo (do sistema 1:2 para o sistema 1:4) ocasionou aumento de apenas 4 %

na porcentagem de cristalizagéo
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Isso indica que deve haver um ponto econémico da relagdo solvente/anti-
solvente que alcance porcentagem significativa de cristalizagdo com o minimo volume

possivel de solvente.

A pureza dos cristais formados encontrou-se entre 99 e 100 % para todos os
sistemas testados, o0 que mostra que a técnica pode ser usada com sucesso para a
purificacdo do acido kojico cristalizado, sem a necessidade de técnicas mais
sofisticadas. Porém, os cristais apresentaram coloragdo amarelo clara o que pode
indicar a presencga de tragos de algum pigmento formado comprometendo a qualidade
final do produto. Porém, pode-se observar que os cristais estdo mais claros em relacao
aos cristais obtidos na cristalizacdo natural e bem definidos em forma de agulha,
conforme descrito na literatura (LIN et al., 1976). O aspecto dos cristais formados pode

ser observado na Figura 5.26.

Figura 5.25 Cristais de acido kojico formados na cristalizacao com sistema anti-solvente

98



5.13.3 Descoloracao com carvao ativado

A descoloracdo com carvao ativado foi avaliada através da analise visual
dos cristais resultantes para verificagdo da cor e aspecto, e quanto a concentragao de
acido kojico na solugao base, para avaliar a quantidade de produto que ficou adsorvida

ao carvao. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 5.18.

Tabela 5.20 Resultados da purificacao por adsorcao em carvao ativado

Concentracao carvao Acido kéjico antes Acido kéjico apos % adsorcao
(g/L) purif (g/L) purif (g/L)
1 19,625 18,25 7
5 19,625 16,515 16
10 19,625 15,214 22

Podemos observar que as concentragdes de carvdo ativado de 5 e 10 g/L
adsorveram grande fragao do acido kéjico da solugado. A diferenga na coloragéo entre
as 3 concentragdes testadas nao foi quantificada, mas apenas analisada visualmente.
Deve-se ressaltar que o produto, mesmo sem tratamento com carvao ativado, possui
cerca de 99% de pureza. Portanto, a importancia do tratamento para descoloracao € a
de melhorar o aspecto visual de um produto explorado comercialmente. Visualmente

nao houve grande diferenca de resultados entre as 3 concentracdes testadas.

ApOs a cristalizagdo com sistema anti-solvente os cristais foram avaliados

visualmente (Figura 5.27).
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Figura 5.26 Cristais apos tratamento com carvao ativado

Observou-se que os cristais apds o tratamento com carvao ativado
apresentaram coloragdo mais clara e cristais mais definidos. A comparagao da

coloracao pode ser feita observando-se a Fig 5.28.

Figura 5.27 Cristais antes do tratamento com carvao ativado (esquerda) e apos (direita)
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Pode-se observar que ha uma diferenga de coloragao entre os cristais antes
e apos tratamento com carvdo. Portanto, podemos afirmar que o tratamento com
carvao ativado, mesmo a concentragdes de 1 g/L, foi bem sucedido em melhorar o

aspecto visual do acido kajico.

101



6. CONCLUSAO

Os ensaios realizados nesta primeira etapa do projeto de pesquisa
possibilitaram melhor entendimento do processo de produgdo de acido kéjico por

fermentacao da linhagem selecionada.

Através da estratégia utilizada de planejamentos experimentais, com
numero reduzido de ensaios (31 ensaios considerando as 3 etapas de otimizagao) foi
possivel otimizar as concentragcdes dos componentes de meio de cultura de modo a
atingir valores elevados de produgdo, quando comparados aos encontrados em

literatura para fermentagao em frascos (até 48 g/L).

O (glicerol foi identificado como substrato adequado a producédo de acido
kojico, o que torna o processo atrativo devido ao excesso de glicerol atualmente

produzido durante a producao de biodiesel.

A agua de maceragao de milho foi utilizada com grande sucesso como fonte
de nitrogénio para a produgao de acido kojico. Concentragdes relativamente reduzidas

(5-7 g/L) foram suficientes para produgao de biomassa e de acido kéjico significativas.

Os planejamentos experimentais para a otimizacdo do meio de cultura
contendo glicerol como unica fonte de carbono e agua de maceragédo de milho como
unica fonte de nitrogénio possibilitaram alcangar altas concentragbes de acido kéjico
comparadas aos processos descritos em literatura. O baixo custo dessas matérias-

primas aumenta a atratividade do processo de produgao de acido kdjico.

Os ensaios com glicerol bruto mostraram forte inibicdo sobre a producéo de
acido kdgjico, provavelmente devido a alta concentragdo de impurezas. O glicerol
parcialmente purificado por precipitacdo por acidificagao inibiu totalmente a produgao
de acido kéjico, apesar da menor concentragdo de impurezas e maior concentragao de
glicerol. E provavel que a inibigdo tenha sido causada pela presenca de sais formados

na neutralizacao.
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A recuperagao do acido kojico por cristalizagao natural apés concentragao
do extrato da fermentagdo mostrou-se uma opgao viavel, com recuperagado de,

aproximadamente, 65 % do acido kdjico nos experimentos avaliados.

A cristalizacdo com sistema anti-solvente apresentou 6timo desempenho
para a purificacdo do acido kojico com rendimento de até 80% resultando em produto

com até 99% de pureza.

A descoloragdo com 1% de carvao ativado mostrou-se eficiente para a

melhoria do aspecto do produto.
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