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RESUMO

O &cido citrico é, atualmente, um do mais importantes acidos organicos produzidos por
via fermentativa. Devido as suas caracteristicas € amplamente utilizado na industria de
alimentos (acidulante, flavorizante, antioxidante), na industria farmacéutica (tamponante,
sequestrante, quelante) e outros. As leveduras apresentam algumas vantagens na
produgdo de acido citrico sobre os fungos, porém, possuem o0 inconveniente de
excretarem simultaneamente o acido isocitrico. A produgé@o de acido citrico ou isocitrico €
influenciada pelos componentes do meio de cultivo e pelas condigbes operacionais do
sistema. Foram testadas em frascos agitados 5 diferentes cepas de leveduras para avaliar
a produgéo de acido citrico de cada uma. Os resultados mostraram que Candida lipolytica
NRRL Y 1095 € a mais eficiente nas condi¢ces estudadas. Também verificou-se que a
adicao de EDTA ao meio em frascos agitados ndo promoveu um aumento na quantidade
de acido citrico acumulado. Foram realizados ensaios em fermentador para se avaliar o
melhor tipo de impulsor e a melhor concentracdo de oxigénio dissolvido para a producao
de &cido citrico. Os resultados mostraram que o impulsor turbina de Rushton e
concentracoes altas de oxigénio dissolvido favorecem o acumulo de acido citrico. Um
outro teste foi realizado substituindo-se o anti espumante Aratrop (utilizado até entéo) por
FG10. O ensaio foi realizado nas mesmas condicdes dos pontos centrais do
planejamento. Os resultados evidenciaram o efeito inibitério do Aratrop, pois a
concentracao de &cido citrico passou de 28 g/L em média para 49 g/L, chegando a
relagéo acido citrico : isocitrico em 2,30, a maior relagdo obtida em nossos ensaios. Em
ensaios preliminares em fermentador verificou-se que a adicdo de CaCO; e Prodex Lac®
ao meio promove uma melhora na produc¢ao de acido citrico. Com base nesses ensaios,
foi realizado um planejamento experimental fatorial com trés variaveis (CaCOs,, relagao
extrato de levedura/Prodex Lac® e pH). Os resultados mostraram que para concentragdes
mais elevadas de CaCO; (10 g/L) e Prodex Lac® (6 g/L) a produgéao de acido citrico é
favorecida, chegando a um patamar de 60 g/L, e 37 g/L para o acido isocitrico, mostrando
que o extrato de levedura pode ser substituido por Prodex Lac® com redugéo do custo do
meio de cultivo. O pH nado apresentou efeito significativo na faixa estudada entre 4,5 e 5,5.
Foi possivel obter um modelo para a producao de acido citrico. A utilizacao de batelada

alimentada mostrou nao ser eficiente na concentracao final de acido citrico e isocitrico.



SUMMARY

Citric acid is currently one of the most important organic acids produced through
fermentation. Due to its characteristics, it is broadly used in the food industry (acidulant,
flavoring, antioxidant) and pharmaceutical industry (buffering, sequestering) and others.
Yeasts present some advantage in the production of citric acid over fungi, although they
have the inconvenience of excreting isocitric acid simultaneously. The production of citric
or isocitric acid is influenced by the medium components and the operational conditions of
the system. Five different strains of yeast were tested in stirred flasks in order to evaluate
the citric acid production of each of them. The results have shown that Candida lipolytica
NRRL Y 1095 presented a best result in the studied conditions. It was also verified that the
addition of EDTA to the medium in stirred flasks did not promote an increase in the amount
of accumulated citric acid. Assays in fermentors were carried out in order to evaluate the
best type of impeller and the best concentration of dissolved oxygen for the production of
citric acid. The results shown that the Rushton turbine impeller and high concentrations of
dissolved oxygen favored the accumulation of citric acid. Another test was performed by
substituting the antifoam Aratrop (used until then) by FG10 one. The assay was set in the
same conditions as the main points of the planning. The results evidenced the inhibitory
effect of the Aratrop, since the acid concentration increased from 28 g/L in average to 49
g/L, reaching the rate citric acid/isocitric acid of 2.30, the highest obtained in our assays. In
preliminary assays in fermentors, it was verified that the addition of CaCO3; and Prodex
Lac® to the medium promotes an increase in citric acid production. Based on these
results, an experimental factorial planning with three variables was performed (CaCOj
ratio yeast extract/Prodex Lac® and pH). The results shown that for higher concentrations
of CaCO3 (10 g/L) and Prodex Lac® (8 g/L) the production of citric acid is favored,
reaching 60 g/L, and 37 g/L for the isocitric acid, showing that the yeast extract can be
substituted for Prodex Lac®, reducing the cost of the cultivation medium. The pH did not
present a meaningful effect in the studied range between 4.5 and 5.5. A mathematical
model for the production of citric acid was obtained. A fed batch assay was also
performed, where no positive effect in the final concentration of citric and isocitric acid was
verified.
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1. Introdugdo

A producdo mundial de &cido citrico em 2000 superou as 900.000
toneladas (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2000). Sabendo-se que seu consumo
vinha aumentando em cerca de 3,5 a 4,0% ao ano (QUIMICA & DERIVDOS,
1997), pode-se afirmar que hoje a producdo mundial se situa em torno de 1 milh&o
de toneladas. Os maiores produtores sdo os Estados Unidos e a Europa sendo
quase toda a producdo feita por via microbiolégica. Do total de acido citrico
produzido, 70% é consumido pela industria de alimentos e representa cerca de
60% do mercado total de acidulantes e, do restante, cerca de 18% s&o utilizados
na industria farmacéutica (MATTEY, 1992). No Brasil, o consumo anula de &cido
citrico e citrato de sédio fica em torno das 30 mil toneladas ano (CARGILL, 2003).

O fato de o &cido citrico ser muito apreciado na industria de alimentos &
devido as suas caracteristicas, tais como baixa toxicidade, solubilidade,
palatabilidade e por ser facilmente assimilavel pelo organismo. Também é
utilizado, juntamente com 0s seus sais, como tampao no preparo de compotas,
geléias e gelatinas ou como estabilizante em vérios produtos alimenticios (ROHR
& KUBICEK, 1983). Devido ao seu poder sequestrante e poder efervescente, é
muito usado na industria farmacéutica. Ao se combinar com carbonatos e
bicarbonatos forma sais como o citrato trissédico, que é empregado para
preservar o sangue e como substituto de fosfato em detergentes. O acido citrico
também é utilizado na limpeza de instala¢des industriais, pois possui baixo poder
de ataque a superficie de acos especiais e possui a capacidade de agregar
metais. Devido a sua grande demanda comercial, € interessante que se estude a
possibilidade e viabilidade de producdo do &cido citrico de forma mais barata e
eficiente que a forma atual, substituindo as culturas de fungos por culturas de



leveduras, aumentando a produtividade e minimizando os custos.

O aumento do uso do acido citrico em escala industrial foi decorréncia
da diminuicdo do seu custo de produgdo. Essa diminuicdo foi possivel com a
producao por via fermentativa.

Varios fungos sao capazes de produzir o &cido citrico. Normalmente
sao utilizadas algumas variedades de Aspergillus niger para sua producéo. Esse
processo, apesar de ser bastante atrativo, ainda € muito caro, pois requer um
tempo muito grande de fermentacdo para a obtencdo do acido citrico. Estudos
mostram que leveduras do género Candida podem produzir acido citrico em
quantidades aprecidaveis. Em geral, as leveduras apresentam ainda algumas
vantagens em relacdo aos fungos, como maior tolerancia a altas concentragbes de
substrato, maior taxa de conversdo, maior produtividade e permitem um maior
controle do processo por serem de natureza unicelular (MATTEY, 1992). As
leveduras, no entanto, tém o inconveniente de produzir, simultaneamente ao acido
citrico, o acido isocitrico, um subproduto indesejavel. A razdo de producado de
acido citrico : &cido isocitrico pode variar de 1 : 1 a 20 : 1 (esta conseguida com
leveduras do género Candida). Esta variacdo deve-se ao tipo de levedura
utilizado, fontes de carbono, concentracdo de micronutrientes, agitacao, aeragao,
temperatura, etc (RANE & SIMS, 1993).

O desenvolvimento de uma tecnologia nacional na produgdo de acido
citrico é muito importante, pois podera ser uma grande alternativa para as
industrias de etanol e agucar, visto que ambos podem ser utilizados como
substratos para producao de acido citrico. A produgéo por Aspergillus ja foi muito
estudada e encontra-se vasta literatura sobre esse assunto. No entanto, percebe-
se uma grande necessidade de trabalhos sobre a producao de acido citrico por
leveduras, devido a maiores vantagens em utiliza-las ao invés de fungos. Neste
sentido, estudos revelam que a Candida lipolytica Y 1095 sobressaiu-se no que se
refere a produtividade (RANE & SIMS, 1993).



(COSTA, 2000) otimizou o meio de crescimento celular e de producgao
de acido citrico com Candida lipolytica NRRL Y 1095 utilizando a técnica de
planejamento experimental e analise de superficie de resposta em frascos
agitados. Foi possivel um incremento de cerca de trés vezes da massa celular
durante a etapa de crescimento, quando comparado com a literatura para este
mesmo microrganismo. A concentracao final de acido citrico atingida foi de 26 g/L
com um rendimento de 50%, ndo se verificando acumulo de acido isocitrico no

meio.

Armiliato (2000) avaliou o efeito da aeragao e agitacao na producéao de
acido citrico em fermentador de bancada com os meios otimizados por Costa
(2000).

Observou-se, pelos resultados obtidos, que a influéncia do oxigénio
dissolvido e agitacdo sdo muito fortes na producdo do acido citrico, com o
aparecimento do acido isocitrico, indesejavel nesta fermentacgao, fato este que nao
€ possivel ser observado nos frascos agitados.

Tendo em vista a continuidade dessas pesquisas, este trabalho teve por
objetivos principais:

- Verificar a produgéo de &cido citrico por outras leveduras (Candida
oleophila NRRL Y-2317, Yarrowia lipolytica NRRL YB-423; Candida
guilliermondii ATCC 9058; Yarrowia lipolytica ATCC 8661);

- Avaliar diferentes tipos de impulsores (turbina de Rushton, hélice
naval e pas inclinadas) e sua influéncia na resposta de produgéo de

acido citrico em reator de bancada;

- Estudar o efeito do CaCO;3; e do Prodex Lac® na producéo de acido



citrico, isocitrico e no crescimento celular;

- Estudar outros niveis de oxigénio dissolvido.



2. Revisdo Bibliografica

2.1. Generalidades

A producgao bioldgica de acidos organicos é amplamente utilizada em
escala industrial, sendo limitada a acidos de origem microbiana e apresentando
vantagens econdémicas sobre a sintese quimica destes compostos (MATTEY,
1992).

Quando se decide por qual acido empregar em um alimento, deve-se
levar em conta primeiramente seu custo e funcionalidade, seguido da facilidade de
manuseio e estocagem, propriedades de modificacdo de sabor, efeitos sinérgicos
com outros acidos ou outros componentes do alimento (GOLDBERG et al., 1991).
A sobrevivéncia das companhias produtoras de acido depende muito do baixo
custo de produgéao, por se tratar de um mercado de precos bastante suscetiveis,
com uma ligeira margem de lucro, aumento constante do numero de companhias
produtoras, expansao da producao pelas ja existentes e constante aumento de
produtos sintetizados quimicamente. Devido a esse quadro, deve-se buscar uma
otimizacdo da fermentacdo no que diz respeito ao rendimento (moles de acido
produzido por moles de carbono utilizado), produtividade (gramas de acido
produzido por litro de caldo de fermentacdo por hora) e concentracéo final de
acido (gramas por litro) obtido (GOLDBERG et al., 1991).

Cerca de 70% do total de acido citrico produzido é empregado na
industria de alimentos e, do restante, cerca de 18% € absorvido pela industria
farmacéutica e outras. Seu emprego representa 55-65% do mercado total de
acidulantes, contra 20-25% do acido fosforico e 5% que corresponde ao acido
malico. Seu uso depende de trés propriedades: acidez, sabor e formagao de sal.
As aplicacoes estdo resumidas na Tabela 2. 1.



Tabela 2. 1.: Aplicagdes do acido citrico (MATTEY, 1992)

Tipos de Industria Aplicagcao Propriedades Utilizadas
Bebidas; Acidulante, Flavorizante;
Alimentos: Geléias,’Compotas e Conservas; Acidulante, Flavorizante;
Oleos e Gorduras; Antioxidante
Alimentos Congelados Antioxidante
Produtos Efervescentes; Acidulante, Flavorizante;
Preparados de Vitaminas; Antioxidante;
Farmacéutica: Anticoagulantes; Sequestrante, Tamponante;
Preparados de Ferro; Formacao de Sal;
Cosméticos Tamponante, Antioxidante;
Limpeza (metais) Sequiestrante;
QOutros: Detergentes; Sequestrante, Tamponante;
Reagentes Fotograficos Tamponante

O é&cido citrico é encontrado de forma abundante na natureza, pois
resulta do metabolismo que ocorre naturalmente nos ciclos energéticos de todos
0S organismos vivos, além de ser considerado “GRAS” (Generally Recognized as
Safe) pelo FDA, ou seja, reconhecido como seguro para 0 uso em alimentos,
sendo, portanto, o principal acidulante usado em bebidas, como refrigerantes,
chas, vinhos, sucos, pd para refrescos e isotdnicos (BRADLEY, 1992).

Em 1826 comecou na Inglaterra a produgéo comercial de &cido citrico a
partir do citrato de calcio preparado do suco de limao, importado da ltalia. Criou-se
entdo uma espécie de monopdlio, o que resultou num produto caro. Outras fontes
de obtencgéo de 4cido citrico comecaram entdo a ser pesquisadas, como por via
quimica e microbiolégica (MATTEY, 1992).

Em 1893, WEHMER foi o primeiro a observar a presenca de &acido
citrico como um subproduto de oxalato de calcio produzido por uma cultura de
Penicillium glaucum fermentando acucar. Posteriormente conseguiu isolar
variedades de fungos, mas devido a problemas de contaminacdo e duracado da
fermentacdo ndo foi possivel transferir para a pratica industrial (ROHR &



KUBICEK, 1983).

CURRIE, em 1917, ao detectar uma variedade de Asperqgillus niger que
podia acumular uma quantidade significativa de &cido citrico a partir de um meio
composto de acgucar, abriu caminho para a produgdo industrial. O autor
determinou que altas concentragdes de acucar eram favoraveis para a 6étima
producao e que altos rendimentos eram atingidos quando o desenvolvimento do
micélio era limitado (ROHR & KUBICEK, 1983).

A primeira planta industrial a produzir &cido citrico com sucesso foi
erguida na Bélgica em 1919. Depois dessa, em 1923, na cidade de New York, foi
construida a planta da Pfizer, baseada no trabalho desenvolvido por CURRIE
(ROHR & KUBICEK, 1983). Devido ao desenvolvimento da cultura submersa
ocorrer somente em 1940, a producao de acido citrico era feita, inicialmente, em
cultura de superficie (MATTEY, 1992); (ROHR & KUBICEK, 1983). Somente em
1965 foi observado que leveduras, principalmente do género Candida, produziam
quantias consideraveis de &cido citrico e isocitrico crescendo em meio de
carboidratos e, posteriormente, em n-alcanos (MATTEY, 1992); (ROHR &
KUBICEK, 1983). Mais tarde descobriu-se que esses microrganismos produziam
acido citrico a partir de glicose e outras fontes de carbono semelhantes. Apesar
deste fato ter despertado novas investigagdes para utilizagdo industrial, ainda hoje
culturas de Aspergillus niger com carboidratos como substrato sdo as praticas
dominantes para a obtencéo do 4cido citrico (ROHR & KUBICEK, 1983).

2.2. Propriedades

O acido citrico €, quimicamente, 2-Hidroxi-1,2,3 4&cido propano
tricarboxilico. Ocorre em duas formas estaveis: acido citrico (CgHsO7.H-0) e acido
citrico anidro (CeHgO7). Apresenta-se como cristais translucidos e incolores, ou
como p6 granular fino e branco. E inodoro e com agradavel sabor acido. Cristaliza-
se em solugbdes aquosas quentes e concentradas e solubiliza-se em agua e etanol
(MATTEY, 1992). Possui trés pK’s, que, a 20 °C, apresentam os seguintes valores:
pKy = 3,14, pKz = 4,77 e pKs = 6,39. A estrutura do acido citrico esta apresentada



na Figura 2. 1 (MCMURRY & CATELLION, 1999).

ﬁzi& %@é

Figura 2. 1.: Estrutura do acido citrico

2.3. Mecanismo de Actimulo de Acido Citrico

O processo pelo qual o acetato é oxidado a CO, se chama ciclo do
acido tricarboxilico, ou ciclo do acido citrico. Por ser um processo aerdbico, a
evolucao dessa sequéncia metabdlica s6 ocorreu depois do desenvolvimento da
fotossintese pelas plantas verdes, 0 que aumentou a concentragdo de oxigénio na
atmosfera (LEHNINGER, 1989).

No ciclo do acido citrico, o acetato € oxidado a duas moléculas de
diéxido de carbono. Através de uma série de reacdes, o acetato forma uma
molécula de citrato. Este é metabolizado, o que resulta na formacao de «-
cetoglutarato, que depois é transformado em oxalacetato via fumarato e malato.
No entanto, se o ciclo for interrompido no acido citrico, a formagao de oxalacetato
€ conduzido por outra via, denominada reacado anapleurética (MILSON, 1988). A

Figura 2. 2 ilustra essa reagéo.

Para a formagéao de acido citrico, algumas enzimas desempenham um
papel chave. Nos fungos essas enzimas sao a aconitase e isocitrato
dehidrogenase e, nas leveduras, a aconitase, responsavel pela produgao de acido
isocitrico (KAPOOR et al., 1982); (ROHR & KUBICEK, 1983). A adicdo de Ferro
(Fe™) diminui o acumulo de citrato e aumenta o de isocitrato, pois aumenta a
atividade da aconitase. Em fermentacao por leveduras, a adicao de inibidores da
aconitase, como fluoracetato, promovem um acumulo de citrato no meio
(KAPOOR et al., 1982).
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Figura 2. 2.: Ciclo do acido citrico mostrando a reagao anapleurética

Roukas (1991) afirmou que o aumento da agitacdo diminui a atividade
de citrato sintetase e aumenta a atividade de aconitase e isocitrato dehidrogenase,
0 que resulta numa diminuicdo do acumulo de acido citrico por Aspergillus niger
ATCC 9142.

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

2.4. Cinética da Fermentacao
O acumulo de acido citrico por Aspergillus niger se da em duas fases
distintas: numa primeira fase, onde o meio se encontra suprido de nitrogénio

ocorre um crescimento celular sem que ocorra um acumulo de acido citrico,



enquanto que, num segundo momento, com o meio limitado em nitrogénio, o
crescimento celular é praticamente nulo e o 4cido citrico € excretado em grande
quantidade (GADEN, 1955).

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

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

2.5. Microrganismos

Devido ao fato do acido citrico ser um produto do metabolismo primario,
nao é excretavel em quantidades substanciais em condigcdes naturais. Por este
motivo, uma excrecdo apreciavel deveria ser considerada como uma
irregularidade do metabolismo, causada por mutacées genéticas, ou por
desigualdades metabdlicas drasticas. Assim somente alguns microrganismos
produzem o &cido citrico em grandes quantidades - fungos e leveduras em meio
de fermentacdo sob determinadas condicées (ROHR & KUBICEK, 1983).

E importante que se busque uma alternativa ao processo fermentativo
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tradicional que emprega culturas de Aspergillus niger para a produgéo de acido
citrico. Este processo, apesar de ser amplamente utilizado, apresenta alguns
problemas, como a degeneragdo do acido citrico depois de um determinado
periodo de tempo, e, mais importante, a necessidade de um longo periodo de
fermentacdo para producdo de quantidades significativas de produto (maior do
que sete dias), 0 que acaba por encarecé-lo (GUTCHO, 1973).

Diferentes cepas de leveduras do género Candida tém capacidade de
produzir quantidades apreciaveis de acido citrico em fermentacdo aerébia em
meio aquoso de carboidratos sem, no entanto, serem tao eficientes como as
variedades produtoras de Aspergillus niger (GUTCHO, 1973). A vantagem do uso
de leveduras sobre fungos esta na capacidade destas em suportar grandes
concentracdes de substrato, taxa de conversdao mais rapida (produtividade mais
elevada devido ao término da fermentacdo se dar em metade do tempo de
fermentacdo dos fungos), uso de melago de grau bruto sem prévio tratamento
devido a insensibilidade de ions presentes nesse meio e permitir um melhor
controle do processo fermentativo por serem as leveduras de natureza unicelular.
Outra grande vantagem do uso de leveduras é que estas permitem o
desenvolvimento de um processo continuo de fermentacdo (MATTEY, 1992);
(MILSON, 1988).

Outro fator de consideravel importancia no processo fermentativo por
leveduras € a facilidade em se conseguir um melhoramento genético desses
microrganismos, aumentando assim a sua produtividade e também sua resisténcia
a longas e continuas operagdes numa alta velocidade de conversdo sob elevadas
condicoes aerdbias (SHAH, 1993).

No entanto, as leveduras apresentam uma desvantagem em relacao
aos fungos, que é a producdo simultanea de acido citrico e isocitrico, este ultimo
um subproduto indesejavel. Diversas variedades de leveduras sao utilizadas para
a producao de acido citrico, porém as espécies de Candida sao mais utilizadas.
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Na Tabela 2. 2 estao listados alguns microrganismos produtores de acido citrico
(GREWAL & KALRA, 1995).

Tabela 2. 2.: Microrganismos produtores de acido citrico.

Fungos Leveduras Bactérias
Aspergillus niger Candida lipolytica Bacillus lincheniformis
Aspergillus wentii Candida tropicalis Arthrobacter paraffinens

Aspergillus carbonarius Candida oleophila Corynebacterium spp.
Aspergillus aculeatus Candida guilliermondii
Aspergillus awamori Candida citroformans

Penicillium janthinellum Hansenula anamola

Rane & Sims (1993) avaliaram a producao de acido citrico utilizando
quatro tipos de levedura (Candida lipolytica Y 1095, Yarrowia lipolytica Y 7576,
Candida guillermondii Y 488 e Saccharomycopsis lipolytica DRL 99) em batelada.
Os resultados obtidos mostraram que a variedade Candida lipolytica Y 1095 pode
apresentar rendimentos comparaveis aos obtidos com Aspergillus niger. Em 1994
0S mesmos pesquisadores obtiveram uma taxa de acido citrico:isocitrico da ordem
de 13:1 para Candida lipolytica Y 1095, um resultado muito melhor do que os

conseguidos com variedades selvagens de leveduras.

2.6. Matéria-prima

Para a producao comercial de acido citrico tem-se empregado diversas
fontes de carboidrato, como materiais feculentos, melagco e hidrocarbonetos
(ROHR & KUBICEK, 1983). Os fatores que determinam qual o material a ser
utilizado sao o seu custo e também os pré-tratamentos que este material venha a
requerer para poder ser utilizado (MATTEY, 1992). O uso de melago de diferentes
origens causa uma diferenca consideravel na producdo de &cido citrico. A
concentracdo de agucares em melaco deve ser diluida para cerca de 15 a 20 % e
0 seu pH ajustado para cerca de 55 a 6,5 (KAPOOR et al., 1982). Tém-se
verificado que melago de beterraba apresenta um rendimento maior na producao
de acido citrico do que o melaco de cana, devido ao fato deste possuir tragos de
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metais que retardam a sintese de acido citrico (GREWAL & KALRA, 1995). Para a
producdo de &cido citrico por leveduras, tem-se utilizado uma variedade de
substrato que incluem glicose, acetato, hidrocarbonetos, melagos, alcoois, acidos
graxos e Oleos naturais. Verificou-se, porém a produgdo simultdnea de acido
isocitrico, 0 que acabou por conduzir a tentativas de desenvolvimento de espécies

mutantes que acumulem somente acido citrico (KAPOOR et al., 1982).

2.7. Condicoes de Cultivo

O processo fermentativo para produgdo de acido citrico compreende
dois estagios: um de crescimento e outro de produgéo. Para se desenvolverem, os
organismos necessitam de micronutrientes como carbono, nitrogénio, fésforo,
enxofre e ainda, no caso de producao de acido citrico, adicao de alguns elementos
para a produgdo do mesmo (KAPOOR et al., 1982). O rendimento de acido citrico
esta relacionado diretamente com a concentracdo destes elementos. O processo
fermentativo também ¢é influenciado por outros fatores, como aeracao, temperatura
e pH (GREWAL & KALRA, 1995).

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

O nitrogénio € fornecido, geralmente, na forma de sulfato de aménio,
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extrato de levedura ou cloreto de amdnio. A concentragéo ideal de nitrogénio varia
de 1 a 3 g/L, e a adicdo de quantidades maiores provavelmente ndo é
economicamente viavel. Outros estudos mostraram que a producdo de acido
citrico por Candida sp. Y-1 e sua mutante Candida MA92 diminui rapidamente com
o aumento da concentracdo de nitrogénio. A producdo de acido citrico por
leveduras ocorre somente sob condi¢cdes limitadas de nitrogénio, na qual a

reproducao e o crescimento celular sdo eliminados (MATTEY, 1992).

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

Outro importante fator na produgcdo de acido citrico diz respeito a
presenca de fosfato no meio de fermentagédo. Altas concentragdes de fosfato
aumentam o crescimento celular e diminuem a producdo de &cido citrico
(GREWAL & KALRA, 1995). Através de um Planejamento Fatorial Fracionado
Costa (2000) verificou que para o meio de pré-fermentacdo e de crescimento a
variacao de 0,2 a 1 g/L de fosfato de potassio ndo teve nenhum efeito significativo
na producao de células. Assim, em termos econémicos a concentragdo de 0,2 g/L

deste sal € a mais adequada.

O pH é extremamente importante para a producdo de acido citrico.
Geralmente, a faixa de pH varia entre 1,5 e 8,0 em se tratando de leveduras,
sendo que o 6timo se localiza na faixa entre 2,0 e 7,0 (GUTCHO, 1973). A
producdo de biomassa ndo sofreu alteracdo para um pH entre 2,4 e 4,8 em
fermentacdo de acido citrico por leveduras do género Candida (RANE & SIMS,
1993). Estes mesmos pesquisadores conseguiram resultados bastante
satisfatérios em fermentagédo conduzida a pH 5,5.
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A producao de acido citrico é estimulada por um aumento na aeracao
em fermentagdo submersa. O efeito na produgdo de &cido citrico quando se
interrompe a aeragdo depende da fase na qual a aeragdo foi interrompida e
também da duracgdo da interrupcdo (ROHR & KUBICEK, 1983). Em fermentacao
em batelada alimentada com Candida lipolytica Y 1095, observou-se um consumo
maior de oxigénio durante a fase de crescimento e uma diminuicdo na fase de
producgéo inicial de &acido citrico. O acido isocitrico aparentemente nao sofre
nenhuma alteracdo devido a mudanga na concentragdo de oxigénio. Pesquisas
comprovaram que um aumento na concentragdo de oxigénio dissolvido, de 20
para 80% de saturagdo em culturas de Candida lipolytica Y 1095 em fermentador
com reciclo de células, provoca um aumento no valor da produtividade volumétrica

e também numa aumento na relagéo acido citrico:isocitrico (RANE & SIMS, 1995).

Analisando-se tragos de metais como zinco, ferro e manganés,
percebeu-se que somente 0 manganés causou uma reducgao drastica na produgao
de acido citrico, enquanto que os outros dois ndo se mostraram muito
significativas (ROHR & KUBICEK, 1983).

A concentracao do ion férrico afeta a produgdo de acido citrico e
isocitrico por leveduras. Pesquisas realizadas com Yarrowia lipolytica N 1
crescendo em etanol revelam que para concentragdes de ions férricos menores do
que 0,05 mg/L ndo ocorre formacdo de 4&cido citrico ou isocitrico. Para
concentragdes até 0,14 mg/L a producédo de acido citrico e isocitrico se da na
proporcdo 1 : 0,95. A concentragbes de ferro entre 0,14 a 2,5 mg/L a proporgéao
citrico : isocitrico é de 2 : 1 e para concentracdes acima de 4,8 mg/L a producao
de &cido isocitrico € maior que a de acido citrico. Essas diferencas sao atribuidas
a aconitase hidratase. A atuacao dessa enzima depende da concentracao de ferro
no meio. Para concentragées menores do que 0,2 mg/L a atividade enzimatica fica
em torno de 0,06 umol/min por grama de proteina e ocorre uma formagao maior

de citrato. A maiores concentracdes de ferro, entre 2,5 e 4,8 g/L, a atividade
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enzimatica chega a 0,48-0,68 umol/min por grama de proteina e forma-se

predominantemente isocitrato. Esse fato € explicado pela formacao de perdxido na
auséncia de ferro, que inibe a agéo da aconitase (KANZOLOVA et al., 1996).

Meios limitados por potassio e magnésio resultaram numa lenta taxa
inicial de produgéo de acido citrico por Yarrowia lipolytica IMK2. Ainda se verificou
uma diminuicao no acumulo de citrato em meios limitados por potassio, sendo que
as células que cresceram nesse meio apresentaram um acumulo de glicogénio
intracelular (MCKAY et al., 1994).

A temperatura 6tima de fermentacdo de acido citrico para Aspergillus
niger situa-se entre os 25 e 30 °C. O aumento da temperatura de incubacio,
acima de 30 °C provoca uma diminui¢cdo na quantidade de &cido citrico produzido.
Em se tratando de leveduras, a fermentacao deve ser conduzida na faixa entre 22
e 30 °C (KAPOOR et al., 1982). A temperatura ideal para o crescimento de
Candida lipolytica NRRL Y 1095 foi estudada e verificou-se que a 27 °C o
crescimento € mais favorecido (RANE & SIMS, 1993).

Foram obtidos aumentos na produtividade em variedades de Candida
com a adigdo de fluoroacetato no meio de fermentagdo (TANI et al., 1990).
Também a quantidade de tiamina no meio influencia na excregcdo de acido citrico
por leveduras, sendo que em quantidade suficiente é produzida uma grande
quantidade de acido citrico e, em condicdes restritas, ocorre uma reducao de
producédo de acido citrico com um acumulo de a-cetoglutarato (KAPOOR et al.,
1982).

Jianlong & Ping (1998) observaram que a adigdo de fitato ao meio de
producdo de acido citrico por Aspergillus niger aumenta a producdo de acido
citrico e o consumo de acucares redutores totais, além de aumentar a atividade da
enzima piruvato carboxilase que favorece o acumulo de &cido citrico. O efeito da

adicao de fitato depende da concentracao e do estagio da fermentacdo em que é
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adicionado. A concentragao ideal se situa em torno de 10 g/L e resulta num

aumento de 3,1 vezes no acumulo de acido citrico.

Estudos realizados no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp em frascos agitados
utilizando a técnica do planejamento experimental e andlise de superficie de
resposta mostraram que para a etapa de crescimento de Candida lipolytica NRRL
Y 1095, o meio que apresenta a maior concentragdo de massa celular e a menor
quantidade de glicose e nitrogénio residual depois de 48 horas de fermentacao, é
composto por glicose (50 g/L); extrato de levedura (5 g/L); NH4Cl (1 g/L) e KHoPOq4
(0,2 g/L). A tiamina, juntamente com alguns sais, como MgSO,, CuSQO4, MNSO4
foram analisados e os resultados revelaram que ndo tiveram efeito sobre o
crescimento celular e na produgédo de acido citrico, indicando que a quantidade
presente no extrato de levedura é suficiente para suprir as necessidades do
microrganismo. O efeito do KH>PO4 néo foi significativo na fase de crescimento e
sua concentragdo foi mantida no nivel minimo (0,2 g/L), economicamente mais
vidvel. Este meio de crescimento otimizado resultou num incremento de massa
seca em torno de quatro vezes o valor relatado na literatura, chegando a uma
concentragdo celular de 20 g¢g/L. Também, através de planejamentos
experimentais, foram avaliados os efeitos da tiamina, glicose e dos sais acima
citados na etapa de producao de acido citrico. Destes, somente a glicose mostrou-
se significativa, tendo sua concentragdo fixada em 75 g/L (COSTA, 2000). A
concentragdo alcangada com a otimizacdo do meio de producédo resultou num
acumulo de 26 g/L de acido citrico, com um rendimento ao redor de 50%, ficando
abaixo de outros rendimentos obtidos na literatura, da ordem de 70%,

evidenciando a necessidade de mais estudos a respeito do processo.

2.8. Processo Industrial

Para a producdo de &cido citrico podem ser usados os métodos:
submerso, em superficie liquida ou por estado sdlido, também chamado de
processo Koji.
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2.8.1. Processo em Superficie

Foi o primeiro método de producao em larga escala, sendo introduzido
por volta de 1920. Técnicas mais sofisticadas foram desenvolvidas com um custo
de mao-de-obra menor. Apesar disso, este método ainda € bastante utilizado
devido aos custos com energia serem menores (MATTEY, 1992). Este processo
consiste em se inocular os fungos em um grande numero de bandejas rasas que
sdo empilhadas em estantes em camaras de fermentacédo. As fontes de carbono
mais utilizadas sdo sacarose refinada ou crua, xarope de cana "high test" ou
melacos de beterraba. A incubacgao é feita inoculando-se os esporos, adicionados
como uma suspensao ou introduzidos com uma injecao de ar sobre as bandejas.
Usa-se normalmente um grande numero de esporos para a inoculagdo, enquanto
a temperatura é mantida em torno dos 28-30 °C e a umidade relativa entre 40-60
Y%.

Devido ao curso normal da fermentacéo, o pH cai em torno de 2,0. Se
esse valor for inferior a 3,0 pode ocorrer a formagédo de acido glucénico e oxalico.
A aeracdo é um fator importante, pois além de fornecer oxigénio para 0s
microrganismos, também controla a umidade relativa e a temperatura da
fermentacdo. A duracdo da fermentacédo pode ser de 8 a 15 dias, dependendo da
variedade e dos niveis iniciais de acucar. O rendimento do processo é
profundamente influenciado por fatores como aeracéao, umidade, profundidade do
meio, pH, tracos de metais e temperatura. Os rendimentos para este processo sao
na faixa de 75 g de acido citrico por 100 g de glicose (ROHR & KUBICEK, 1983);
(MATTEY, 1992); (GREWAL & KALRA, 1995).

2.8.2. Processo Koji
E um processo semelhante ao processo de superficie. Foi desenvolvido
no Japéo e é o processo mais simples para a obtenc¢ao do acido citrico. Farelo de
arroz, residuos fibrosos de batata doce e residuos de frutas s&do as matérias-
primas mais utilizadas. O pH é mantido na faixa de 5,5, com temperatura em torno
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dos 30 °C. O processo é completado entre 4 e 5 dias e a inoculagéo é feita por
meio de pulverizacdo dos esporos. Neste processo 0s rendimentos sao
relativamente baixos, por causa da dificuldade de se controlar os parametros de
fermentacdo e tracos de metais (ROHR & KUBICEK, 1983); (MATTEY, 1992);
(GREWAL & KALRA, 1995).

2.8.3. Processo Submerso

A utilizacdo deste processo esta aumentando consideravelmente.
Dentre as vantagens, destacam-se as altas taxas de produgédo alcancadas, a
necessidade de menos mao-de-obra para operacao e utilizacdo de um espaco
menor para producao (MATTEY, 1992). No processo submerso existe a
possibilidade de uma faixa maior de concentragdo de substrato e de um melhor
controle de fermentacdo. Neste processo o micélio do fungo fica submerso e
disperso por toda a fase liquida. Os substratos utilizados nesse processo incluem
glicose, sacarose, melacos de cana e de beterraba (MILSON, 1988). Podem ser
utilizados reatores agitados ou fermentadores em torre. As fermentagbes séo
realizadas em batelada, batelada alimentada ou em processos continuos.
Geralmente as industrias utilizam-se do processo em batelada com tanque agitado
(ROHR & KUBICEK, 1983).

Para o desenvolvimento de um processo continuo de producdo de
acido citrico por leveduras, devem ser levados em conta alguns fatores, a saber: a
natureza unicelular das leveduras, sua tolerancia a deficiéncias de nitrogénio e
resisténcia mecanica ao bombeamento. A concentragdo de biomassa no
fermentador deve ser mantida constante, visto que as leveduras s6 produzem
acido citrico em condi¢des limitadas de nitrogénio, quando a reproducao e o
crescimento celular estdo suspensos. Foi feita uma avaliacao da produtividade de
acido citrico em trés tipos de fermentadores, batelada, batelada alimentada e com
reciclo de células, utilizando Candida lipolytica Y 1095. O rendimento de acido
citrico foi de 0,70 g/g em reator em batelada; 0,65 g/g no reator com reciclo de
células e 0,56 g/g em batelada alimentada. Com relagdo a produtividade
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volumétrica, o reator em batelada alimentada apresentou um valor de 1,29 g/(Lh);
com reciclo de células foi obtido um valor de 1,32 g/(Lh) e no reator em batelada o
valor da produtividade foi de 1,14 g/(Lh) (RANE & SIMS, 1995). No mesmo
trabalho, os autores testaram trés taxas de diluicdo: 0,03; 0,06 e 0,1 h™ para o
reator com reciclo de células. Os melhores resultados, em relacdo ao rendimento
e produtividades volumétrica e especifica, foram obtidos a taxa de diluicdo de 0,06
h'.

2.9. Agitacao e aeracao
A agitacdo e a aeracdo sao variaveis operacionais importantes para
grande parte dos processos biotecnologicos industriais. O oxigénio é fator
fundamental para o ciclo de Krebs e conseqlientemente na producédo de acido
citrico, como descrito abaixo (BRIFFAUD & ENGASSER, 1979a):

C6H1205 + 1,502 4 CGH307 + 2H20

O efeito da concentracdo de oxigénio dissolvido nas fases de
crescimento e producao foram estudados em fermentador de bancada (RANE &
SIMS, 1994). Os resultados mostraram que aumentando-se a quantidade de
oxigénio dissolvido de 20% a 80% da saturagédo, a produtividade especifica de
acido citrico aumentou 71% a uma concentracdo de biomassa de 3% (massa por
volume). A uma concentracdo de 5% de biomassa a produtividade especifica de
acido citrico aumentou 82%. Neste trabalho, os autores constataram que o
rendimento do acido citrico aparentemente é independente da concentracdo de
oxigénio dissolvido na fase inicial de produgdo, no entanto, a produtividade
volumétrica aumenta rapidamente com um aumento na concentragdo de oxigénio

dissolvido.
Rane & Sims (1995) testaram trés sistemas para producao de acido

citrico por Candida lipolytica NRRL Y 1095: batelada, batelada alimentada e com

reciclo de células, variando a concentracdo de oxigénio dissolvido presente no
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meio. Os resultados mostraram que a produtividade volumétrica de &cido citrico
aumenta ao se aumentar a concentracdo de oxigénio, de 20 a 80% da saturacgéao.
Os melhores resultados foram obtidos em fermentador com reciclo de células, cuja
produtividade volumétrica do &cido citrico variou de 0,36 a 1,32 g/(L.h). Outros
resultados indicaram também que a producado de &cido citrico é beneficiada em
relacdo a producdo de acido isocitrico a altas concentragcbes de oxigénio

dissolvido.

O efeito da agitacdo e aeracdo na producdo de acido citrico foi
estudado através de planejamento experimental (ARMILIATO, 2000). Neste
estudo, a agitacao variou de 460 a 740 rpm e a aeragao de 0,40 a 0,90 vwm. Os
resultados mostraram que essas duas variaveis, independente uma da outra, néo
alteram significativamente a resposta. O fator de maior importdncia é a
concentracdo de oxigénio dissolvido presente no meio, que varia de acordo com a

agitacédo e a aeragao.

2.10. Justificativas

Apesar de se ter observado ja& ha alguns anos a capacidade das
leveduras em excretar acido citrico, existe pouco material relatado na literatura a
respeito. Sendo assim, é importante que se promovam mais estudos sobre a
produgcdo de acido citrico por leveduras, visto ser este um importante insumo,
amplamente utilizado nas industrias de alimentos e farmacéutico. Também é
importante ressaltar o fato de o Brasil ser um grande produtor de acucar e etanol,
que podem ser utilizados como substrato para a producao de &cido citrico, sendo,
por isso, importante o desenvolvimento de um processo nacional para a produgao

deste insumo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Introdugao

O principal problema encontrado na producdo de acido citrico por
leveduras, € a producao indesejavel de acido isocitrico, que pode ser regulada
pela composicdo do meio como também pelas condigbes de cultivo. Os ensaios
deste trabalho foram desenvolvidos em frascos agitados e fermentador de
bancada. Foram testadas cinco diferentes cepas de levedura relatadas como
produtoras de acido citrico. Um outro passo foi um ensaio com adi¢cdo de EDTA ao
meio, além de um teste substituindo-se o extrato de levedura por Prodex Lac®.
Em fermentador de bancada, foram testados trés diferentes tipos de impulsores,
trés diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido no meio, adicdo de CaCOs3 ao
meio e substituicdo do extrato de levedura pelo Prodex Lac®. Apo6s a andlise dos
resultados destes ensaios, foi verificado que a adicdo de CaCO3; e Prodex Lac®
promoveram um incremento na concentragdo final de &cido citrico, motivo pelo
qual foi realizado um planejamento experimental com essas duas variaveis além
do pH. A partir destes ensaios, foi realizado um outro teste para verificagdo do

resultado obtido no planejamento experimental.

Na Figura 3.1 esta apresentado um fluxograma com as etapas

desenvolvidas neste trabalho.
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Figura 3.1.: Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho com ensaios
em frascos agitados e fermentador de bancada
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3.2. Conducgao dos ensaios

3.2.1 Microrganismo

Utilizou-se a cepa da levedura Candida lipolytica NRRL Y 1095, fornecida
pelo Northern Regional Research Laboratory para os ensaios em fermentador. As
linhagens das culturas foram mantidas em tubos de ensaio contendo meio YM

(yeast malt agar) inclinado a 4 °C imersos em 6leo mineral.

Outras linhagens foram utilizadas para se avaliar a produgdo de &cido

citrico:

- Yarrowia lipolytica NRRL YB 423, Candida oleophila NRRL 2317,
adquiridas junto ao Northern Regional Research Laboratory, EUA.

- Yarrowia lipolytica ATCC 8661 e Candida guilliermondii ATCC 9058
foram adquiridas junto a Colecao de Culturas Tropicais da Fundacéo
André Tosello, Campinas, SP.

3.2.2. Preparo do inéculo

O inbculo foi preparado por transferéncia asséptica da col6nia (de 3 a 4
dias de idade) em YM agar (Tabela 3.1) para 100 mL de meio, cuja composicao
esta descrita na Tabela 3.2, em erlenmeyer aletado de 500 mL (COSTA, 2000). A
suspensao de células foi incubada a temperatura de 27 °C em frascos agitados a
150 rpm. Apos 48 horas, foram retiradas aliquotas de 10 mL de caldo fermentado
e transferidos para outros 5 frascos aletados contendo 100 mL de meio (Tabela
3.2). Apds mais 48 horas de incubacgdo a 27 °C e 150 rpm o contelido dos frascos

foi transferido para o fermentador como indculo.
Tabela 3.1.: Meio YM agar

Componentes Composicao (gL'1)
Glicose 10,0
Peptona 5,0

Extrato de malte 3,0

Extrato de levedura 3,0
Agar 20,0

24



Os componentes dos meios de cultura foram diluidos em agua destilada
e esterilizados por autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

Tabela 3.2.: Composigao do meio de indculo e crescimento

Componentes Composigio (gL™)
Glicose 50,0
NH,CI 1,0
KH,PO, 0,2
Extrato de levedura 5,0

3.2.3. Ensaios em fermentador

Os ensaios foram realizados em Dbiorreator BioFlo 3000 -
Batch/Continuous Fermentator (New Brunswick Scientific Co., Inc), com volume
atil de 5,0 L, equipado com eletrodos de pH e oxigénio dissolvido e controle de
temperatura. A aeracao foi feita através de ar comprimido injetado no fermentador
através de um filtro de 1& de vidro. O pH foi controlado e mantido em 5,5 (no
planejamento experimental ou valores variaram) através da adicdo de NaOH 3 M,
0 excesso de espuma controlado pela adicdo de anti-espumante (Aratrop) e a
temperatura foi fixada em 27 °C. Todos os componentes da fermentagéo foram

esterilizados por autoclavagem a 121 °C por 20 minutos.

A fermentagéo foi conduzida em duas etapas: fase de crescimento e
fase de producdo. Apds esgotamento da glicose do meio de crescimento,
adicionava-se 0 meio de produgcdo. A composicdo do meio de crescimento
encontra-se descrita na Tabela 3.2 e 0 meio de produgéo na Tabela 3.3 (COSTA,
2000).

Tabela 3.3.: Composi¢gao do meio de produgao

Componentes Composigao (gL'1)

Glicose 75,0

Para cada fermentagédo de 5 L preparou-se 500 mL de in6culo. Apés o
esgotamento da glicose na fase de crescimento, o meio foi drenado até 45 L e

500 mL de meio de producao concentrado foram adicionados ao volume anterior,
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resultando em 5,0 L de volume final. As amostras foram retiradas diariamente e
centrifugadas a 10000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado para

determinacao de glicose, acido citrico e isocitrico.

3.2.4. Teste para substituicao do extrato de levedura por Prodex Lac®

Com o objetivo de diminuir os custos do meio de fermentacdo, foram
realizados dois testes em frascos agitados, um de crescimento e outro de
produgéo, utilizando o Prodex Lac® (extrato de levedura hidrolisado fornecido pela
empresa Prodesa S.A.) em lugar do extrato de levedura. Anadlises fornecidas pelo
fabricante revelaram que 1,3 g de Prodex Lac® possuem a mesma quantidade de
nitrogénio que 1 g de extrato de levedura, de modo que na substituicdo, a
quantidade de nitrogénio presente no meio foi mantida de acordo com o meio
otimizado (Tabela 3.2). A substituicido deste nutriente € economicamente
interessante, visto que 1 kg de extrato de levedura (Difco) custa, em média, R$
700,00 enquanto que o kg do Prodex Lac® custa R$ 21,58.

O teste de crescimento foi conduzido em 2 frascos aletados de 500 mL,
sendo que um deles continha 100 mL do meio otimizado e o outro continha 100
mL do mesmo meio porém com a substituicdo do extrato de levedura por Prodex
Lac®. A estes frascos foram adicionados 10 mL de inéculo (item 3.2.2), e foram
incubados a 27°C e 150 rpm por 48 h. Apds esse periodo de incubacao, foi
retirada uma amostra de cada frasco e lida a absorbancia em 600 nm para
determinacdo da massa seca. Este teste foi realizado em triplicata.

Os meios de crescimento utilizados no teste de producdo estao
descritos na Tabela 3.4 e foram adicionados de 10 g/L de CaCOj3; para impedir que
o abaixamento do pH interferisse na produgao de acido citrico (HAMISSA et al.,
1980). A estes frascos foram adicionados 10 mL de in6culo (item 3.2.2), e foram
incubados a 27 °C e 150 rpm por 48 h. Apds esse periodo, 30 mL do meio de
producdo concentrado foi adicionado aos frascos resultando numa concentracao
de glicose de 75¢/L. Este teste foi realizado em triplicata.
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Tabela 3.4.: Meios utilizados para o teste de substituicao do extrato de levedura por Prodex Lac®

Ensaios Componentes Concentragiao (g/L)
Glicose 50
Primeiro Ensaio: Extrato de Levedura 5,0
Otimizado KH,PO, 0,2
NH,CI 1,0
Glicose 50
Segundo Ensaio: Prodex Lac® 6,5
Prodex Lac® KH,PO, 0,2
NH,CI 1,0

3.2.5. Fermentag6es com diferentes tipos de impulsores

Visando avaliar a influéncia do tipo de agitador na produgédo de acido
citrico e isocitrico, foram realizados trés ensaios utilizando-se impulsores do tipo

hélice naval, de pas inclinadas e turbina de Rushton.

As fermentacdes e o inéculo foram conduzidos de acordo com os itens
3.2.3 e 3.2.2, respectivamente. A aeracao e a agitacao foram de 1 vvm e 600 rpm,
respectivamente e o pH controlado em 5,5.

Os resultados mostraram que o impulsor turbina de Rushton promoveu
um maior incremento de oxigénio dissolvido no meio e apresentou os melhores
resultados, quanto a producao de acido citrico, sendo por isso selecionado para a
realizacdo de testes com diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido..

3.2.6. Fermentag6es com controle de oxigénio dissolvido

Utilizando o impulsor selecionado no item anterior (turbina de Rushton),
foram realizadas trés fermentagbes na qual o oxigénio dissolvido no meio foi
fixado, através da variagdo da agitacdo, em 50, 60 e 70%, respectivamente. Os
ensaios foram conduzidos como descritos nos itens 3.2.2 e 3.2.3. Os resultados
mostraram que abaixo de 70% de oxigénio dissolvido, o acumulo de acido citrico é

menor que o de acido isocitrico.
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3.2.7. Teste com adi¢cdao de CaCO; e Prodex Lac® em fermentador de bancada

Foi realizado um ensaio no qual o extrato de levedura foi substituido por
Prodex Lac®. Este ensaio foi conduzido de acordo com a metodologia descrita
nos itens 3.2.2 e 3.2.3, sendo que o oxigénio dissolvido no meio foi mantido
constante em 70% e o extrato de levedura foi substituido por 6,5 g/L de Prodex

Lac®, mantendo-se assim a mesma quantidade de nitrogénio residual.

Verificou-se que em frascos agitados a adicdo de carbonato de calcio
(CaCO3) como tamponante do meio diminuia a producao de &cido isocitrico e
provocava um incremento na produc¢do de acido citrico. Realizou-se entdo um
teste em fermentador de bancada com a adicdo de 10 g/L de CaCOg; a fim de se
avaliar se este possui alguma influéncia na producéo. A metodologia utilizada foi a
mesma descrita nos itens 3.2.2 e 3.2.3 e 0 oxigénio dissolvido no meio foi mantido

constante a 70%.

3.2.8. Ensaios com diferentes cepas de levedura.

Foi realizado um ensaio com diferentes cepas de microrganismos
para avaliar qual o melhor microrganismo produtor de &cido citrico nas condi¢coes
estudas: Yarrowia lipolytica NRRL YB 423, Candida oleophila NRRL 2317,
Yarrowia lipolytica ATCC 8661, Candida guilliermondii ATCC 9058 e os resultados
foram comparados com a producdo de acido citrico obtido por Candida lipolytica
NRRL Y 1095. Os ensaios foram realizados em triplicata em frascos aletados de
500 mL, contendo 100 mL de meio decrescimento (Tabela 3.2) e adicionados de
10 g/L de CaCO;3; para manutengdo do pH em valores mais elevados. Apds o
indculo, os frascos foram mantidos agitados a 27 °C, 150 rpm por 48 horas e, apos
esse tempo, foi adicionado o meio de producdo, sendo mantidos nas mesmas

condi¢6es por mais 120 horas.

3.2.9. Estudo da influéncia de CaCO;, Prodex Lac® e pH na produgao de

acido citrico.

Como mencionado anteriormente, CaCOs; e Prodex Lac® acarretam
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alteracées na quantidade de acido citrico e isocitrico produzidos. Também é
relatado que alteragdes de pH interferem na concentragédo final de acido citrico.
Uma maneira eficiente de se avaliar essas influéncias € a utilizacdo da técnica de
planejamento experimental, variando esses parametros e calculando-se
posteriormente os efeitos na producdo final de acido. Assim, foi realizado um
planejamento fatorial completo (2% ensaios com 1 ponto central para cada variavel
independente repetido 3 vezes, totalizando 11 ensaios) em fermentador de
bancada. Na Tabela 3.5 encontra-se descrito o planejamento codificado e os
valores reais de cada ensaio realizado. As fermentacées foram conduzidas de
acordo com os itens 3.2.2 e 3.2.3. O meio de crescimento utilizado encontra-se
descrito na Tabela 3.2, com excegédo do extrato de levedura, que foi substituido
gradativamente pelo Prodex Lac® e da adicdo de CaCOs; ao meio. O pH foi
variado segundo o planejamento experimental e controlado pela adicdo de NaOH
3 N. A aeracéo foi fixada em 1,5 vvm e a agitacao variavel até um maximo de 800
rpm para a manutencdo da taxa de oxigénio dissolvido em 95%. A espuma foi
controlada pela adicao de anti-espumante comercial Aratrop.

Tabela 3.5.: Planejamento experimental (valores codificados e reais) para o estudo da influéncia de
carbonato de calcio, Prodex Lac® e pH na produgao de acido citrico

Coadificado Valores reais
Ensaio CaCO; EL/PL pH 0(35:83 (SILLIIF;II-:) pH
1 1 e 1 0 5/0 4,5
2 1 . 1 10 5/0 4,5
3 . 1 1 0 0/6 4,5
4 1 1 1 10 0/6 4,5
5 . . 1 0 5/0 5,5
6 1 . 1 10 5/0 5,5
7 1 1 1 0 0/6 5,5
8 1 1 1 10 0/6 5,5
9 0 0 0 5 2,5/3 5,0
10 0 0 0 5 2,5/3 5,0
11 0 0 0 5 2,5/3 5,0

* Relagao entre as concentracdes de Extrato de Levedura (EL) e Prodex Lac® (PL) presentes no meio

3.2.10. Estudo com adi¢ao de EDTA

A literatura relata que o ferro atua como catalisador na reagéo
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enzimatica que promove a isomerizagdo do &cido citrico em isocitrico dentro do
Ciclo de Krebs. Assim, com o objetivo de verificar o efeito de um seqlestrante
adicionado ao meio, realizou-se ensaios com diferentes concentragbes de EDTA
(acido etileno diamino tetracético) no meio: 0; 0,03; 0,05; 0,08 e 0,1 M. Os ensaios
foram realizados em triplicata, em fermentador de bancada, sendo o meio de
crescimento apresentado na Tabela 3.2 com 10 g/L de CaCO; e o meio de

produgédo composto de 75 g/L de glicose com o EDTA.

3.2.11. Estudo em batelada alimentada

Visando aumentar a quantidade de glicose adicionada ao meio de
producdo, foi conduzido um ensaio em batelada alimentada. Em um fermentador
de bancada de 5 litros, inicialmente com 1,8 litros de meio. 48 horas ap6s a adicao
do meio de crescimento (200 mL, preparados como descrito no item 3.2.2), foi
adicionado 500 mL do meio de producgao, resultando uma concentracao final de 40
g/L de glicose. No inicio da fase de producao, comegou-se a alimentacao do meio
com uma solugéo de glicose a 200 g/L a uma taxa de 500 mL/dia durante 5 dias,
ao final do qual o ensaio foi encerrado. As amostras foram coletadas a cada 24
horas para andlise.

3.2.12. Estudo com adi¢ao de anti-espumante FG10

Foi verificado em outros experimentos realizados no Laboratorio de
Engenharia de Bioprocessos (DEA/Unicamp) que o anti-espumante (Aratrop)
poderia inibir a formacdo de produto e o crescimento de microrganismos no
fermentador. A fim de avaliar essa influéncia, foi realizado um ensaio em que o
anti-espumante utilizado foi o FG10, menos eficiente que o Aratrop. A fim de
facilitar a comparacdo dos resultados obtidos, esse ensaio foi conduzido nas
mesmas condi¢cdes dos pontos centrais do Planejamento Experimental, conforme

descrito no item 3.2.9.

3.2.13. Ensaio para validacao dos resultados do planejamento experimental

Como os resultados obtidos no planejamento indicaram que a
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quantidade de acido citrico acumulada aumentava com o aumento de pH e da
concentragdo de Prodex Lac®. Foi realizado um ensaio em fermentador de
bancada, com o meio de crescimento sendo: glicose, 50¢g/L; KH2PO,4, 0,2 g/L;
NH4Cl, 1 g/L; Prodex Lac®, 8 g/L e pH 5,50. As demais condi¢gbes sao as descritas
no item 3.2.9.

3.3. Métodos analiticos

As amostras das fermentacdes (5 mL) foram centrifugadas a 10000 rpm
por 15 minutos a 5 °C, sendo o sobrenadante utilizado para determinacédo de
acucar residual e acidos citrico e isocitrico produzidos, e o precipitado para
determinacado da massa seca e viabilidade celular.

3.3.1 Determinacao de acido citrico, isocitrico e glicose

Para determinagéo da glicose residual e dos acidos citrico e isocitrico
produzidos na fermentacdo empregou-se a metodologia de cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), utilizando-se uma coluna de NH,, &cido acético
0,05% com pH ajustado para 2,5 pela adigdo de acido sulfurico como eluente, com
fluxo de 0,3 mL/min, temperatura do detector de indice de refracdo de 40 °C,
temperatura do forno 30 °C e temperatura ambiente entre 22 e 24 °C com um
volume de injecdo de 40 plL. A identificacdo, integracdo e quantificacdo dos
compostos da fermentacao foi feita através de um software Millenium de aquisicao
e processamento de dados, através da comparacdo com os padrdes (COSTA,
2000).

3.3.2 Determinacao da massa seca (MS) produzida

Na determinacdo da massa celular produzida na fermentacao, foi
adotado o método indireto (curvas que correlacionam densidade Otica versus

massa celular), como mostrado na Figura 3.2.
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Figura 3.2.: Curva padrao para determinagao da massa seca

3.3.3 Determinacao da viabilidade celular das leveduras

Para a determinacao da viabilidade celular das leveduras foi utilizado o
método de coloracao por azul de metileno segundo (LEE, 1981). Misturou-se uma
amostra contendo uma quantidade conhecida de células e uma solugéo de azul de
metileno. As células que ndo apresentaram atividade fisiologica ficaram coloridas

e as células vivas incolores.

3.3.4 Determinacao dos Coeficientes de Rendimento

Os coeficientes de rendimento (Y) foram calculados de acordo com as
equagles 4.1 e 4.2.

P, -P
Yaiosa = 7o ey 4.1
P, P
Yo oq = =2 4.2
Prod SP—Sf ( )
Onde:

32



P+ = quantidade de acido no meio no inicio da fermentacao;

P, = quantidade maxima de acido produzido;

Pp = quantidade de &cido no momento da adicdo do meio de produc¢éo;

Sc = quantidade de glicose adicionada no meio de crescimento;

Sp = quantidade de glicose adicionada no meio de producao;

St = quantidade de glicose presente no meio na maxima producao de
acido.

A produtividade foi calculada dividindo-se a concentracdo de produto

pelo tempo total de fermentagcéo até essa concentracéo ser atingida.
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4. Resultados e Discussdo

4.1. Resultados obtidos nos testes com Y. lipolytica NRRL YB 423, C.
oleophila NRRL 2317, Y. lipolytica ATCC 8661, C. guilliermondii ATCC
9058

Foram realizados ensaios com diferentes cepas a fim de comparar a
produgdo desses microrganismos com a producdo de C. lipolytica Y 1095,
utilizada em nossos ensaios. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o
item 3.2.8. As Figura 4.1, 4.2 e 4.3 mostram as cinéticas de consumo de glicose e

producao de acidos citrico e isocitrico obtidos nestes ensaios.

Pela Figura 4.1 pode-se perceber que ndo houve grande diferenca na
cinética de consumo de glicose, sendo que a maioria apresenta perfil semelhante.
A Unica excecado verificada foi Candida guilliermondii ATCC 9058 que teve um
consumo de glicose rapido até 96 horas de fermentacdo e depois o nivel de
glicose no meio permaneceu constante. Como 0s ensaios foram interrompidos
com 7 dias de fermentacéo, a glicose ndo foi consumida totalmente em nenhum

dos ensaios.

Com relagédo a producao de acido citrico verifica-se pela Figura 4.2, que
Candida lipolytica NRRL Y 1095 foi a mais eficiente chegando a uma
concentracéo de 20 g/L apds 7 dias de fermentacdo, superior a produgao obtida
com Yarrowia lipolytica ATCC 8661 que alcangou 15 g/L. A producao de &acido
citrico por Candida guilliermondii ATCC 9058 ficou na faixa de 8 g/L. Nao foi

verificada producao de 4cido citrico pelos outros dois microrganismos estudados.
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Figura 4.1.: Cinética de consumo de glicose para diferentes cepas de microrganismos
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Figura 4.2.: Producao de acido citrico para diferentes cepas de microrganismos
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Figura 4.3.: Produgao de acido isocitrico obtida nos ensaios com diferentes microrganismos

Na Figura 4.3 observa-se que a producao de acido isocitrico, apos 168
horas de fermentagéo variou entre 10 e 25 g/L entre as cepas. Yarrowia lipolytica
ATCC 8661 foi a cepa que apresentou a menor producao deste acido, ficando em
torno de 11 g/L ao final do ensaio, enquanto que a maior produgdo de &acido
isocitrico se verificou na cepa Yarrowia lipolytica NRRL YB 423 que produziu 25
g/L. Na Tabela 4.1 estda mostrada a relacdo entre acido citrico : isocitrico
produzida pelas diferentes linhagens de levedura.

Tabela 4.1.: Relagao citrico : isocitrico produzida pelas diferentes cepas

Cepa NRRLY NRRL 2317 | NRRL YB423 | ATCC 8661 | ATCC 9058
1095
Cit/lso 1,18 - - 1,23 0,44

Pode-se notar que a razao citrico : isocitrico para Yarrowia lipolytica
ATCC 8661 foi ligeiramente maior do que com Candida lipolytica NRRL Y 1095. A
diferenga ndo é significativa, indicando que essa levedura pode ser uma boa

produtora de &cido citrico, podendo ser estudada no futuro.

A Figura 4.4 apresenta a massa seca produzida em 48 horas de
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fermentacdo em shaker a 27 °C e 150 rpm pelos diferentes microrganismos

utilizados no ensaio.
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Figura 4.4.: Crescimento celular em frascos agitados para diferentes cepas apés 48 h de fermentagao

Pode-se notar que Y. lipolytica ATCC 8661 teve um crescimento celular
da mesma ordem de grandeza que C. lipolytica NRRL Y 1095, em torno de 18 g/L.
As cepas de Y. lipolytica NRRL Y B 423, C oleophila NRRL 2317 e C.
guilliermondii ATCC 9058 apresentaram um menor crescimento celular, entre 10 e
13 g/L.

4.2. Resultados dos testes em frascos agitados utilizando-se Prodex Lac®

como fonte de nitrogénio

4.2.1. Na Etapa de Crescimento Celular
O teste de crescimento celular realizado com o Prodex Lac® foi

conduzido de acordo com o item 3.2.4.

O objetivo deste teste foi verificar a viabilidade do Prodex Lac® para a
fase de crescimento de Candida lipolytica NRRL Y 1095. Os resultados obtidos
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para massa celular estdo apresentadas na Tabela 4.2 e na Figura 4.5.

Tabela 4.2.: Massa seca produzida em cada meio de crescimento
apos 48 horas de incubagio a 150 rpm e 27°C

Meio de Crescimento Massa Seca (g/L)
Otimizado 21,87
Prodex Lac® 17,60
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Figura 4.5.: Massa seca produzida em cada meio estudado

Analisando esses dados, observa-se que os valores de massa seca
obtidos nos ensaios foram muito préximos, mostrando que o Prodex Lac® permite
um bom crescimento do microrganismo atingindo 80% do valor obtido com o meio
otimizado. Isso revela a viabilidade de utilizacdo do Prodex Lac® como fonte de

nitrogénio para a fase de crescimento celular do microrganismo.

4.2.2. Na Etapa de Produc¢éao

O teste de produgado realizado com Prodex Lac®, foi conduzido de
acordo com o item 3.2.4. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabela
4.3 e Tabela 4.4.
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Comparando-se a producao de acido citrico nos dois meios, percebe-se
que o meio com Prodex Lac® apresentou uma produgdo um pouco maior que a do
meio otimizado, mostrando a viabilidade de substituicdo do extrato de levedura,
principalmente devido ao baixo custo do Prodex Lac® quando comparado com o
extrato de levedura.

Tabela 4.3.: Teste de Produgao — Meio Otimizado

Tempo Massa Seca Glicose Produgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico
48 16,88 79,44 3,00 1,92
98 18,69 55,11 6,15 -
123 19,95 48,91 7,73 -
147 17,78 44,59 9,24 1,49
170 23,31 34,41 12,46 0,15

Tabela 4.4.: Teste de Produgao — Meio com Prodex Lac®

Tempo Massa Seca Glicose Producgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico
48 5,47 79,91 2,82 -
98 6,59 60,31 6,13 -
123 7,14 52,18 8,46 -
147 6,54 50,03 10,27 0,37
170 8,17 41,74 13,55 -

4.3. Resultados obtidos no teste com diferentes tipos de impulsores

Foram realizados ensaios com trés diferentes tipos de impulsores a fim
de se verificar se havia alguma influéncia na produgao de &cido citrico e isocitrico.
As fermentacgdes foram conduzidas de acordo com o item 3.2.5. Os impulsores
utilizados foram do tipo hélice naval, de pas inclinadas e turbina de Rushton.

Os resultados obtidos estao apresentados nas Tabelas 4.5 a 4.7 e nas
Figuras 4.6 a 4.8.
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Turbina de Rushton

Tabela 4.5.: Fermentagao com Turbina de Rushton - Aeragao: 1 vvm — Agitagao: 600 rpm

Tempo Massa Seca Glicose Producao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Citllso
0 1,2 46,4 0 2,2 0,0
24 21,7 20,1 2,0 6,6 0,3
44 22,6 8,1 6,5 8,7 0,7
44 20,8 73,0 3,0 8,2 0,4
68 23,4 241 55 7,1 0,8
95 25,8 25,2 22,5 19,8 1,1
122 16,7 24,2 20,7 1,2
144 23,1 8,7 30,7 242 1,3
167 23,5 59 34,1 25,9 1,3
170 55 34,0 26,7 1,3
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Figura 4.6.: Evolugao da quantidade de acidos citrico e isocitrico produzidos,

consumo de glicose e crescimento celular para o ensaio conduzido com
impulsor tipo turbina de “Rushton”.

Pela Figura 4.6 pode-se observar que a quantidade de acido citrico

produzida foi de 34 g/L, superando a quantidade produzida de &cido isocitrico, que

foi de 26 g/L numa relagdo citrico : isocitrico de 1,3, apdés 170 horas de
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fermentacao, tempo no qual a glicose foi praticamente toda consumida. A massa
celular manteve-se num mesmo patamar apés a adicdo do meio de producédo até

o fim da fermentacéo.

Hélice Naval

Pode-se observar na Tabela 4.6 e Figura 4.7 que a quantidade de acido
citrico produzida, 5 g/L, foi muito menor que a quantidade de acido isocitrico, 32
g/L. A relagdo &cido citrico : isocitrico foi muito baixa, ficando em 0,2 apenas.
Observa-se que a um tempo de aproximadamente 190 horas, o consumo de
glicose cessou e as quantidades de acido citrico e isocitrico diminuiram,
possivelmente tendo sido metabolizados pelo microrganismo. Observa-se também
que a producgao de &cido citrico iniciou-se apds um tempo de 120 horas. A massa
celular permanece constante apds a adicdo do meio de producéo, indicando nao

haver crescimento celular nesta fase do processo.

Tabela 4.6.: Fermentagao com hélice naval - Aeragao: 1 vvm — Agitagao: 600 rpm

Tempo Massa Seca Glicose Produgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Cit/lso
0 1,7 41,9 0 2,7 0
25 12,8 20,8 0 4,7 0
50 17,9 9,1 0 11,1 0
67 15,3 5,8 0 10,1 0
67 13,5 15,8 0 9,9 0
96 17,7 49,1 0 16,3 0
120 17,3 33,3 0,7 18,9 0,1
144 17,9 26,5 3,7 254 0,2
166 18,7 19,0 6,6 29,1 0,2
188 17,8 11,7 5,9 36,1 0,2
194 16,9 9,1 7,8 37,1 0,2
212 16,2 9,0 5,6 32,3 0,2
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Figura 4.7.: Evolugao da quantidade de acidos citrico e isocitrico produzidos,
consumo de glicose e crescimento celular para o ensaio conduzido
com impulsor tipo hélice naval

Pas Inclinadas

Na Figura 4.8 e na Tabela 4.7 percebe-se que a producdo de acido
isocitrico chegou a 40 g/L, superando a producao de acido citrico, que nao passou
de 7 g/L ao final do ensaio. Da mesma forma que nos ensaios anteriores, percebe-
se que a massa celular permanece praticamente constante apos a adicdo do meio
de producdo. O esgotamento da glicose se da num tempo de aproximadamente
280 horas, ou seja, 100 horas a mais que o0 ensaio conduzido com o impulsor tipo
turbina de Rushton, indicando que a variagdo do oxigénio disponivel no meio
ocasionada pelo tipo de agitagdo que cada impulsor promove, afeta a quantidade
de acido citrico e isocitrico excretadas.

O resultado do teste com o impulsor de pas inclinadas nao apresentou
um bom resultado, ficando a producao de acido citrico em 7,04 g/L enquanto que
a producao de acido isocitrico foi favorecida atingindo 42,13 g/L, com uma relacao
de 0,2.
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Tabela 4.7.: Fermentagao com impulsor de Pas inclinadas — Aer.: 1 vvm — Agitagao: 600 rpm

Tempo Massa Seca Glicose Producao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Cit/lso
0 3,5 76,2 0 2,1 0
23 10,8 45,4 0 4,2 0
46 13,6 36,3 0 5,0 0
67 16,6 14,8 5,4 8,9 0,6
89 15,1 8,2 6,2 10,1 0,6
89 14,2 97,4 2,7 10,1 0,3
120 15,9 80,2 7,7 15,6 0,5
144 16,6 65,4 9,7 19,6 0,5
168 16,7 52,1 7,9 24,6 0,3
192 16,1 34,4 - 28,2 -
215 17,7 25,2 5,4 30,3 0,2
256 19,8 10,4 5,8 36,8 0,2
281 14,3 0 7,0 421 0,2
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Figura 4.8.: Evolugao da quantidade de acidos citrico e isocitrico produzidos,
consumo de glicose e crescimento celular para o ensaio conduzido
com impulsor de pas inclinadas
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A Figura 4.9 mostra a comparacao entre os resultados obtidos com os
trés tipos de impulsores.
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Figura 4.9.: Comparacgao entre massa celular, acido citrico e isocitrico produzidos com
diferentes tipos de impulsores

O ensaio conduzido com o impulsor tipo turbina de Rushton apresentou
um aumento na concentragao final de acido citrico se comparado com os dois
ensaios anteriores, atingindo 34,03 g/L e uma diminuicdo da quantidade de acido

isocitrico, que chegou a 26,74 g/L. A relagéo &cido citrico : isocitrico neste ensaio
foide 1:0,8.

Foi constatado durante os trés ensaios que a viabilidade celular
manteve-se em praticamente 100%, n&o sendo alterada com a mudanca de
impulsor. A diferenca de concentragcées de acidos entre os trés ensaios pode ser
atribuida pela variacdo da quantidade de oxigénio dissolvido no meio, causada
pelos diferentes tipos de impulsor. A Figura 4.10 mostra a evolugao do oxigénio

dissolvido nos ensaios com os trés tipos de impulsores.
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Figura 4.10.: Variagao da concentragao de oxigénio dissolvido para os
3 ensaios com diferentes tipos de impulsores

O ensaio com turbina de Rushton transcorreu em condi¢cdes de
supersaturacao de oxigénio, num tempo de 170 horas, enquanto que no ensaio
com impulsor de pas inclinadas essa concentracdo ficou entre 60 e 80%, s6
atingindo os 100% ao final da fermentagéo, de 250 horas. Isso mostra claramente
a influéncia da quantidade de oxigénio do meio no metabolismo do microrganismo.
Abaixo, sdo apresentados os coeficientes de rendimento de &cido citrico para os
trés ensaios com diferentes impulsores:

YHéIice Naval = 0513
Yessincinadas = 0:07
Yturbina Rushton = 0:46

Visto que os resultados obtidos com o impulsor turbina de Rushton
forneceram uma concentracéo final de acido citrico e coeficientes de rendimento
superior aos demais impulsores, este foi escolhido para ser utilizado nos ensaios

futuros.

4.4. Resultados do teste com diferentes concentracées de oxigénio
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dissolvido

A fim de se avaliar o efeito da quantidade de oxigénio dissolvido sobre a
producdo de acido citrico e isocitrico, foi realizado um estudo com o impulsor tipo
turbina de Rushton, mantendo-se a concentracao de oxigénio dissolvido em 50, 60
e 70%. A Figura 4.11 e Tabela 4.8 mostram os resultados do ensaio no qual a

concentragédo de oxigénio dissolvido foi controlada a 50%.

Tabela 4.8.: Resultados da fermentagdo conduzida com oxigénio dissolvido mantido a 50%

Tempo Massa Seca Glicose Producgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Cit/lso
0 2,3 38,8 0 1,9 0
25 11,4 17,8 0 5,1 0
47 15,9 5,9 0 10,2 0
47 15,5 50,5 0 - -
73 16,1 46,3 0 12,4 0
96 17,3 45,2 0 13,1 0
122 18,5 441 0 13,9 0
144 19,0 41,3 0 15,8 0
168 18,2 37,3 0 17,3 0
192 21,3 32,9 0 19,7 0
225 21,0 26,5 2,8 249 0,1
240 23,6 21,4 7,0 25,8 0,3
264 20,8 18,4 7,3 32,6 0,2
288 22,9 10,5 8,1 37,5 0,2

Percebe-se, pela Figura 4.11, que o consumo de glicose na fase de
producdo € muito lento. O acumulo de acido citrico inicia-se apds 220 horas de
fermentacdo, chegando a uma concentracdo final de 8 g/L. O &cido isocitrico
comeca a ser produzido ja na fase de crescimento e, ao final da fase de producao,
atinge uma concentracdo de 37 g/L, e uma relagédo de citrico : isocitrico de 0,21. A

massa celular ficou numa média de 20 g/L.
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Figura 4.11.: Evolugao da quantidade de acidos citrico e isocitrico produzidos,
consumo de glicose e crescimento celular para o ensaio conduzido
com 50% de oxigénio dissolvido no meio

Na Tabela 4.9 e Figura 4.12, encontra-se os resultados do ensaio com
concentragao de oxigénio dissolvido no meio mantido em 60%.

Pode-se verificar claramente que a glicose € rapidamente consumida,
mas a concentragdo de acido citrico final continua baixa, em torno de 7 g/L. O
acumulo de acido isocitrico, porém, € da ordem de 40 g/L, quase seis vezes
superior ao acido citrico. A massa celular ndo apresentou alteragées durante a
fase de crescimento, ficando em torno de 16 g/L.
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Tabela 4.9.: Resultados da fermentagao conduzida com oxigénio dissolvido mantido a 60%

Tempo Massa Seca Glicose Produgao (g/L)
(h) (g/L) (/L) Citrico Isocitrico Cit/lso
0 1,6 37,2 0 2,8 0
24 20,6 15,8 0 4,6 0
44 24,8 5,7 0 10,3 0
44 23,9 52,8 0 11,2 0
96 16,0 31,3 1,3 26,3 0,1
120 16,4 23,2 2,9 28,1 0,1
144 16,7 16,8 2,2 33,6 0,1
168 16,3 9,1 5.2 38,3 0,1
186 16,2 9,1 7,1 38,2 0,2
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Figura 4.12.: Evolugao da quantidade de acidos citrico e isocitrico produzidos,
consumo de glicose e crescimento celular para o ensaio conduzido
com 60% de oxigénio dissolvido no meio

O ultimo ensaio com concentracao de oxigénio dissolvido controlado

esta representado na Tabela 4.10 e Figura 4.13 para 70% de saturacgéao.
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Tabela 4.10.: Resultados da fermentagao conduzida com oxigénio dissolvido mantido a 70%

Tempo Massa Seca Glicose Produgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Citllso
1 0,2 58,8 0 2,8 0
24 15,1 17,3 5,0 8,8 0,6
41 17,2 4,2 7,3 1,2 0,7
41 16,7 50,0 7,26 11,2 0,7
72 22,6 42,0 18,5 17,9 1,0
96 22,0 24,5 23,9 20,9 1,1
120 22,5 7,6 34,7 27,8 1,2
137 23,1 0,2 40,1 30,1 1,3
161 22,9 0 38,3 31,5 1,2
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Figura 4.13.: Evolugao da quantidade de acidos citrico e isocitrico produzidos,
consumo de glicose e crescimento celular para o ensaio conduzido
com 70% de oxigénio dissolvido no meio

Neste ensaio observa-se que a quantidade de acido citrico chegou a 40
g/L, superior a quantidade de acido isocitrico (30 g/L). Novamente observa-se que
a massa celular ndo sofreu alteragbes durante a fase de produgéo, ficando em
torno de um valor de 17 g/L.
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Analisando-se os trés ensaios conjuntamente, pode-se notar que para o
ensaio com concentragdo de 50% a produgao de &cido citrico foi de 8,09 g/L e a
produgéo de acido isocitrico de 37,53 g/L, sendo a relagédo acido citrico : isocitrico
de 1:4,6. Com o aumento da quantidade de oxigénio dissolvido para 60%, a
quantidade de &cido citrico produzida foi de 7,12 g/L e a concentracao final de
acido isocitrico chegou a 38,26 g/L, com uma relacdo de 1:5,4, ou seja, essa
variagdo na quantidade de oxigénio dissolvido ndo influenciou significativamente a
producdo de acido. Fixando-se o oxigénio dissolvido em 70%, percebeu-se uma
diferenca nas quantidades de &cido citrico e isocitrico produzidos. O primeiro teve
uma producdo de 40,10 ¢g/L, enquanto que o0 segundo apresentou uma
concentragdo de 31,52 g/L. A relagdo &cido citrico: isocitrico ao final da
fermentacao foi de 1 : 0,8.

Um comparativo entre estes ensaios pode ser verificado na Figura 4.14.
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Figura 4.14.: Produgao de acido citrico e isocitrico sob diferentes
concentragdes de oxigénio dissolvido

A Figura 4.14 evidencia a importancia do oxigénio no acumulo do &cido
citrico por leveduras, pois um incremento de 60 a 70 % na quantidade do gas

dissolvido no meio fermentativo foi suficiente para aumentar a producao de acido
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citrico em praticamente 6 vezes, passando de 7 g/L para 40 g/L, enquanto que a
concentracao de acido isocitrico decaiu de 38 para 31 g/L.

Os coeficientes de rendimento para a producgéo total de &cido citrico

foram:
Yoo, = 0,23
Yoo, = 0,16
Y00, =054

4.5. Resultados obtidos no teste com adi¢cao de Prodex Lac® e CaCO;

Foram realizados ensaios com adicao de carbonato de célcio (CaCO3)
e substituicdo do extrato de levedura por Prodex Lac®. A concentracdo de
oxigénio dissolvida foi mantida em 70%. Estes ensaios foram realizados de acordo
com o item 3.2.7.

A Tabela 4.11 e a Figura 4.15 apresentam os resultados obtidos com a
adicéo de 10 g/L de CaCO3 ao meio de fermentagéo.

Pela Figura 4.15 constata-se que a producao de acido citrico chegou a
55 g/L, bem superior a producao de acido isocitrico que ficou na ordem de 21 g/L.
A relagao acido citrico : isocitrico alcangada foi de 2, 5, superior a obtida com o
ensaio no 70% de oxigénio dissolvido no meio, que foi de 1,3.
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Tabela 4.11.: Resultados da Fermentagao conduzida com 10 g/L de CaCO3

Tempo Massa Seca Glicose Produgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Cit/lso
0 0,6 56,5 0 0,9 0
24 15,1 36,4 0 0,7 0
48 21,6 8,7 9,5 1,5 6,2
68 25,7 2,2 16,5 4,3 3,8
68 24,0 75,5 16,0 1,0 15,8
96 20,9 52,8 15,4 7,1 2,2
120 20,3 36,8 28,8 12,4 2,3
144 26,5 17,3 422 15,0 2,8
168 27,2 45 54,2 19,3 2,8
190 25,8 0 55,4 21,9 2,5
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Figura 4.15.: Evolugao da producéao de acido citrico, isocitrico, massa celular e consumo de glicose

para o ensaio com adi¢cao de CaCO3

Outro teste foi a substituicao do extrato de levedura do meio de

crescimento por Prodex Lac®. A analise do teor de nitrogénio, fornecido pela

empresa Prodesa S.A., fabricante do produto, foi determinado que 5 gramas de

extrato de levedura podem ser substituidos por 6,5 gramas de Prodex Lac®. A
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cinética deste ensaio encontra-se representada na Tabela 4.12 e Figura 4.16.

Tabela 4.12.: Resultados do ensaio com substituicao do
extrato de levedura pelo prodex Lac®

Tempo Massa Seca Glicose Produgao (g/L)
(h) (g/L) (g/L) Citrico Isocitrico Cit/lso
0 0,1 59,6 0 3,1 0
21 6,1 40,3 0 3,5 0
47 13,0 25,2 0 9,6 0
69 13,9 11,5 8,4 10,9 0,8
95 15,1 4,7 12,3 13,5 0,9
95 13,3 74,9 6,0 12,9 0,5
120 12,7 66,1 9,9 16,3 0,6
144 13,6 53,9 13,4 16,3 0,8
164 14,4 47,5 14,2 19,4 0,7
192 16,0 37,2 17,2 21,4 0,8
216 18,2 31,3 25,2 25,7 1,0
237 13,6 25,0 37,8 28,6 1,3
264 17,8 23,3 42,7 31,4 1,4
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Figura 4.16.: Evolugao da produgao de acido citrico, isocitrico, massa celular e consumo de glicose
para o ensaio com adigao de Prodex Lac®.

A Figura 4.16 indica que o Prodex Lac® pode ser utilizado como
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substituto do extrato de levedura na producao de acido citrico em fermentacao de
bancada. A concentracao final do metabdlito chegou a 42,7 g/L e o acido isocitrico
ficou em 31,4 g/L, numa relagao citrico : isocitrico de 1,36.

Na Figura 4.17 é apresentada uma comparagao entre os ensaios com o

meio otimizado, com Prodex Lac® e com carbonato de calcio.
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Figura 4.17.: Comparacao das quantidades de acido citrico e isocitrico produzidos
em meios com adi¢gao de Prodex Lac® e CaCO3;

Observa-se que a substituicdo do extrato de levedura por Prodex Lac®
provoca um incremento tanto na producéo de acido citrico como na producao de
acido isocitrico, sendo que o primeiro passa de 40 para 49 g/L, enquanto que o
segundo passa de 30 para 37 g/L. A relagdo citrico : isocitrico permaneceu
inalterada sendo de 1,33 nos dois casos. Quando se adiciona 10 g/L de CaCO3; ao
meio, ocorre um acréscimo significativo na producao de acido citrico, que passa
de 40 para 55 ¢g/L, se comparada com o ensaio no qual foi utilizado somente o
meio otimizado. Com o acido isocitrico ocorreu o inverso, ou seja, uma reducao na
quantidade produzida, variando de 30 no primeiro ensaio para 22 g/L no segundo.
A relacdo entre a quantidade de acido citrico e isocitrico produzida praticamente

dobrou, de 1,33 para 2,50, indicando assim que o carbonato pode estar auxiliando
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no acumulo de acido citrico talvez por reagir com o acido citrico, formando citrato

de célcio, impedindo assim a formacgéo do acido isocitrico.

Os coeficientes de rendimento de &cido citrico calculados para a fase
de producao nos trés ensaios sao:

YOtimizado = 0’54
YProdex Lac® — 0!62
Yeaco, = 0,52

Analisando-se esses coeficientes de rendimento, percebe-se que o
ensaio com CaCQOg3 apresentou um rendimento menor em relagdo ao 4cido citrico
que os ensaios com Prodex Lac® e com o meio otimizado. Por outro lado o ensaio
nos mostra que, mesmo tendo um rendimento total menor, a proporcao de acido
citrico : isocitrico produzido foi maior que nos outros ensaios e a concentragdo
final de acido citrico (55 g/L) foi maior que em todos os ensaios ja realizados até
entdo. Isto justifica a continuidade dos estudos com adicdo de CaCO3; ao meio

testando-se diferentes concentragdes através de um planejamento experimental.

4.6. Resultados obtidos com o planejamento experimental

O planejamento experimental 2° com 3 pontos centrais foi realizado em
fermentador de bancada, conforme descrito no item 3.2.9, onde foram estudadas
as concentracbes de CaCOQOgs, a substituicdo do extrato de levedura pelo Prodex
Lac® através da relacdo extrato de levedura/Prodex Lac® (EL/PL) e o pH do meio
de fermentacdo. As condi¢cdes de cada ensaio estdo apresentadas na Tabela 3.5 e
os resultados sdo mostrados na Tabela 4. 13.
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Tabela 4. 13.: Planejamento experimental e respostas obtidas para o fermentador de bancada

Coef. Rendimento

Planejamento Respostas Produtividade Respostas previstas
Ensaio Decodificado (g/L) (g glicoselg acido) (9/Lh) pelo modelo
CaCO; EL/PL pH | Citrico lIso. Cit/llso | Yciyprod) YisoProd) Yeit(giobal) Yiso(globaly | Citrico Iso. | Citrico (g/L) Desvio (%)

1 0 50 45| 292 156 187 | 0,27 0,10 0,24 0,09 0,15 0,08 35,4 -21,4
2 10 50 45| 303 239 127 | 0,25 0,17 0,23 0,15 0,18 0,14 27,8 8,4
3 0 o6 45| 216 262 082 | 041 0,31 0,23 0,18 0,11 0,14 17,5 18,8
4 10 o6 45| 19,7 16,0 123 | 0,33 0,27 0,17 0,14 0,09 0,07 24,5 -24,1
5 0 50 55| 19,1 488 039 | 0,32 059 0,18 0,38 0,10 0,25 16,0 16,3
6 10 50 55| 203 356 057 | 043 054 0,23 0,29 0,15 0,25 26,0 -27.,9
7 0 o6 55| 151 466 032 | 0,23 0,65 0,16 0,45 0,06 0,17 19,3 -27.,9
8 10 06 55| 485 344 1,41 0,63 0,45 0,38 0,27 0,34 0,24 43,9 9,4
9 5 2,53 50| 263 404 065 | 041 045 0,23 0,28 0,16 0,25 26,3 0,0
10 5 2,53 50303 235 129 | 0,38 0,29 0,26 0,17 0,25 0,20 26,3 13,2
11 5 2,5/3 50| 290 20,8 1,39 | 028 0,18 0,21 0,13 0,26 0,19 26,3 9,2




Pela Tabela 4. 13 pode-se notar que houve uma grande variacdo nas
quantidades de acido citrico e isocitrico produzidas, destacando-se o primeiro
ensaio do planejamento, onde a relagao citrico : isocitrico chegou a 1,87, sendo
esta a maior relagdo obtida no planejamento até entdo. Ao se analisar os outros
ensaios, pode-se verifiScar que a relacdo entre a producao dos dois acidos variou
entre 0,3 a 1,4. A quantidade total de &cido citrico produzida variou de 15 g/L a 48
g/L, enquanto que a concentracdo de &cido isocitrico variou de 15 a 49 g/L. O
ensaio que apresentou, de maneira geral, os melhores resultados foi o ensaio
namero 8, onde a concentragdo de acido citrico chegou a 48 g/L e o coeficiente de
rendimento na fase de producao atingiu 0,63, valores bem acima dos obtidos nos

demais ensaios.

Na maioria dos ensaios, o coeficiente de rendimento global (Ygiobal) para
o acido citrico ficou em torno de 0,23, atingindo um maximo de 0,26. O coeficiente
de rendimento para a fase de produgéo (Yprd) do &cido citrico variou de 0,25 a
0,63. Com relacdo aos coeficientes globais do acido isocitrico, nota-se uma
variacao de 0,09 a 0,45, e o coeficiente de rendimento na fase de produgao sofreu
uma variacao de 0,1 a 0,65.

A andlise do planejamento experimental mostrou que, para as
respostas acido isocitrico, produtividades, relacdo acido citrico : isocitrico e
coeficientes de rendimento nenhuma das variaveis foi significativa dentro da faixa
estudada. Somente para a resposta concentracdo de acido citrico foi possivel
elaborar um modelo te6rico que descreve o0 processo dentro da faixa estudada.
Também na Tabela 4. 13 estdo apresentadas as respostas referentes ao acido
citrico, bem como as respostas previstas pelo modelo e o seu desvio em relagao
aos resultados observados. Como pode-se observar, os desvios do modelo em
relacdo as respostas observadas variam de zero a 28%. Através dos resultados
obtidos é possivel obter um modelo de 1% ordem e verificar a validade do mesmo
com a andlise de variancia (ANOVA) que esta apresentada na Tabela 4.17. Na
regidao de interesse, ou seja, onde as respostas tém valores mais elevados, o

desvio em relacdo ao modelo fica na ordem de 8 a 9%.
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As Tabelas 4.14, 4.15 e 4.16 mostram os efeitos principais e de
interacao das variaveis estudadas para as respostas acido citrico, acido isocitrico
e coeficientes de rendimento para a produgcédo de &acido citrico. Nessas tabelas
podemos verificar que somente para a resposta concentracdo de acido citrico as

variaveis foram significativas a 5% de significancia.

Tabela 4.14.: Tabela de efeitos do plan. experimental para a produgao de acido citrico

Fator Efeito Desvio Padrao t p
Média* 26,3 0,6 42,3 0,000
CaCoO;* 8,5 1,5 5,8 0,028

EL/PL 1,5 1,5 1,0 0,417

pH 0,6 1,5 0,4 0,740

CaCO; x EL/PL* 7,3 1,5 5,0 0,038

CaCO; x pH* 8,8 1,5 6,0 0,026

EL/PL x pH* 10,6 1,5 7,2 0,019
*p<0,05

Tabela 4. 15.: Tabela de efeitos do plan. experimental para a produc¢ao de acido isocitrico

Fator Efeito Desvio Padrao t p
Média* 29,9 3,39 8,8 0,012
CaCO, -6,8 7,9 -0,9 0,483

EL/PL -0,2 7,9 -0,0 0,983

pH 20,9 7.9 2,6 0,120

CaCO; x EL/PL -4,4 7,9 -0,5 0,638

CaCO; x pH -5,9 7,9 -0,7 0,537

EL/PL x pH -1,5 7.9 -0,2 0,867
*p<0,05

Tabela 4. 16.: Tabela de efeitos do planejamento experimental para o coeficiente
de rendimento da produgao de acido citrico

Fator Efeito Desvio Padrao t o]
Média* 0,2 0,02 10,1 0,010
CaCO, 0,1 0,04 2,2 0,161
EL/PL 0,0 0,04 0,1 0,910
pH 0,0 0,04 0,8 0,522
CaCO; x EL/PL 0,0 0,04 1,2 0,367
CaCO; x pH 0,1 0,04 2,1 0,176
EL/PL x pH 0,1 0,04 1,8 0,214

*p<0,05
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A equacao codificada que expressa a producao de acido citrico em g/L
em funcao das variaveis estudadas é:

Acido citrico =

26,30 + 4,25*[CaCOy] + 3,65*[CaCO4J*[EL/PL] + 4,41*[CaCO]*[pH] + 5,29*[EL/PLJ*[pH]

Tabela 4.17.: ANOVA para a produc¢ao de acido citrico

Fontes de Soma de Graus de Quadrados F Fo,e5:46
Variagéao Quadrados Liberdade Médios Calculado (Tabelado)
Regressao 629,629 4 157,407 5,02 4,53
Residuos 188,038 6 31,340
Falta de Ajuste 179,524 4 44,881
Erro Puro 8,514 2 4,257
Total 817,667 10 81,767

Residuos = Falta de ajuste + erro puro
Coeficiente de correlagdo: R = 0,877

Pela ANOVA pode-se observar que o F calculado é maior que o valor
tabelado de F. Analisando-se as respostas previstas pelo modelo e os desvios em
relacao as respostas obtidas experimentalmente, pode-se afirmar que o modelo é

suficiente para avaliar a tendéncia dos resultados obtidos.

Ao se analisar as superficies de resposta geradas pelo modelo obtido,
pode-se perceber que todas as variaveis tém um efeito positivo sobre a producao
de acido citrico. Ao passar as variaveis da condi¢cao —1 para a condigao +1 ocorre
um incremento no acumulo final de &cido, especialmente em se tratando das
variaveis Prodex Lac® e CaCOsg, indicando que o extrato de levedura pode ser
substituido pelo Prodex Lac® e a adicdo de CaCOj; pode ter promovido uma

complexagéao do acido citrico, evitando a sua isomerizagao.
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Figura 4.18.: Superficies de resposta e curvas de contorno para a producao de acido citrico
(a) e (b) em fungao da relagdao EL/PL x CaCO;
(c) e (d) em fungao do pH x relagao EL/PL
(e) e (f) em fungao do pH x CaCO;
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Nas Figura 4.19 a 4.29 e nas Tabela 4.18 a 4.25 sao apresentadas as
cinéticas desses ensaios e os dados obtidos.

Primeiro ensaio:
Tabela 4.18.: Primeiro ensaio do planejamento (CaCO3= 0 g/L; EL/PL = 5/0; pH = 4,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 1,8 0 5,2 54,1
2 24 2,6 4,2 5,8 33,6
3 48 4.6 9,7 7,3 8,0
4 67 8,1 6,6 7,8 5,0
5 67 10,7 11,3 8,9 85,8
6 95 13,8 15,8 9,2 66,2
7 145 12,6 27,1 14,3 46,7
8 168 14,6 28,6 15,4 23,6
9 192 13,2 29,2 15,6 20,0
100,00
)
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Figura 4.19.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o primeiro ensaio do planejamento

Neste ensaio foi verificado que a glicose nao foi totalmente consumida
ao término de praticamente 200 horas de fermentacdo. A quantidade de &acido
citrico produzida chegou ao redor de 30 g/L, enquanto que a quantidade de acido

isocitrico acumulada ficou em torno de 15 g/L.
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Segundo ensaio:
Tabela 4.19.: Segundo ensaio do planejamento (CaCO;= 10 g/L; EL/PL = 5/0; pH = 4,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 1,9 0,0 4.4 54,5
2 24 9,8 3,5 6,9 34,8
3 51 18, 13,5 13,4 8,9
4 51 19,3 10,0 9,9 85,1
5 74 20,9 13,7 10,7 53,6
6 96 20,1 17,5 15,2 43,7
7 146 23,0 20,0 22,1 22,1
8 168 25,4 30,3 23,9 15,1
9 194 25,1 28,8 24,0 8,2
100,00
80,00 -
-
)
o 60,00 —>%—MS
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..‘é. —aA— |socitrico
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Figura 4.20.: Cinética de consumo de glicose, producao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o segundo ensaio do planejamento
A glicose nao foi totalmente consumida neste ensaio de 200 horas de
fermentacdo. No entanto, observa-se uma pequena queda na produgéo de acido
citrico em relacao ao tempo de 168 horas, mesmo sem o esgotamento total da

glicose.
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Terceiro ensaio:
Tabela 4.20.: Terceiro ensaio do planejamento (CaCOs= 0 g/L; EL/PL = 0/6; pH = 4,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 0,8 0 9,5 46,1
2 27 5,8 0 9,7 23,6
3 50 12,2 0 12,8 9,1
4 73 12,2 0 11,5 3,5
5 73 10,8 1,9 11,5 57,5
6 96 14,5 3,5 14,6 52,8
7 120 16,6 5,3 16,5 42,7
8 145 15,6 8,9 17,6 28,6
9 169 16,7 8,6 22,0 19,7
10 192 16,5 21,6 26,2 10,1
11 217 19,4 20,9 31,9 7,5
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60,00 -

-

=)

o ——MS

0 yys

g‘ —— Citrico

‘-E —aA— Isocitrico

8 —&—Glicose
5

(&}

80

140

200

Tempo (h)

Figura 4.21.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o terceiro ensaio do planejamento

Neste ensaio a concentragdo final de &cido citrico foi ligeiramente
inferior do que a concentragdo de acido isocitrico. Nota-se que a glicose nao foi
totalmente consumida e, no entanto, houve uma queda na produgdo de acido

citrico. A relacao acido citrico : isocitrico neste ensaio foi de 0,82.
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Quarto ensaio:
Tabela 4.21.: Quarto ensaio do planejamento (CaCOs= 10 g/L; EL/PL = 0/6; pH = 4,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (9/L) (9/L) (g/L)
1 0 0,7 0 3,3 53,1
2 22 10,1 0 4.2 35,1
3 50 15,1 0 5,2 17,3
4 74 20,7 0 5,4 5,4
5 74 18,3 5,0 6,8 67,6
6 98 18,2 8,6 9,9 58,7
7 124 19,5 8,3 9,5 48,9
8 146 20,2 11,3 12,6 33,7
9 168 20,4 14,9 15,6 26,1
10 193 19,9 17,9 14,3 16,9
11 218 20,4 19,7 16,0 7,7
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Figura 4.22.: Cinética de consumo de glicose, producao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o quarto ensaio do planejamento

Neste ensaio, a concentracdo final de acido citrico foi de 19,74 g/L,
enquanto que a concentracdo de acido isocitrico ficou em torno de 16 g/L. A
relacdo entre a quantidade de &cido citrico e isocitrico produzida foi de 1,23,
porém a produtividade ficou baixa, sendo de 0,09 g/Lh.
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Quinto ensaio:
Tabela 4.22.: Quinto ensaio do planejamento (CaCOs= 0 g/L; EL/PL = 5/0; pH = 5,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 1,3 0 8,3 47 1
2 24 11,2 0 9,3 23,6
3 50 14,1 0 12,9 6,2
4 50 16,7 0 13,6 69,3
5 70 17,9 1,8 17,7 60,6
6 98 19,9 - - -
7 123 16,5 6,5 29,8 36,5
8 147 20,2 13,3 36,9 30,0
9 171 23,4 17,2 37,7 18,5
10 196 22,9 19,1 48,8 9,8
80,00

. 60,00
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Figura 4.23.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o quinto ensaio do planejamento

O quinto ensaio do planejamento experimental transcorreu num tempo
de aproximadamente 200 horas. Neste ensaio foi observada a maior concentracao
de &cido isocitrico dentre todos os experimentos realizados até o momento.
Enquanto o &cido citrico chegou a uma concentracédo de 19 g/L, o acido isocitrico
chegou a um patamar de quase 49 g/L, sendo a relagcdo 4cido citrico : isocitrico
de 0,39.
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Sexto ensaio:
Tabela 4.23.: Sexto ensaio do planejamento (CaCO3= 10 g/L; EL/PL = 5/0; pH = 5,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 1,5 0 10,6 39,9
o) 25 9,4 0 - 22,5
3 43 15,4 0 7.9 42
4 43 15,5 0 10,3 51,3
5 66 16,7 3,3 18,8 43,5
6 92 17,5 9,7 27,3 24,9
7 115 15,8 15,8 33,6 6,2
8 140 16,5 20,3 35,6 4,3
9 162 16,6 13,0 40,6 0,0
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Figura 4.24.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o sexto ensaio do planejamento

No sexto ensaio do planejamento experimental também ocorreu uma
maior producdo de acido isocitrico do que de &cido citrico. A glicose foi
praticamente consumida num tempo de 140 horas. A relacdo acido citrico

isocitrico foi de 0,57.
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Sétimo ensaio:
Tabela 4.24.: Sétimo ensaio do planejamento (CaCOs= 0 g/L; EL/PL = 0/6; pH = 5,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (9/L) (9/L) (g/L)
1 0 0,4 0 6,3 52,5
2 25 8,1 0 5,4 49,7
3 49 15,7 0 9,6 29,1
4 75 8,8 4,2 14,3 14,9
5 103 14,1 7,7 19,4 4,8
6 103 14,1 5,3 18,7 64,0
7 124 16,1 6,5 22,3 61,1
8 146 19,7 10,5 26,7 51,7
9 170 17,7 12,5 31,8 46,2
10 220 17,6 11,7 30,2 40,1
11 245 18,2 13,6 38,9 30,1
12 268 17,9 15,1 46,6 21,2

70

4

60
T 50
=,
o —>—MS
w40 o
g‘ —— Citrico
‘-E 30 —A— Isocitrico
8 —&—CGlicose
5
O 20 1

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo (h)

Figura 4.25.: Cinética de consumo de glicose, producao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o sétimo ensaio do planejamento

O sétimo ensaio do planejamento experimental transcorreu durante 268
horas, sendo que a quantidade de acido citrico produzida foi inferior a quantidade

de acido isocitrico. A relacédo de producao desses dois acidos foi de 0,32.
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Oitavo ensaio:
Tabela 4.25.: Oitavo ensaio do planejamento (CaCOs= 10 g/L; EL/PL = 0/6; pH = 5,5)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 0,5 0 2,7 50,5
2 24 8,0 0 7.9 28,5
3 43 9,6 0 6,7 10,7
4 43 9,6 0 6,9 87,8
5 73 15,5 8,7 15,8 73,2
6 95 20,2 19,7 23,3 61,2
7 120 20,5 34,6 27,9 38,6
8 142 21,1 48,5 34,4 10,9
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Figura 4.26.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o oitavo ensaio do planejamento

O oitavo ensaio do planejamento experimental apresentou uma relagao
entre a quantidade de acido citrico e isocitrico produzido de 1,41, num tempo de
142 horas. A concentracdo final de &cido citrico foi de 48,47 g/L e de acido
isocitrico foi de 34,42 g/L. A produtividade de acido citrico ficou em 0,34 g/Lh e do
acido isocitrico de 0,24 g/Lh.

68



Nono ensaio:
Tabela 4.26.: Nono ensaio do planejamento (CaCO:= 5 g/L; EL/PL = 2,5/3,0; pH = 5,0)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 1,2 0 7,5 53,1
2 24 4,0 0 - 27,5
3 47 10,8 0 15,2 3,7
4 55 12,2 0 12,9 2,8
5 55 8,9 0 11,9 63,4
6 96 16,8 6,6 241 46,2
7 117 19,0 20,7 27,0 26,5
8 144 19,3 25,7 33,3 17,2
9 162 21,3 26,2 40,3 0,0

70,00

-

K=

o —>—MS

iy yys

g‘ —— Citrico
‘E —A— Isocitrico
8 —&—CGlicose
c

[e]

(&)

T T T T g

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (h)

Figura 4.27.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o nono ensaio do planejamento

Neste ensaio, a glicose foi totalmente consumida num tempo de 162
horas. A quantidade de acido citrico produzida, no entanto, foi menor que a
quantidade de acido isocitrico, ficando a relagdo entre a quantidade de acido

citrico : isocitrico em 0,65.
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Décimo ensaio:
Tabela 4.27.: Décimo ensaio do planejamento (CaCO3=5 g/L; EL/PL = 2,5/3,0; pH = 5,0)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 1,5 0,0 3,9 52,2
2 24 9,9 5,4 6,3 28,8
3 46 18,1 10,1 8,2 5,7
4 46 15,8 55 43 71,2
5 72 20,8 18,7 13,9 471
6 96 20,0 30,3 20,9 21,3
7 120 20,6 30,3 23,7 5,3
8 144 20,8 28,3 23,6 0,0
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Figura 4.28.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o décimo ensaio do planejamento

O décimo ensaio do planejamento experimental transcorreu num tempo
de 144 horas, sendo que a quantidade de acido citrico produzida foi maior que a
quantidade de &cido isocitrico, num tempo de 120 horas. A relacédo acido citrico :
isocitrico produzido foi de 1,29 e a glicose foi praticamente toda consumida

durante o ensaio.
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Décimo primeiro ensaio:
Tabela 4.28.: Décimo primeiro ensaio do planejamento (CaCO3= 5 g/L; EL/PL =2,5/3,0; pH = 5,0)

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 0,6 3,3 47 58,8
2 24 8,4 5,8 7.5 23,9
3 41 13,5 12,0 5,9 6,1
4 41 14,0 10,7 9,2 70,6
5 66 18,7 20,3 13,9 440
6 95 17,5 27,8 20,2 14,6
7 110 19,7 28,9 20,8 4,9
8 142 19,5 20,7 22,9 0,0
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Figura 4.29.: Cinética de consumo de glicose, produgao de acido citrico, isocitrico e massa celular
para o décimo primeiro ensaio do planejamento

Neste ensaio pode-se verificar que a relagdo de producdo de acido
citrico : acido isocitrico foi de 1,39, ficando, mostrando que a concentracgéo final de
acido citrico foi superior a concentragéo de acido isocitrico no tempo de 110 horas.
O tempo total de fermentagcéo foi de 142 horas e a glicose foi toda consumida.
Novamente se verificou uma diminuicdo na quantidade de acido citrico produzido

entre 110 e 142 horas.
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4.7. Resultados obtidos no teste com batelada alimentada

Os resultados obtidos com a fermentacdo em batelada alimentada
estdo apresentados na Tabela 4.29 e na Figura 4.30.

Tabela 4.29.: Resultados do ensaio com batelada alimentada

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 0,6 0 2,5 52,2
2 23 71 0 53 20,6
3 46 13,9 0,4 9,6 5,6
4 46 8,5 - 6,5 40,5
5 71 11,9 53 11,6 39,0
6 94 13,8 11,1 15,1 39,4
7 118 16,9 12,8 15,1 -
8 142 13,6 13,1 15,5 57,7
9 166 15,5 11,2 15,3 76,0
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Figura 4.30.: Cinética de consumo de glicose, producgao de acido citrico, isocitrico e massa celular do
ensaio conduzido em batelada alimentada

Pode-se observar que nao houve um aumento na producdo de acido
citrico e isocitrico ap6s o inicio da alimentacdo. A concentracdo de glicose
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aumentou no meio, indicando que 0 microrganismo nao estava consumindo o

nutriente.

4.8. Resultados do teste com adicao de EDTA no meio

O ferro atua como catalisador da enzima aconitase hidratase, enzima
responsavel pela isomerizagdo do acido citrico em isocitrico. Baseado nisso, foi
realizado um ensaio com adicdo de EDTA (um seqUestrante de ferro) ao meio de
fermentacao, visando assim inibir a atividade da aconitase e a producéo do acido
isocitrico. Os resultados dos testes com adigdo de varias concentragdes de EDTA
obtidos apds 168 horas de fermentacdo em frascos agitados estdo apresentados
na Tabela 4.30 e Figura 4.31. O meio utilizado foi o descrito na Tabela 3.2

Tabela 4.30.: Resultados obtidos nos ensaios com adi¢cdo de EDTA ao meio apés 168 horas

Molaridade do EDTA Glicose (g/L) Citrico (g/L) Isocitrico (g/L)
0 37,5 23,5 8,3
0,03 35,8 214 12,7
0,05 37,7 20,7 14,3
0,08 40,6 21,6 12,2
0,10 40,6 21,6 15,1

Pode-se observar que nao houve diferenga significativa na
concentragao final de acido citrico em nenhum dos ensaios realizados. O ensaio
que nao continha EDTA, apresentou uma concentragdo de 4acido citrico
ligeiramente maior do que os outros ensaios. Em relagdo ao acido isocitrico, a
menor concentracdo observada foi no ensaio sem adigdo de EDTA. Esses dados
evidenciam que a adi¢cao de EDTA né&o contribui para aumentar a quantidade de

acido citrico acumulado, tampouco para diminuir o acumulo de &cido isocitrico.
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Figura 4.31.: Concentragao de acido citrico e isocitrico apds 168 horas de fermentagao
em meio contendo diferentes concentragcdes de EDTA

4.9. Resultados do teste de adi¢ao de anti-espumante FG10

Nos ensaios realizados, 0 anti-espumante era adicionado de tempos em
tempos, numa quantidade fixa, devido ao fato de o meio aderir ao sensor de
espuma e manter a bomba alimentadora ligada constantemente. Em trabalhos
paralelos realizados no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Unicamp
constatou-se que o anti espumante Aratrop (utilizado em nossos ensaios) causava
a inibicado no crescimento de microrganismos produtores de inulinase e a
consequente diminuicdo na quantidade de enzima acumulada. Buscando
constatar se o mesmo efeito ocorre em fermentacées com Candida lipolytica,
realizou-se um ensaio nas mesmas condicdes dos pontos centrais do
planejamento experimental utilizando o anti espumante FG10. Os resultados deste
ensaio estao descritos na Tabela 4.31 e Figura 4.32.

Verificou-se, ao final de 212 horas de fermentacdo, uma concentracao
de 49,57 g/L de acido citrico e 21,87 g/L de acido isocitrico, com uma relacao
citrico : isocitrico de 2,27. Esta foi a maior relagdo obtida em nossos experimentos.

Os coeficientes de rendimento e as produtividades estao apresentadas na Tabela
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4.32.

Tabela 4.31.: Resultados do ensaio com adigao de anti-espumante FG 10

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1 0 - - 3,2 53,2

2 0 1,1 - 54,1

3 25 4,7 - 2,3 26,6

4 53 1,5 5,4 6,1 4.1

5 65 1,3 6,4 7.9 2,4

6 65 0,3 - 6,1 78,6

7 97 4.4 - 7,9 58,5

8 124 4.4 8,7 11,3 55,2

9 143 4,6 31,2 12,6 37,7

10 168 8,4 35,8 - 23,6

11 193 9,4 41,6 21,9 14,7

12 212 8,7 49,5 21,8 0,5
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Figura 4. 32.: Cinética de consumo de glicose, producgao de acido citrico, isocitrico e massa celular do
ensaio com adi¢ao anti-espumante FG10
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Tabela 4.32.: Comparagao entre os coeficientes de rendimento e produtividade obtidos nos ensaios
com adigao de anti-espumante FG 10 e a média dos pontos centrais

~ Coef. Rendimento Produtividade
Producao (g/L)

Ensaio (g/9) (g/Lh)
Citrico Isocitrico | Yciygioba)  Yiso(global) Pcit Piso
FG10 49,6 21,9 0,55 0,20 0,38 0,14
Pto. Central 1 26,3 40,4 0,41 0,45 0,16 0,25
Pto. Central 2 30,3 23,5 0,38 0,29 0,25 0,20
Pto. Central 3 29,0 20,8 0,28 0,18 0,26 0,19

Ao se comparar os resultados do experimento com o anti espumante
FG10 com os resultados dos pontos centrais do planejamento experimental,
observa-se um significativo aumento nos coeficientes de rendimento do &cido
citrico. Enquanto que o coeficiente de rendimento do acido citrico atingiu valores
entre 0,28 e 0,41 nos ensaios do planejamento, no ensaio com FG10 atingiu o
valor de 0,55. Para o acido isocitrico, os coeficientes de rendimento que, no
planejamento variou de 0,18 a 0,45, no ensaio com FG10 foi de 0,20. O valor da
produtividade também sofreu alteracbes devido a troca do anti-espumante.
Enquanto que o valor da produtividade de &acido citrico nos ensaios do ponto
central do planejamento variou de 0,16 a 0,26 g/(Lh), no ensaio com FG10 esse
valor passou a 0,38 g/(Lh), sendo que também foi observado uma diminuicao no
valor da produtividade do acido isocitrico, que, no planejamento variou de 0,25 a
0,19 g/(Lh), passou para 0,14 g/(Lh) no ensaio com FG10. Esses resultados
evidenciam que possivelmente o anti espumante Aratrop, utilizado anteriormente,
possui um efeito inibidor na producdo de acido citrico, devendo seu uso ser
descartado em trabalhos futuros.

4.10. Resultados do ensaio para verificacdo dos resultados obtidos

através do planejamento experimental

Para se verificar a tendéncia de aumento na concentracdo de acido
citrico, obtida do modelo do planejamento experimental, foi elaborado um ensaio
em que o extrato de levedura foi substituido pelo Prodex Lac® e este foi
adicionado numa concentracao de 8 g/L. Os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 4.33 e na Figura 4.33.

76



Tabela 4.33.: Resultado do ensaio de validagao do planejamento experimental

Amostra Tempo (h) Massa Seca Citrico Isocitrico Glicose

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 0 0,5 - 2,3 60,5
2 22 7,8 - 4.6 22,9
3 47 45 - 4.6 5,1
4 49 3,0 0,8 7,4 86,1
5 72 1,7 1,1 7,1 75,5
6 96 1,7 5,1 11,1 62,6
7 112 2,7 10,3 16,2 63,2
8 144 2,8 34,7 21,5 47,5
9 168 5,9 42,8 28,3 39,9
10 189 8,7 49,2 32,4 24,8
11 213 8,6 57,6 36,7 7.1
12 234 10,5 58,4 37,2 0,6
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Figura 4.33.: Cinética de consumo de glicose, produgio de acido citrico, isocitrico e massa
celular do ensaio para validagdo do modelo obtido através do planejamento experimental

O CaCOs; foi mantido na concentragédo de 10 g/L (nivel +1) pois um
incremento nesse valor causa um aumento na viscosidade do meio apés algumas
horas de fermentacéo, dificultando muito a aeracdo. O pH foi mantido no nivel +1

(5,5), pois nao apresentou efeito significativo na faixa estudada.
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O modelo obtido no planejamento experimental aponta que, um
aumento na quantidade de Prodex Lac® adicionado poderia provocar um aumento
na quantidade de &cido citrico produzida. Para verificar essa tendéncia, foi
realizado o ensaio fixando o Prodex Lac® em 8 g/L. No planejamento
experimental, o ensaio que apresentou a maior concentracdo de acido citrico foi o
ensaio 8, com um acumulo de 48 g/L. Neste teste foi obtido uma concentragéao de
58 g/L, confirmando a tendéncia fornecida pelo modelo obtido.

A relagéao citrico : isocitrico, neste caso, foi de 1,57, maior do que as
relagbes obtidas na maioria dos ensaios do planejamento experimental. O
coeficiente de rendimento global para o acido citrico foi calculado em 0,40 e para o
acido isocitrico, 0,24. Os rendimentos da fase de producao apresentados foram de
0,67 para o acido citrico e 0,35 para o acido isocitrico, sendo que a soma dos

rendimentos resulta em 1,02, enquanto que o rendimento teédrico é 1,06.

4.11. Comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho com as

publicacées mais recentes

Ao se analisar os trabalhos publicados recentemente no tocante a
producéo de acido citrico por leveduras, percebe-se que a diferenca fundamental
em relacdo a este trabalho, é a metodologia de separagéo e identificagcdo dos
isébmeros acido citrico e isocitrico. Crolla & Kennedy (2001), utilizando uma cepa
de Candida lipolytica NRRL Y 1095 e 157 g/L de n-parafina como fonte de carbono
obtiveram uma produc¢éo de &cido citrico de 9,8 g/L. O artigo ndo faz comentarios
sobre a producao de acido isocitrico, o qual foi calculado utilizando um método
colorimétrico, pois a coluna cromatografica utilizada pelos autores ndo consegue
separar substancias isbmeras. Antonucci et al. (2001) numa fermentagdo em
batelada com adi¢cao de dois meios de producao conseguiram na primeira adicao
de meio (150 g/L de glicose) uma producao de 35 g/L de &cido citrico e 8 g/L de
acido isocitrico; na segunda adigéo (100 g/L de glicose) a produgéo total de acido
citrico chegou a 60 g/L e a produgao de acido isocitrico chegou a 10 g/L utilizando
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uma cepa de Yarrowia lipolytica e o coeficiente de rendimento para o &cido citrico
calculado foi de 0,384. Anastassiadis et al. (2002) utilizando uma cepa de Candida
oleophila ATCC 20177 em fermentador com volume util de 600 mL e agitacao
magnética de 1000 rpm conseguiram, para um meio de produgdo com 209 g/L de
glicose, uma producdo de 79,1 g/L de &cido citrico e uma relacéo citrico :
isocitrico de 29,3 e um rendimento aproximado de 0,38. No entanto, o tipo de
coluna cromatografica utilizada na quantificagdo desses acidos nao garante a
separagao de isbmeros. Finogenova et al. (2002) utilizando etanol como substrato
e uma variedade de Yarrowia lipolytica chegaram a uma concentracao de 19 g/L
de acido citrico e 8,7 g/L de acido isocitrico utilizando uma metodologia enzimatica
de quantificacdo de acido isocitrico e a determinagdo do acido citrico sendo feita
por método quimico. Essas metodologias utilizadas nos trabalhos acima podem

“mascarar” o resultado, pois ndo sao especificas para compostos isdbmeros.

Neste trabalho, a metodologia empregada para a quantificagdo dos
acidos citrico e isocitrico foi amplamente testada e desenvolvida a fim de nao
mascarar os resultados obtidos, pois a coluna cromatografica utilizada é especifica

para separacao de isdmeros.

Os coeficientes de rendimento atingiram valores em torno de 0,6,
superior aos trabalhos mais recentes relatados na literatura sobre a producao de
acido citrico por leveduras, no entanto, inferior em relagdo ao trabalho publicado
por Rane & Sims (1993), onde os autores conseguiram um rendimento de 0,82 e
uma relacao citrico : isocitrico de 13 : 1 em fermentagcdo em batelada.

E relevante ressaltar que a literatura ndo menciona a producéo de acido
isocitrico por Aspergillus niger. No entanto, ao se observar os cromatogramas
obtidos de padrdes puros Sigma®, observa-se que este possui em torno de 5 a
10% de &acido isocitrico. Da mesma forma, os padrdes de &cido isocitrico
apresentam uma quantidade de &cido citrico que podem chegar a 50% da
amostra. As figuras 4.34 a 4.37 mostram os cromatogramas obtidos no HPLC,
com a coluna para separacgao de isébmeros, dos padrdes de acido citrico, isocitrico,
glicose e uma amostra obtida do fermentador.
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Figura 4. 36.: Solugao padrao de glicose
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Figura 4. 37.: Amostra obtida do caldo fermentado

Diante desses resultados acredita-se que a metodologia analitica para
separagao de isbmeros utilizada neste trabalho foi bastante especifica e, portanto,
mais confiavel que os métodos normalmente utilizados. Com a utilizagdo de outros
métodos os rendimentos obtidos seriam bem superiores, chegando até 100% e a
quantidade de acido isocitrico presente na amostra seria bastante significativa. Na
verdade, a presenca de acido isocitrico ndo € nenhum problema de contaminacgao.
A questao fundamental € quanto ao seu valor comercial ja que ele ndo tem poder

acidificante como o seu isdbmero, o acido citrico.
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5. Conclusoes

Em todos os ensaios realizados verificou-se que a producao de acido citrico

ocorre quando cessa o crescimento celular;

O uso de diferentes impulsores nao interfere na viabilidade celular, mas

provoca drasticas alteracdes na producao de acido citrico e isocitrico;

O impulsor tipo turbina de Rushton proporcionou uma razdo maior de acido
citrico : isocitrico, enquanto que os impulsores tipo hélice naval e de pas
inclinadas favoreceram um incremento na concentragao de acido isocitrico,

devido a condig¢des diferentes de oxigénio dissolvido no meio;

As concentragbes mais elevadas de oxigénio dissolvido no meio de
fermentacdo favorecem o acumulo de &acido citrico. A concentragbes de
oxigénio dissolvido entre 50 e 60%, observa-se uma concentragdo de acido
isocitrico maior que a concentracao de acido citrico. Para niveis de oxigénio
dissolvido maiores do que 70% o acumulo de &acido citrico é favorecido,

enquanto que a produgdo de 4cido isocitrico ndo sofre grandes alteragoes;

A adicdo de EDTA ao meio ndo provoca alteragdes significativas na
producéo de acido citrico e promove um aumento sensivel na producao de

acido isocitrico;

O anti espumante Aratrop inibe sensivelmente a producao de acido citrico e

sua substituicao por FG 10 proporciona uma melhora no processo;

A substituicao de extrato de levedura por Prodex Lac® no meio de cultivo
provoca um aumento na quantidade final de acido produzido, mas a relagéao

acido citrico : acido isocitrico permanece praticamente inalterada;

A adicdo de 10 g/L de carbonato de calcio (CaCO3) ao meio de cultivo
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promoveu um aumento na relacdo de acido citrico : isocitrico de 1,33 para
2,50 o que indica que o carbonato, em diferentes concentracbes pode

promover um incremento ainda maior na relagao entre os dois acidos.

» O extrato de levedura pode ser substituido pelo Prodex Lac® sem prejuizo

no acumulo de acido citrico;

= Através do Planejamento experimental foi possivel concluir que:

— O extrato de levedura pode ser substituido pelo Prodex Lac® diminuindo
o custo do meio de cultivo;

— A adicdo de CaCQOj3 provoca um aumento na concentragao final de acido
citrico;

— Dentro da faixa estudada, o pH ndo promove alteracdes significativas na

quantidade de acido citrico acumulada.
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6. Sugestoes para trabalhos futuros

Estudar uma batelada alimentada através do controle do pH pela
adicao de glicose no fermentador;

Estudar uma possivel inibicdo da aconitase na fase de producgéo
através da adicdo de um sal de calcio;

Estudar o efeito do acumulo de células através de um sistema de
reciclo de células.
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