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RESUMO - O é&cido itac6nico, listado como um dos 12 mais promissores produtos
quimicos obteniveis de biomassa, pode ser produzido por fermentacdo de agUcares por
fungo filamentoso Aspergillus terreus. O &cido orgénico, de aplicagdo nas areas de
polimero, agricultura, farmacéutica e medicina, atrai interesses de desenvolvimento de
processos fermentativos com alta produtividade. Para tal, a identificacdo de um
microrganismo com capacidade significativa de producéo permite, a posteriori, um estudo
dos componentes do meio que aumente da produtividade, atentando para a o fator aeracéo,
essencial na producdo de acido itacénico. O presente trabalho inicialmente selecionou
uma entre duas linhagens de Aspergillus terreus (DSMZ 826 e DSMZ 5770) que
produzisse &cido itacbnico em maior concentracdo em meio com glicose como fonte de
carbono. A linhagem selecionada foi utilizada para testes de volume de meio reacional,
diretamente relacionado a aeracdo da fermentacdo em escala de bancada. Por fim, testou-
se uma segunda fonte de carbono: a sacarose. Os resultados indicaram que A. terreus
DSMZ 5770 produz &cido itacbnico em maiores concentragdes (31g/L) em comparagdo
com a linhagem DSMZ 826 (1g/L) em meio de glicose. A obtencéo de acido itacénico por
A. terreus DSMZ 5770 em volume de 100 mL apresentou melhor condigéo para producao
(22g/L) comparado com 150 mL (14 g/L). Por fim, ndo houve diferenca significativa entre
os valores de acido itacénico produzido em sacarose (26g/L) e glicose (28 g/L).

1. INTRODUCAO

O interesse comercial do acido itaconico é evidente, ja que o resultado da polimerizacdo do
didcido como homopolimero ou copolimero ¢ um produto biodegradavel (Hughes e Swift, 1992)
potencialmente aplicavel em areas como quimica de polimeros (resinas, poliésteres plasticos, vidro
artificial), nos setores de agricultura, farmacia e medicina (preparacdo de compostos bioativos)
(Pfeifer, 1952; Okabe, 2009; Kuenz, 2012). Tais caracteristicas torna o acido itacénico um potencial
protagonista de otimizacdo de processo de producdo. A rota quimica de obtencdo producdo do acido
pode ser realizada pela desidratacdo ou pirdlise de &cido citrico, por descarboxilagdo de &cido
aconitico, ou partir da fermentacdo de acucares (Pfeifer, 1952), sendo a dultima utilizada
industrialmente e atende a necessidade de processos por fontes renovaveis.

Apesar do reconhecimento do &cido itaconico como um potencial bloco de construcdo para
obtencdo de produtos bio-derivados (DOE, 2004), ainda ndo foi atingido o potencial de producéo,

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 1



Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

estando incluido ainda num mercado de nicho em muitas economias (ltaconic Acid - Global Strategic
Business Report, 2011). Tal fato é evidenciado por ainda ser produzido industrialmente em poucos
paises (Tabela 1), o que resulta em uma producdo bem abaixo da demanda mundial (Itaconic Acid -

Global Strategic Business Report, 2011).

Tabela 1 - Produtores de &cido itaconico no mundo (Okabe et al., 2009).

Empresa
Pfizer Food Science
Iwata Chemicals
Tianli Biological Fermentation Factor
Gansu Feipeng Biochemical Co. Ltd.
Chengdu Lake Biology Engineering Industry
Nanjing Huajin Biologicals Co. Ltd.
Jiangsu Binhai Sanai Biological Co. Ltd.
Rhodia
Zhejiang Guoguang Biochemical Co. Ltd.
Cargill/Cultor Food Science

Shandong Zibo Zhongshun

Science & Technology Co. Ltd. Diversified Co. of

Zibo Mineral Bureau

Guangdong Leizhou Yueli IA Co. Ltd.

Qingdao Langyatai Group

Localizacéo

New York, USA;
Sandwick, UK

Kyogyo, Japan
Yunnan, China
Gansu, China
Sichuan, China
Nanjing, China
Jiangsu, China
Melle, France
Zhejiang, China
Eddyville, USA
Shandong, China

Zibo, China

Guangdong,
China

Qingdao, China

Encerrou a producéo de &cido itaconico em 1996
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O custo de producdo do &cido itacbnico por rota biotecnolégica depende de custos com a
matéria prima, fermentacdo e separacdo. Apesar dos custos de fermentacdo e purificacdo serem as
maiores barreiras do processo, € esperado um rapido desenvolvimento tecnolégico que possa
contornar as limitagdes do processo. Reconhecidamente, inovagdo, competitividade de custos e
expansdo global sdo os principais determinantes do sucesso no mercado de produtos quimicos
renovaveis (Global Strategic Business Report, 2011). Neste ambito, a producdo de biomoléculas a
partir de matéria prima mais barata vem atraindo pesquisas para obtencdo diversos produtos. Como
exemplos, podem ser citados alguns trabalhos dedicados a tornar possivel a utilizagdo de madeira
hidrolisada e milho como matéria prima de baixo custo para fermentacdo por fungo filamentoso
(ITACONIX, 2009; Klement et al., 2012).

Observa-se que estudos ainda sdo necessarios para que a producdo de acido itaconico seja
superior e mais rentavel. De acordo com o estudo do Departamento de Energia dos Estados Unidos, €
necessaria a reducdo do custo de producdo do &cido itacbnico para, pelo menos, US$ 0,5/kg para que
esse seja competitivo com a atual cadeia de produtos da industria quimica — o valor de venda atual
varia de US$ 1.5-2.5, custando em torno de US$ 1,2 quando comprado em toneladas (Klement e
Bichs, 2013). Para tal resultado, o rendimento de produto por substrato consumido se torna um
importante parametro para a reducdo de custos. No caso do uso de matéria prima de baixo custo,
mesmo que seja mantido o valor do rendimento, o baixo custo do substrato resultaria em maior
rentabilidade do produto. Sendo assim, fazer uso de fontes de substrato mais batatas € uma das
estratégias de reducdo do custo da producdo, devendo esta ser consideradas em pesquisas para tornar
0 produto mais atraente economicamente.

Este trabalho realizou testes comparativos de obtencdo de acido itaconico por Aspergillus
terreus DSMZ 826 e 5770, além de realizar testes de producdo em diferentes condicdes de agitacéo
(por conseguinte, aeracdo) e em presenca de glicose e sacarose como fontes de carbono, considerando
que a sacarose poderd ser substituida por melaco, matéria prima de baixo valor comparado com
glicose e sacarose, de acordo com analises posteriores.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Composicao do meio e condigOes de cultivo

Os meios de cultivo foram preparados com glicose para o teste cinético e de volume, e com
glicose e sacarose para o teste da fonte de carbono. A composi¢do do meio teve como referéncia o
trabalho de Kuenz et al (2012). O cultivo foi realizado em frascos cénicos de 500 mL de capacidade.
O meio de producdo utilizado continha, por litro, 120 g de glicose ou 114 g de sacarose, 0,1 de fosfato
de potassio monobasico, 3 g de nitrato de amdnio, 1 g de sulfato de magnésio hepta hidratado, 5 g de
cloreto de calcio dihidratado, 1,67 ppm de cloreto de ferro hexahidratado, 0,008 g de sulfato de zinco
heptahidratado, e 0,015 g de sulfato de cobre heptahidratado. O ajuste do pH foi feito com acido
sulfurico até pH 3. O meio foi esterilizado em atmosfera Umida por 20 minutos a 111°C, exceto a
solugéo de cloreto de ferro, a qual foi esterilizada separadamente por filtragdo com membrana de poro
de 0,2 pm. A fermentacdo foi conduzida em agitagdo constante (150 rpm, com deslocamento da
camara agitadora de 60 mm) a 33°C.
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2.2. Quantificacdo de substrato, acido itacénico e concentracdo celular

A determinagdo da concentracdo de agucares e &cido itacénico foi realizada utilizando HPLC
Bio-Rad equipado com coluna HPX-87H, H,SO, a 5 mM como fase movel, numa vazdo de 0,7
mL/min, e deteccdo por indice de refracdo a 35°C. A concentracdo de esporos foi determinada por
contagem em camara de contagem espelhada e a massa celular foi determinada em balanga de
umidade com secagem por infravermelho a 105°C até massa constante.

2.3. Producéo de &cido itaconico: teste de cinetica, aeracao e fonte de carbono

Para que fosse obtido um perfil cinético do cultivo, realizou-se a fermentacdo em multiplos
frascos agitados, todos com a mesma concentracdo de componentes e com glicose como fonte de
carbono, variando apenas a cepa de micro-organismo inoculado. O perfil cinético foi determinado a
cada 48 horas, durante 240 horas, em duplicata.

Os experimentos de cinética permitiram a selecdo do micro-organismo Aspergillus terreus DSM
5770 como um potencial produtor de &cido itaconico. Diferentes volumes de cultivo representam
diferentes taxas de transferéncia de oxigénio para o meio. O teste do efeito da producdo acido
itaconico e a aeracao do cultivo, representado pelo uso de 100 ou 150 mL de meio de producéo, foi
realizado com 0s mesmos componentes e concentracdes do meio de cultivo utilizado para a avaliacdo
cinética. Os resultados de concentracdo de glicose, massa seca de células e acido itaconico foram
obtidos em 192 e 240 horas, em triplicata.

Por fim, foi avaliada a producdo de acido itacbnico em diferentes fontes de carbono.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise cinética

A determinacdo do perfil cinético é importante para conhecer em qual etapa de cultivo o acido
itaconico é produzido, se existe uma extensa fase lag de crescimento, assim como conhecer se a
producdo do acido acompanha ou ndo o crescimento do micro-organismo. A Figura 1 apresenta o
perfil cinético de crescimento e de producao por Aspergillus terreus DSM 826 (a) e DSM 5770 (b),
assim como o consumo de substrato. A comparacdo da producdo pelas diferentes linhagens é
claramente diferenciada. Observa-se na Figura 1 (a) que a linhagem A. terreus DSM 826 pouco
produziu &cido itacénico ao longo de 10 dias de fermentacdo. O tempo total do experimento ndo foi
suficiente para esgotar a glicose adicionada, utilizada preferencialmente para o crescimento celular
que para a producdo do &cido de interesse. Em contrapartida, o perfil de producéo ilustrado na Figura
1 (b) caracteriza a linhagem DSM 5770 como potencial produtora de acido itac6nico, atingindo o
valor de 31,5 g/L. O perfil cinético obtido, entdo, permite analisar que a producdo do &cido se inicia
quando a concentragdo celular apresenta valores em torno de 15¢/L, sendo que este valor ndo passou
de 20 g/L durante todo o tempo do processo. Isto identifica a produgdo como ndo associada ao
crescimento. Com este resultado, foi selecionada a linhagem A. terreus DSM 5770 para as avaliagdes
seguintes de producéo de acido itaconico.
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Figura 1 - Perfil cinético de producdo de células e &cido itaconico por Aspergillus terreus DSM 826
(a) e DSM 5770 (b), em meio de cultivo contendo glicose como substrato. Concentracdo de células
(g/L) (a); concentracdo de glicose (g/L) (¢);concentracdo de &cido itaconico (g/L) (m).

3.2. Anédlise de agitacédo/aeracao

A andlise de aeracdo em frascos agitados pode ser feita pela constatacdo da producdo em alturas
de liquido diferentes. Os resultados apresentados na Tabela 2 confirmam de forma clara que a
producdo de &cido itacdnico é influenciada com a aeracdo do meio de producdo. A andlise da Tabela 2
permite avaliar que, para um frasco cénico com o mesmo volume e formato, o uso de volume maior,
de 150 mL, resultou em menos producdo de &cido itaconico comparado com o uso de 100 mL.
Mesmo sendo pouca a diferencga das alturas do liquido, a produ¢do em 150 mL de meio foi cerca de
60% daquela de 100 mL.
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Tabela 2 - Producéo de &cido itaconico em cultivo em frasco agitado de 500 mL contendo 100 mL e
150 mL. Resultados de concentracédo celular, de glicose e de acido itacdnico nos tempos 0, 192 e 240
horas. Erro experimental menor que 10%.

Volume reacional: 100 (mL) Volume reacional: 150 (mL)
Tempo Massa celular = Glicose = Acido itaconico Massa Glicose = Acido itaconico
(h) (a/L) (g/L) (g/L) celular (g/L) = (g/L) (g/L)
0 0 120,0 0 0 120 0
192 21,7 48,4 20,5 19,76 58,6 10,1
240 25,6 38,0 22,6 34,1 53,3 14,0

O maior volume diminui o espago vazio do frasco, disponibilizando menor aeragéo. Além disso,
0 maior volume diminui a taxa de transferéncia dos gases para 0 microrganismo sintetizador. Estudos
de Kuenz et al (2012) e Gyamerah (1995) dentre outros mostram que pequenas paradas na
agitacdo/aeracdo sao suficientes para que a producdo de acido itaconico caia drasticamente. O
resultado apresentado nesse trabalho sugere que a menor disponibilidade de oxigénio proporciona
maior crescimento celular em detrimento da producao de &cido, o que ndo é interessante. Com essa
conclusdo, os experimentos seguintes foram realizados utilizando volume reacional de 100 mL.

3.3. Analise de fermentacdo com glicose ou sacarose como fonte de carbono

O uso de fonte de carbono de menor custo € uma das possiveis alternativas para a producéao
viavel economicamente. A analise do perfil de producéo de acido itacénico por A. terreus DSM 5770
por sacarose busca a possibilidade de analises de outra matéria prima que contém sacasose, COmMo 0
melaco. A comparacao da producdo por diferentes fonte de carbono, sendo elas glicose e sacarose, é
apresentada na Tabela 3. A diferenca de concentracdo inical de substrato € justificada pela
equivaléncia em namero de carbonos entre uma concentracdo e outra. Ao final de 10 dias de
fermentacdo foram produzidos 26 g/L de acido por glicose e 28,6 g/L de &cido por sacarose,
resultando em um rendimento de Yp;s de 0,34 g de &cido itaconico/g de glicose e 0,25 g de 4cido
itaconico/g de sacarose respectivamente. O valor de rendimento é maior quando utilizada a sacasose.
Entretando, a produtividade obtida ndo é significativamente diferente (0,11 g.L™".h™ para a producéo
com glicose e 0,12 g.L™.h™ para a producdo com sacarose). No que tange 0 consumo de substrato
observa-se que a sacarose € possivelmente mais rapidamente consumida pelo microrganismo
avaliado.
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Tabela 3 - Producéo de &cido itacbnico com glicose e sacarose. Resultados de concentracao celular,
de glicose e de &cido itaconico nos tempos 0, 192 e 240 horas. Erro experimental menor que 10%.

Substrato: glicose Substrato: sacarose
Glicose Acido itaconico Sacarose Acido itaconico
Tempo (h
PO g (/) (/L) (/L)
0 120,0 0 114,0 0
192 60,4 15,8 11,0 19,4
240 44 2 26,0 2,9 28,6

4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados identificam o micro-organismo Aspergillus terreus DSM 5770 como
potencial produtor de &cido itaconico a partir de glicose comparado com a producdo por Aspergillus
terreus DSM 826. Além disso, foi confirmada a importancia da aeragdo do processo por testes de
diferentes volumes reacionais para frasco de mesmo volume total. Em processos realizados em escala
de bancada é importante que o volume reacional ndo seja prejudicial & producdo, ja que a aeracéo é
obtida pela agitacao e problemas de transferéncia de massa podem ser mais evidentes.

Constatou-se que a producéo por Aspergillus terreus DSM 5770 tendo como substrato a resulta
em producdo de &cido itacdnico comparavel aquela realizada com glicose. Isso possibilita avaliacGes
posteriores para busca de outras matérias primas mais baratas que contenham também sacasose, como
0 melaco.

Visto que o acido itacdnico € um produto comercialmente interessante, a otimizacdo da
producdo se torna cada vez mais valido. O uso de materiais de fontes de baixo valor aumenta a
perspectiva de producdo a baixo custo. O estudo da fermentacdo a partir de glicose e sacarose abre
horizontes para a utilizacdo de matérias primas de pouco valor agregado gue, ao ser disponibilizado o
acucar fermentescivel, o cultivo por Aspergillus terreus DSM 5770 em meio otimizado, pode ser um
método bastante promissor para a obtencdo de acido itacdnico em altas concentracdes.
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