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2 - PROCESSO C O N T Í N U O P A R A P R O D U Ç Ã O D E P E N I C I L I N A 

Estudamos a possibilidade de substituir o processo intermitente (batch 
process) pelo processo contínuo em fermentações mais complexas como é o 
caso da produção de penicilina (25). Não visamos obter maior rendimento 
ou reduzir o período de fermentação. O objetivo primário foi o de verificar 
se seria possível manter condições uniformes e invariáveis durante o pro­
cesso de operação contínua. Procedeu-se do seguinte modo : colocou-se 
na dorna o meio de cultura comumente usado pela indústria para a pro­
dução de penicilina pelo processo intermitente. Este meio consiste em 3 % 
de concentrado de água de lavagem do milho (corn steep solids), 3 % de 
lactose e 1% de carbonato de cálcio. Após a esterilização, o meio é semeado 
com 5% (calculados sobre o volume total do meio de cultura existente na 
dorna) de cultura pura de Penicillium chrysogenum Thom, estirpe Q 176 
da Universidade de Wisconsin. Deixa-se o fungo multiplicar durante 48 
horas, a fim de permitir um bom desenvolvimento micelial. Inicia-se agora 
a operação contínua, retirando-se parte do meio de cultura da dorna e adi-
cionando-se igual quantidade de meio de cultura esterilizado. Esta ope­
ração é realizada de modo que, num período de 48 horas, seja retirado um 
volume de produto fermentado igual ao volume total do meio de cultura 
existente na dorna, isto é, o ciclo total é de 48 horas. Depois de cada 12 
horas de operação contínua, é adicionado à dorna 0,01% de ácido fenila-
cético. Estas experiências realizadas mostraram que o meio de cultura uti­
lizado no processo intermitente para produção de penicilina não era ade­
quado para uso no processo contínuo, visto não ter sido possível manter 
condições uniformes durante a operação contínua (fig. 1). Verifica-se que, 
após 48 horas de operação contínua, a capacidade para produzir penicilina 
decresce gradualmente, ao passo que o pH tende a se elevar. Entretanto, 
quando se adicionaram ao meio de cultura já descrito 0,5% de glicose, foi 
possível a manutenção de condições uniformes durante a operação contínua 
quando se trabalhou com um ciclo de operação contínua não muito longo, 
isto é, cerca de 96 horas em operação contínua (fig. 1). Após operar durante 
48 horas continuamente, observa-se que a capacidade para produção de 
penicilina se mantém constante. O pH do meio de cultura conserva-se 
também constante. Estas experiências preliminares demonstraram que é 
possível o emprego de um processo contínuo para produção de penicilina. 
Atualmente, estão sendo realizados estudos a fim de averiguar a possibilidade 
de ampliar o período de operação contínua, bem como tentar aumentar o 
rendimento em penicilina e reduzir o ciclo de fermentação. 

3 - E N Z I M A S P R O D U Z I D A S P O R FUNGOS 

Continua a ser objeto de investigações intensivas em nosso laboratório, 
o aperfeiçoamento de processos para produção contínua de enzimas amilo-
líticas, em culturas submersas de fungos (26). N o trabalho apresentado ao 
4.° Congresso Internacional de Microbiologia, apresentamos resultados ob­
tidos nas pesquisas preliminares sobre a produção de enzimas amilolíticas 
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FIGURA 1.—Variação dos teores de penicilina, amónia e do índice pH, em diferentes 
fases do processo de fermentação contínua para produção de penicilina, em substra­
tos com e sem glicose. 
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por meio de culturas submersas de fungos. Os resultados obtidos eviden­
ciaram a potencialidade destas culturas como agentes de sacarificação do 
amido de vários substratos utilizados nas destilarias de álcool etílico. Em 
virtude de não termos ainda concluído as investigações sobre o processo 
contínuo para produção de enzimas em culturas submersas de bolores, apre­
sentaremos apenas um relato dos resultados obtidos até o momento. 

O processo utilizado originalmente para o cultivo submerso de bolor 
para obtenção de enzimas amilolíticas pode ser descrito, em linhas gerais, 
como segue : 

A cultura submersa de Aspergillus niger Van Tieghem, estirpe n.° 337 do 
Northern Regional Research Laboratory, Illinois, EE. UU., é propagada a 
uma temperatura de 30°C. O substrato utilizado consiste em vinhaça filtra-
daO), à qual se adiciona de 1 a 3 % de milho moído e 0 ,5% de carbonato 
de cálcio. Inicia-se a operação contínua cerca de 48 horas após a semeadu­
ra do substrato com cultura pura de Aspergillus niger. Adotou-se na operação 
contínua um ciclo total de 48 horas. Denomina-se ciclo total o tempo ne­
cessário para retirar um volume total de cultura submersa igual ao volume 
total de substrato existente no propagador da cultura submersa. Um agi­
tador tipo turbina é utilizado para provocar a dispersão do ar esterilizado 
introduzido para o arejamento da cultura. A agitação produz também uma 
uniformização do meio de cultura. Um arejamento satisfatório é obtido 
pela introdução de uma quantidade de ar igual a 34 do volume total de 
meio existente no propagador, por minuto. Quando se trabalha com um 
grande volume de cultura submersa, 1/8 de volume de ar, baseado no v o ­
lume total de meio a arejar, é suficiente para produzir um bom arejamento. 
O sistema consistiu em um único propagador e a duração da operação con­
tínua foi limitada a cinco dias. 

A análise das culturas submersas obtidas mostrou que as três enzimas, 
alfa-amílase, máltase e dextrinase limite( 2) provavelmente são as mais im­
portantes na sacarificação do amido. Destas três enzimas, a máltase sofreu 
um decréscimo significativo em sua atividade durante a operação contínua 
(fig. 2). Verificou-se também que os mostos de cereais sacarificados com 
cultura submersa retirada, em dias consecutivos, do propagador que estava 
trabalhando em operação contínua, e depois fermentados, mostraram um 
decréscimo no rendimento alcoólico (fig. 3). Mostos sacarificados com cul­
turas submersas do propagador que, havia 24 horas, estava trabalhando 
em operação contínua, apresentaram um rendimento alcoólico de 5,5 p.g./-
bu.( 3 ) . Mostos sacarificados com culturas submersas do propagador que, 
havia 96 horas, estava trabalhando em operação contínua, apresentaram 
um rendimento alcoólico de 4,8 p.g./bu. Este decréscimo no rendimento 
alcoólico se correlaciona com a idade da cultura submersa utilizada na 
sacarificação do mosto e está também em correlação com o decréscimo da 

( 1) Tradução da expressão inglesa distillers'thin stülage. 
(2) Tradução da expressão inglesa limit dextrinase. 
( ) Abreviação da expressão inglesa proof gallons per bushel. Esta expressão indica a quantidade 

de álcool a 50% obtida de cada "bushel" de cereal fermentado. No caso citado, o rendimento foi de 5,5 
galões de álcool a 50%, obtido de cada "bushel" de cereal fermentado. 



OUT. 1950 FERMENTAÇÕES INDUSTRIAIS 2 9 1 

I 
4 

N d 
2 
< 

4 
u. 

g ' 
K l * 

u 
O 

>5s. 

et 

0 
50 

40 

30 

20 

10 

1 0 
j_ 40 
oe »-
S 30 
° X 
( A 
4 i 20 
O U 

I-
ui 5 

g 5 
x 2 o 

\'Z^mwmm * 
,— — — — —< 

A 

— ' — . ^ • . o 

B 

— SUBSTRATOS CO 
• • - • S U B S T R A T O S CO 

M Vyo DE MILHO 
M 3% DE MILHO — 

C 

— SUBSTRATOS CO 
• • - • S U B S T R A T O S CO 

M Vyo DE MILHO 
M 3% DE MILHO — 

IDA0E 0A C U L T U R A SUBMERSA EM HORAS 

FIGURA 2.—Variação do poder enzimático, em diferentes fases do processo de propa­
gação contínua de Aspergillus niger em substrato com 1% e 3 % de milho. A-Uni­
dades de alfa-amílase. .B-Atividade da máltase (percentagem de maltose transfor­
mada em glicose). C-Atividade da dextrinase-limite (percentagem de dextrinas-limite 
transformada em glicose). 

atividade da máltase nas culturas submersas retiradas, em dias consecu­
tivos, do propagador trabalhando em operação contínua. 

O decréscimo no rendimento alcoólico pôde ser atenuado pela modifi­
cação na composição do meio de cultura utilizado na propagação do bolor, 
bem como pela introdução de certas modificações na operação de cultivo 
do bolor. As modificações introduzidas consistiram em abaixar a tempera­
tura de multiplicação do fungo para 25°C e em elevar a concentração de 
milho, no meio de cultura, utilizado para o cultivo do bolor. Mesmo assim, 
verificou-se um decréscimo no rendimento alcoólico dos mostos sacarifi­
cados com culturas submersas mais velhas, retiradas do propagador tra­
balhando em operação contínua (fig. 3) . Entretanto, o rendimento alcoólico 
de mostos sacarificados com cultura submersa, retirada de um propagador, 
que estava trabalhando continuamente durante uma semana, foi ainda 
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FIGURA 3.—Variação do rendimento alcoólico em mostos sacarificados por culturas sub­
mersas, obtidas em diferentes fases do processo de propagação contínua, usando 
substratos com 1 % e com 3 % de milho. 

igual ao de mostos sacarificados com malte de cevada. Conclui-se, das 
experiências citadas, que o processo contínuo para produção de uma pre­
paração enzimática não é um problema tão simples como possa parecer à 
primeira vista. Ê um problema muito mais complexo que o da produção 
contínua de penicilina, fermento ou álcool. O estudo das diversas enzimas, 
que atuam na sacarificação do amido, mostra maior correlação entre a ati­
vidade da máltase e o rendimento alcoólico. Não se pôde provar se a ativi­
dade da máltase é responsável, de per si, pela variação no rendimento al­
coólico de mostos sacarificados com culturas submersas de bolores, ou se 
outros fatores exercem também influência nesta variação no rendimento 
alcoólico. 
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4 - P R O D U Ç Ã O D E ÁLCOOL E T Í L I C O 

Diversos processos foram investigados para a produção de álcool etílico 
em um sistema contínuo. Utilizamos em nossas experiências vários subs­
tratos e variamos também a aparelhagem empregada. Quando se realizou 
o 4.° Congresso Internacional de Microbiologia, em 1947, apresentamos um 
trabalho referente a um processo de fermentação contínua de mostos de 
cereais, hidrolisados com ácidos minerais (27). Vamos relatar agora dois 
processos para a fermentação contínua de mostos de cereais sacarificados 
com culturas submersas de bolor e um outro processo para a fermentação 
contínua do melaço. 

4.1 - SACARIFICAÇÃO POR MEIO DE CULTURA SUBMERSA DE BOLOR 

Quando a sacarificação dos mostos de cereais é realizada por ação enzi­
mática e o mosto sacarificado vai alimentar um sistema de fermentação 
contínua, a utilização de enzimas segregadas por fungos é a que oferece 
maiores vantagens. Estas preparações enzimáticas podem ser obtidas em 
condições assépticas, e o processo para multiplicação do fungo é relativa­
mente simples e econômico. O emprego do malte não é recomendado, por 
se tratar de um produto que quase sempre contém certa percentagem de 
bactérias, bolores e outros microrganismos. A utilização do malte no sis­
tema em operação contínua resultará numa multiplicação desses agentes 
contaminantes que certamente irão provocar fermentações indesejáveis com 
consequente redução no rendimento alcoólico. Além disso, o produto final 
resultante da fermentação nunca poderá ser uniforme. 

As principais vantagens, oferecidas pelo uso de culturas submersas de 
fungos, são as seguintes : a) o preço de custo da operação de sacarificação 
é menor que o da sacarificação pelo malte ; b) substratos simples podem 
ser utilizados como meio de cultura para a multiplicação do fungo, cons­
tituindo um agente de sacarificação bastante viável nos países onde há 
escassez de bom malte ou onde o preço do malte seja excessivamente ele­
vado ; c) a operação de fermentação pode ser realizada assèpticamente, 
obtendo-se mostos livres de contaminantes ; d) a sacarificação é mais efi­
ciente que pelo uso de malte de cevada ; e) as culturas submersas de fungos 
possuem teor elevado de elementos nutritivos para o fermento alcoólico, 
possibilitando a preparação de mostos de substratos pobres em fatores de 
crescimento para o fermento. 

4.2 - PROCESSO AMILO 

Realizamos experiências em que a sacarificação dos mostos de cereais 
foi conduzida pelo processo amilo (26). Os resultados obtidos foram com­
parados com os conseguidos em um outro processo de sacarificação que 
descreveremos mais adiante. O sistema utilizado para o processo amilo 
consistiu em dois vasos, sendo que o primeiro recebeu o nome de pré-fer-
mentador e o segundo de fermentador. A goma de cereal, não sacarificada, 
existente no pré-fermentador, é semeada com 10% (baseados no volume 



294 B R A G A N T I A V O L . 10, N . ° 10 

total de mosto a ser preparado) com cultura submersa de Aspergillus niger, 
estirpe NRRL-337. Após a adição da cultura submersa ao pré-fermentador, 
inicia-se a operação de arejamento por meio de dispersão mecânica. Por 
meio desse arejamento, obtém-se uma uniformização da goma, ao mesmo 
tempo que se oferecem condições favoráveis para a secreção enzimática por 
intermédio do fungo. A goma de cereal sacarificada é transferida para o 
fermentador onde se processa a fermentação do mosto. O uso deste pro­
cesso contínuo deu ótimos resultados. Apresentou, entretanto, duas des­
vantagens acentuadas : a) é necessário trabalhar com grande volume de 
mosto e, se houver contaminação, esta acarretará quebra no rendimento 
alcoólico ; b) um tempo prolongado é necessário para preparar o mosto 
para a fermentação propriamente dita, incorrendo deste modo num aumento 
do ciclo total de fermentação. 

4.3 - FERMENTAÇÃO DO MOSTO PELO PROCESSO "CONVENCIONAL" 

O processo para fermentação alcoólica em operação contínua, de mostos 
de cereais, que recebeu maior atenção em nosso laboratório foi aquele por 
nós denominado processo do tipo "convencional". Neste processo, a 
produção de cultura submersa do fungo e a fermentação constituem ope­
rações independentes. Deste modo, a sacarificação da goma de cereal 
pode ser realizada do mesmo modo que no processo comum de sacarificação 
pelo malte, isto é, a cultura submersa do fungo é adicionada à goma não 
sacarificada em operação que precede à fermentação. 

O processo utilizado experimentalmente, até há pouco tempo, consistia 
na fermentação de mosto de milho sacarifiçado com 15% (baseados no 
volume total do mosto a preparar) de cultura submersa de Aspergillus niger, 
estirpe NRRL-337. Uma quantidade suficiente era preparada de modo que 
pudesse suprir o sistema para fermentação contínua pelo espaço de 24 horas. 
A fermentação contínua é realizada num sistema constituído por dois fer-
mentadores. O primeiro fermentador, denominado fermentador primário, 
opera num ciclo de 18 horas, e nele se processa a maior parte da fermen­
tação, que é completada no fermentador secundário. N o fermentador pri­
mário, o teor de açúcar do mosto cai de um valor inicial de cerca de 12% 
para, aproximadamente, 2 % ; a população de fermento permanece mais 
ou menos constante, variando entre 120-140 milhões de células por mililitro 
de mosto. Um período adicional de 18 horas é requerido para completar a 
fermentação do mosto no fermentador secundário. 

Estudou-se também a influência da percentagem do agente sacarifi­
cante utilizado e do ciclo de fermentação sobre o rendimento alcoólico. 
Sacarificamos mostos com 10, 15 e 2 0 % (baseados no volume total de mosto 
a ser preparado) de cultura submersa de Aspergillus niger e, em seguida, 
os mostos obtidos foram fermentados durante 24, 36 e 43 horas. Variou-se 
o período de fermentação pelo ajustamento do volume do mosto no fer­
mentador secundário. Quando desejávamos um ciclo de fermentação mais 
curto, retirávamos uma quantidade maior de mosto no fermentador secun­
dário, por unidade de tempo, de modo que o nível no fermentador secun-
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dário tende a baixar quando se trabalha com um ciclo de fermentação mais 
curto. A relação seguinte apresenta os rendimentos alcoólicos obtidos de 
mostos sacarificados com 10, 15 e 2 0 % de cultura submersa de Aspergillus 
niger, utilizando-se ciclos de fermentação de 24, 36 e 43 horas. 

PERCENTAGEM DA CULTURA Rendimento alcoólico 
SUBMERSA UTILIZADA NA ClCLO DE FERMENTAÇÃO calculado SÔbre O 
SACARIFICAÇÃO DA GOMA EM HORAS substância original 

p.g./bu. 
10 24 ... 4,41 
10 36 4,64 
10 43 5,14 

15. 24 4,88 
15 36 5,27 
15 43 5,40 

20 24. . . . . 4,83 
20. 36. 5,30 

A fermentação mais rápida, e que deu rendimento alcoólico equiva­
lente ao obtido na fermentação intermitente, de mostos sacarificados com 
malte, foi obtida pelo emprego de 15% de cultura submersa na sacarificação 
da goma e operando-se num ciclo total de fermentação de 36 horas. O ren­
dimento alcoólico não aumentou, de maneira significativa, pela elevação 
da percentagem de cultura submersa utilizada na sacarificação da goma. 
Além disso, operando com um ciclo de fermentação de 36 horas, a fermen­
tação foi incompleta, como evidencia o rendimento alcoólico muito mais 
elevado obtido de mostos operando com um ciclo de fermentação de 43 
horas. 

Em experiências mais recentes, o ciclo de fermentação de mostos de 
cereais sacarificados com 15% de cultura submersa de fungo foi reduzido, 
em virtude de melhoramentos introduzidos no processo, e pelo desenvol­
vimento de um método mais eficiente para a produção de culturas sub­
mersas. O equipamento melhorado está representado na figura 4. O apa­
relhamento utilizado permite a alimentação simultânea de um tubo em U 
com goma não sacarificada e cultura submersa do fungo. Esta mistura 
permanece no tubo durante aproximadamente 10 minutos e, a seguir, é 
bombeada para o fermentador primário. O fermentador primário trabalha 
com um ciclo de 5 horas. O mosto em fermentação é transferido para o 
fermentador secundário, onde o ciclo de fermentação é regulado pela deter­
minação do rendimento alcoólico ótimo. Um ciclo total de 30 horas foi 
suficiente para se obterem rendimentos alcoólicos iguais aos obtidos pos­
teriormente, quando se utilizou um ciclo de fermentação total de 36 horas. 
O ciclo de fermentação de 5 horas para o fermentador primário foi deter­
minado por cálculos baseados nas curvas de multiplicação ou de crescimento 
(growth curves) do fermento alcoólico na fermentação intermitente, de acordo 
com o método de Adams e outros (21). Este ciclo permite manter a popu­
lação de fermento constante e a um valor predeterminado. 

Modificações no sistema de preparar a cultura submersa do fungo con­
tribuíram bastante para reduzir o ciclo de fermentação ; estes melhora­
mentos iá foram anteriormente mencionados. 



5 - R E S U M O E CONCLUSÕES 

Relatamos os resultados obtidos em nossas investigações sôbre pro­
cessos de fermentação contínua, bem como experiências realizadas por ou­
tros pesquisadores. Estas investigações demonstraram que o processo de 
fermentação contínua é bastante viável para a produção de álcool etílico. 

( l ) Estirpe n.o 90 da coleção de Joseph E. Seagram & Sons, Inc., obtida de melaço javanês. 



Os resultados obtidos demonstram também a praticabilidade da utilização 
de um processo contínuo para a produção de um número variado de pro­
dutos resultantes de fermentação, tais como fermento alimentício, antibió­
ticos e enzimas. De maneira geral, o processo contínuo é tão econômico 
como o processo intermitente, com a vantagem de exigir aparelhagem mais 
reduzida ou, pelo menos, menor. A vantagem indiscutível do processo con­
tínuo baseia-se no fato de ser possível um controle mais perfeito, assegu­
rando, deste modo, a obtenção de um produto mais uniforme em qualidade. 
Além disso, esse processo elimina a possibilidade de se trabalhar em um 
sistema contaminado, o que constitui vantagem marcante na manutenção 
de um alto "standard" para a qualidade do produto. 

SUMMARY AND CONCLUSION 

The data which we have presented from some of our investigations and from those 
of other workers, show that a continuous fermentation process for the production of 
ethyl alcohol is feasible. This can be accomplished by using a variety of substrates and 
processes. The data also demonstrate the feasibility of continuous processing for the 
production of a variety of other fermentation products such as yeast, antibiotics and 
enzymes. Continuous processing, in general, is at least as economical as batch processing 
and usually requires less or smaller equipment. The indisputable advantage of conti­
nuous processing lies in the high degree of control which it makes possible, thereby in­
suring uniform quality of the product. In addition, a continuous processing precludes 
operation of a contaminated system — a distinct advantage in recovery and mainte­
nance of quality standards. 
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