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MANIPUEIRA COMO SUBSTRATO NA BIOSSINTESE
DE ACIDO CITRICO POR Aspergillus niger
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RESUMO: O trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade do uso da manipueira, residuo liquido resultante da
prensagem da massa ralada de mandioca, como substrato na biossintese de dcido citrico por Aspergillus niger. Os melos
de manipueira foram comparados nas mesmas condi¢des de temperatura, a meios sintéticos, utilizados tradicionalmen-
te. Em se tratando de proposta de um novo substrato, foi estudado o armazenamento do residuo a temperatura ambiente
por 72 horas, e realizada a caracterizagiio fisico-quimica da manipueira e dos meios elaborados com esse substrato. Foi
avaliada a produgiio de dcido citrico nos meios sintéticos ¢ de manipueira. Verificou-se que a produgiio de scido citrico
niio diferiu quanto ao meio. Niio fol observado crescimento do microrganismo nos meios de manipueira com concentra-
¢des acima de 70 mg/l de cianeto. Os resultados obtidos mostraram necessidade de maiores estudos para viabilizar o uso
da manipueira como substrato na biossintese de acido citrico por A. niger, principalmente no que diz respeito a liberaciio
enzimética do cianeto.

Descritores: écido citrico, Aspergillus niger, substrato, manipueira, residuo de mandioca

CITRIC ACID PRODUCTION BY Aspergillus niger FROM
“MANIPUEIRA”, A MANIOC LIQUID RESIDUE

ABSTRACT: This research was made to evaluate the manipueira as substrat for citric acid biosynthesis by Aspergillus
niger. The manipueira medium was compared in the same conditions of the synthetical medium, traditionally used in
citric acid biosynthesis. The residue was kept at room temperature during 72 hours, and the physico-chemical
characterization was made. The citric acid production did not change in the different media and the fungus did not grow
in the manipueira medium with concentrations about of 70 mg/ of cyanide. The results showed that more research is
need to make manipueira utilization possible as a substrat for citric acid biosynthesis by Aspergillus niger.
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INTRODUGCAO

Atualmente, o 4cido citrico é quase que
exclusivamente obtido através de processos de
biossintese utilizando como agente biolégico o fun-
go imperfeito Aspergillus niger. Dois processos sfo
utilizados na biossintese deste 4cido, o de superficie
¢ o submerso, que se diferenciam essencialmente
pelo modo de crescimento do microrganismo.

O 4cido citrico ¢ utilizado em grande esca-
la pelas industrias de alimentos, refrigerantes, pro-
dutos farmacéuticos, além de outras em que o fon
citrato propicia a formagfio de uma variedade de mo-
léculas complexas que possuem a capacidade de se-
questrar e inativar jons metabdlicos. Devido a isto,
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controlam efeitos indesejaveis numa reag8o, que
poderiam ocasionar alteragdes de cor, aparéncia,
estabilidade, etc., prejudicando o produto final
(CABELLO, 1991).

Um dos problemas enfrentados na produ-
¢#o de 4cido citrico por bolores ¢ o custo do proces-
s0, onde o substrato representa um alto percentual.
Na tentativa de diminuir esse custo no processo, tem-
se utilizado residuos industriais como componente
do meio de cultivo para microrganismos.

Estuda-se o uso da manipueira, residuo li-
quido resultante do processo de fabricagio da fari-
nha de mandioca ou da extragdo da fécula, como
substrato para biossintese de 4cido citrico, visto que
apresenta caracteristicas fisico-quimicas favoraveis
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ao crescimento do fungo Aspergillus niger
(KUBICEK & ROHR, 1986) com alto potencial de
rendimento na conversdo.

Para viabilizar o uso da manipueira como
substrato para biossintese de acido citrico faz-se ne-
cessério determinar o tempo de armazenamento do
residuo. Para ser coerente com a proposta de uso
industrial, propds-se a estocagem a temperatura
ambiente, para avaliar provavel efeito da fermenta-
¢H0 natural.

Neste raciocinio, o presente trabalho foi
conduzido com o objetivo de avaliar o uso da
manipueira estocada a temperatura ambiente como
substrato na biossintese de acido citrico por
Aspergillus. niger.

MATERIAL E METODOS
1. Linhagem utilizada

A linhagem de Aspergillus niger do pre-
sente trabalho , foi obtida na Fundagfo Tropical de
Pesquisas ¢ Tecnologia “André Tosello”, Campinas
- SP, sob a sigla CCT 0917.

2. Caracterizaciio fisico-quimica dos meios de
manipueira

A manipueira utilizada no trabalho foi ob-
tida na fabrica de farinha de mandioca da Fazenda
Experimental Lageado (FCA - UNESP - Botucatu)
¢ estocada a temperatura ambiente (+25°C), duran-
te 0, 24, 48 ¢ 72 horas.

Foram preparados meios de cultivo para
obtengdo do inodculo e de fermentag3o para produ-
¢do de 4cido citrico com a manipueira nos 4 tempos
de armazenamento.

As anilises feitas para a caracterizagfio fi-
sico-quimica do substrato manipueira e dos meios
de manipueira foram: umidade, pH, acidez titulavel,
CN- livre, potencial de CN, agucares redutores to-
tais, nitrogénio, fosforo, potassio, célcio, magnésio,
enxofre, ferro, zinco, cobre, manganés, carbono
(COOKE, 1979; MALAVOLTA et al., 1989).

3. Adaptacio do microrganismo a manipueira

A alteragio dos meios de cultura e de
biossintese do recomendado pela literatura para os
meios a base de manipueira, exigiu que o agente pas-
sasse por um processo de adaptagdo. A partir do tubo
de cultura (MEA = malte extrato 4gar) contendo o
microrganismo esporulado, ¢ por meio de uma alga
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de platina foram semeados esporos em erlenmeyers
contendo 5, 10, 20 e 30% de manipueira diluida com
dgua. As diluigdes preparadas foram esterilizadas e
acrescidas com 10% em peso de sacarose
(CABELLO, 1991). Apés 014 dias de incubagZo em
estufa bacterioldgica a 30 C, os micélios crescidos
na superficie das solugdes apresentavam-se densa-
mente esporulados. Apds esta adaptagiio ¢ com o
auxilio de uma al¢a de platina, foram semeadas pla-
cas de Petri contendo agar-manipueira utilizando a
manipueira estocada nos quatro tempos, e incuba-
das em estufa bacteriologica a 30°C.

4. Meios de cultivo
Os meios utilizados no trabalho foram:

Agar manipueira

Dissolver em 200 ml de agua, ferver e com-
pletar o volume 4 1.000 ml com manipueira.

Meio de biossintese com manipueira

SACATOSE ......oe.n. 1000 g
manipueira ............ 1000 ml

Foram distribuidos 50 m! do meio em
erlenmeyer de 125 ml. O meio foi esterilizado ¢ o
pH foi ajustado para 2,0 com HCI 1 N. A manipueira
utilizada nesses meios foi submetida a 0, 24, 48 ¢ 72
h de estocagem & temperatura ambiente.

Os meios sintéticos utilizados para a com-
paragdo foram: dgar Czapek e o meio de fermenta-
¢80 de PRESCOTT & DUNN (1959), sendo o pri-
meiro utilizado apenas para a obtengfio de indculo.

5. Biossintese de #cido citrico

Neste ensaio foi realizada & comparagiio
da produgdio de é4cido citrico pela linhagem de A.
niger nos meios de biossintese elaborados com
manipueira € no meio sintético.

Para a determinagfio da produgdio de acido

- citrico, foram preparadas suspensdes de conidios em

tween 80, a partir de colonias incubadas em égar
Czapek e figar manipueira (0, 24, 48 ¢ 72 h) por 7
dias a 30 C. O nimero de conidios destas suspen-
ses foi ajustado por diluigio a 1x10’ conidios/ml.
De cada suspensfio foi retirado 1 ml que foi adicio-
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nado a erlenmeyers de 125 ml contendo 50 ml dos
meios de biossintese. O processo durou 7 dias a 30°C.
A determinagéio da producdo de 4cido ci-
trico foi realizada pelo método de SAFFRAN &
DENSTEDT (1948).
A Figura 1 mostra o esquema da
metodologia adotada para o experimento.
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Figura 1. Fluxogama da metodologia.

6. Anilise estatistica

Foi realizada anélise de varidncia para ex-
perimentos inteiramente casualizados, comple-
mentados com o teste de comparagdes miltiplas de
Tukey.

A anilise estatistica foi feita apenas para os
tratamentos onde se obeservou o crescimento da li-
nhagem ensaiada. Foram feitas cinco repeti¢es para
cada tratamento. )

Todos os resultados estatisticos foram con-
cluidos ao nivel de 5% de significincia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Adaptaciio do microrganismo # manipueira

Os resultados obtidos mostraram o cresci-
mento da linhagem ensaiada nas concentragdes de
5, 10, 20 € 30% de manipueira recém coletada na
fabrica diluida com é&gua e acrescida de 10% de
sacarose. Foi selecionado o tubo contendo o micélio
esporulado que cresceu em solugio com 30% de
manipueira, por admitir-se que se encontrava em
maior concentrag#o do meio ao qual se descjava adap-
tar o microrganismo.

2. Caracterizaciio fisico-quimica da manipueira
¢ dos meios com manipueira

Os resultados obtidos para a caracteriza-
¢Ho do substrato ¢ dos meios com manipueira nos
quatro tempos de estocagem a temperatura ambien-
te, sfio apresentados nas TABELAS 1 ¢ 2.

TABELA 1. Caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima manipueira, coletada na industria (0 h) e estoca-
da a temperatura ambiente por 24, 48 ¢ 72 h.

tempo de armazenamento (h)

varidveis 0 24 48 72

umidade % 90,00 86,94 91,80 92,55
pH 6,27 4,00 3,67 3,63
acidez normal % 0,83 9,67 16,09 16,68
HCN livre ppm 5220 41,18 19,10 25,34
HCN total ppm 459,86 351,13 187,88 25333
amido % 571 5,40 443 342
carboidratos totais % 6,35 6,00 4,92 3,81
ag,red total % 293 0,45 0,21 0,37
nitrogénio ppm 14210 14140 13440 1386,0
fésforo ppm 2930 2970 283,0 2830
potéssio ppm 26500 2570,0 25900 2600,0
célcio ppm 220,0 220,0 210,0 210,0
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magnésio ppm 340,0
enxofre ppm 74,0
zinco ppm 320
cobre ppm 0,90
ferro ppm 7,60
manganés ppm 3,90

330,0 350,0 3400
78,0 74,0 70,0
3,30 2,80 2,90
0,90 0,90 0,90
7,90 5,50 6,00
3,80 3,50 3,60

TABELA 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos meios de biossintese preparados com manipueira coletada na
industria (0 h) e estocada a temperatura ambiente por 24, 48 ¢ 72 h.

tempo de armazenamento (h)

varidveis 0 24 48 72

umidade % 85.10 80.20 87.39 86.88
pH 2.00 2.00 2.00 2.00
acidez normal % 8.84 15.55 19.10 16.28
HCN livre ppm 0.00 0.00 345 4.50
HCN total ppm 28.87 7491 91.05 80.73
carboidratos totais % 8.92 15.77 9.40 10.54
ag,red,total % 6.07 6.75 6.20 6.19
nitrogénio ppm 1176.0 1134.0 1099.0 1120.0
fosforo ppm 245.0 245.0 2270 241.0
potéssio ppm 21200 2080.0 2190.0 2190.0
célcio ppm 190.0 170.0 180.0 180.0
magnésio ppm 270.0 280.0 290.0 290.0
enxofre ppm 59.0 62.0 59.0 62.0
zinco ppm 2.70 2.60 260 230
cobre ppm 0.70 0.70 0.70 0.70
ferro ppm 7.60 7.90 5.50 6.00
manganés ppm 3.90 3.80 3.50 3.60

Os dados obtidos mostraram que o meio
de manipueira apresentou um teor de nitrogénio e
foésforo superior ao citado por KUBICEK E ROHR
(1986), como ideal para biossintese de 4cido citrico
por A. niger. O teor de manganés apresentou valor
em torno de 3,0 ppm, valor este também superior ao
citado na literatura, que segundo CLARK ef al.
(1986), deve ser de 1 ppm no meio de fermentagio.

A manipueira estocada a temperatura am-
biente apresentou alteragdo microbiana natural, com
aumento da acidez. Esta mesma alterag¥o foi obser-
vada por LEONEL et al. (1991)e CABELLO (1991).

Foi observado nas caracteriza¢des dos
meios de biossintese com manipueira, uma variagfo
crescente nos teores de cianeto livre e total (Figura
2), variag8o esta oposta a observada na anélise da
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manipueira matéria-prima para elaboragio dos mei-
os, e da relatada por LEONEL et al. (1991) em
manipueira armazenada a 6°C por 30 dias. Uma hi-
potese levantada foi a existéncia de algum meca-
nismo interferindo na hidrélise enzimatica da
linamarina.

O que diferencia a matéria-prima
manipueira dos meios de biossintese elaborados com
manipueira, ¢ a adigfo de glicose ¢ o tratamento tér-
mico, que s6 poderia acarretar diminuic8o nos teo-
res de cianeto. Acredita-se que uma possivel expli-
cagdo para o aumento do teor de cianeto seria a in-
terferéncia da glicose na hidrélise da linamarina,
baseando-se na afirmagiio de OKE (1968). Segundo
este autor, a linamarase tem pH 6timo 5,5 a 6,0 sen-
do fortemente inibida pela 1,5 glucondadona. A glico-
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Figura 2. Variagdo nos teores de cianeto livre ¢ total
nos meios de biossintese preparados com
manipueira estocada a temperatura ambi-

ente.

se produzida no processo de hidrolise também pode
atuar invertendo o sentido da reagdo, favorecendo a
sintese de glicosideo.

Essa hipotese ndo se confirma em fungdo
dos resultados obtidos por LEONEL (1993) que para
esclarecer a questdo, realizou dosagem de cianeto
em amostras de manipueira com e sem adigfo de
10% de glicose, concentragdo utilizada no preparo
dos meios, e obteve valores semelhantes para cianeto
total ¢ livre nos dois materiais.

3. Produgiio de 4cido citrico

Os resultados obtidos para produgio de
4cido citrico pela linhagem CCT 0917 de A. niger,
em gramas por litro, nos diferentes substratos estdo
apresentados na Tabela 3.

A produgdo de acido citrico no meio com
manipueira sem estocagem (0 h) nfo diferiu signifi-
cativamente ao nivel de 5% do meio de fermentaco
sintético.

Nio foi observado crescimento do micror-
ganismo nos meios de biossintese preparados com
manipueira estocada por 24,48 ¢ 72 h.

Acredita-se que o ndo crescimento do mi-
crorganismo no meio se deva ao alto teor de cianeto,
maior que 70 mg/l, da manipueira nestes tempos de
estocagem.

Observou-se uma baixa produgdo de 4ci-
do citrico nos dois meios de biossintese (manipueira
0 h e sintético), com pH ajustado para 2,0 com HC]
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1 N, mesmo sendo este valor o indicado na literatu-
ra, com o que se obtém maiores produg¢des na
biossintese de 4cido citrico utilizando como agente o
A. niger ROUKAS & HARVEY, 1988).

A baixa produgfo de acido citrico pela li-
nhagem CCT 0917 em pH 2,0, pode ser devido ao
mecanismo de acumulagfio do metabdlito pelo agen-
te. ROUKAS & ALICHANIDIS (1991), observaram
uma melhor produtividade em cepas de 4. niger, uti-
lizando melago de beterraba, em pH 3,0; e BEGUM
et al. (1990), obtiveram melhores resultados, utili-
zando o meio de PRESCOTT & DUNN (1959), com
pH 4,0.

TABELA 3. Valor médio da produgio de acido citri-
co (g/h) pela linhagem CCT 0917 de
A. niger e respectivos niveis de
significAncia, nos dois meios de

biossintese.
Meios Meédias
sintético 2,560 a
manipueira 2,.862a

CV=12,00%

Médias com mesma letra, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de significincia pelo teste Tukey.

CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos foi possi-
vel concluir que:

. nfio foi observado crescimento da linhagem en-
saiada de 4. niger, nos meios de biossintese elabora-
dos com manipueira com valores de cianeto a partir
de 70 mg/l;

. a manipuecira estocada a temperatura ambiente
por periodos de tempo de 24, 48 ¢ 72 h quando acres-
cida de glicose e sob temperatura elevada apresen-
tou valor de cianeto acima de 70 mg/l;

. a manipueira recém-coletada na industria apre-
senta-se como substrato vidvel para o crescimento
da linhagem CCT 0917 de A. niger, nfo apresentan-
do diferenga significativa quanto a produgfo de aci-
do citrico em relagio ao meio sintético.
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