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RESUMO

O 4cido citrico € um importante &cido utilizado em larga escala na indUstria de alimentos e bebidas. O
bioprocesso para a producdo do acido citrico gera um custo elevado para a inddstria, entdo, na busca de tornar
0 processo menos oneroso, diversos estudos sdo feitos na area para se buscar residuos que possam ser
aproveitados como substrato e micro-organismos que consigam excretar o 4cido em maior quantidade. Assim,
o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de trés cepas de Aspergillus niger para a producédo de acido
citrico e reducdo do potencial poluidor do soro de queijo. Os reatores contendo soro de queijo e indculo
fungico foram submetidos a uma agitacdo de 150 rpm por 10 dias. Foi observada producdo de 584,4 mg/L de
acido citrico nas primeiras 24 horas, consumo de agUcar redutor de 27,6 g/L, producdo de biomassa de 9,3 g/L
e eficiéncia de 58,4% em relacdo a remoc¢do de DQO, para R1 ao final do processo. Para os reatores R2 a
producédo de acido citrico ficou cerca de 45 mg/L no dia 1, com um consumo de agUcar redutor de 25,4 g/L,
10,5 g/L de biomassa produzida e 63,7% na reducdo de DQO do meio no 10° dia de fermentacdo. A série de
reatores R3 ndo teve pico de producdo de acido citrico, o consumo de acglcar no meio foi de 13,3 g/L,
producdo de biomassa de 8,4 g/L e eficiéncia de reducdo da DQO de 21,2%. Todos 0s reatores cresceram na
forma de pellets. A cepa utilizada em R1 foi a que mostrou melhor desempenho produtivo, contudo, deve ser
observada a capacidade de otimizagdo do meio para maior excre¢do do &cido organico em estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Fungo, Reator Bioldgico, Acido Organico, Soro de Queijo.

INTRODUCAO

O é4cido citrico é um dos produtos resultante da fermentagdo mais produzido no mundo. E produzido da
fermentacdo a base de sacarose ou amido, ou até mesmo utilizando residuos da agroindustria (DHILLON et
al., 2011). Sua demanda de producéo é cada vez mais crescente, gracas a suas aplicacdes na industria de
alimentos, bebidas, farmacéutica e cosmética (AIACHE et al., 1988 apud SILVA et al., 2012).
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A producao de acido citrico é totalmente dependente do potencial de biossintese do micro-organismo aplicado.
Contudo, as condigdes adotadas e a composicdo de meio sdo varidveis importantes, capazes de promover
grandes acréscimos a eficiéncia produtiva (MILLIS, 1985). O &cido citrico é, em maior parte, produzido
através de biossintese, utilizando o fungo filamentoso Aspergillus niger (LEONEL E CEREDA, 1995), isto
devido a sua elevada taxa de crescimento e termotolerancia, o que favorece sua aplica¢cdo em diversos estudos
de selecéo e geracéo de produtos de valor agregado (LIMA et al., 2014).

Micro-organismos isolados do ambiente, principalmente aqueles que ainda ndo foram estudados, estdo cada
vez mais em evidéncia. Diversas pesquisas da area de biotecnologia ja propdem em seus estudos isolar,
caracterizar e identificar esses micro-organismos a fim de aplica-los na producéo de biomoléculas com grande
potencial biotecnolégico (MUNIZ et al., 2014).

No entanto, um dos maiores problemas para a fermentagdo de &cido citrico esta ligado ao custo do processo,
pois o substrato a ser empregado para a fermentacdo apresenta um alto valor, o que tem impulsionado cada vez
mais a busca pelo uso de residuos agroindustriais como substrato para o meio de fermentagdo, visando reduzir
0s custos empregados (LEONEL e CEREDA, 1995).

As tecnologias de tratamento de efluentes sdo amplamente estudadas em todo o mundo a fim de obter sistemas
cada vez mais eficientes quanto a remocao de poluentes diversos (OLIVEIRA et al., 2010). Entretanto, é uma
tendéncia atual o desenvolvimento ndo somente de sistemas de tratamento eficientes quanto a degradacdo de
poluentes, mas também obter uma tecnologia limpa e capaz de gerar produto de interesse econémico.

A producgdo de &cido citrico e de outros subprodutos utilizando residuos como matéria-prima, se constitui em
vantagem interessante que combina o gerenciamento ambiental, pelo tratamento do despejo, com a reducédo de
custos e geracdo de divisas (KHOSRAVI-DARANI et al., 2008).

Dentro deste contexto, o emprego de reatores flngicos pode ser uma ferramenta Util promovendo a utilizagao
da matéria orgéanica presente em residuos agroindustriais e em seus efluentes liquidos para producdo de acido
citrico, tratando-se de tecnologia ambientalmente adequada e com potencial econémico elevado. Contudo,
sistemas desta natureza sdo pouco reportados, o que exige estudo profundo a fim de selecionar as condi¢des
Otimas para producédo de quantidade expressiva do &cido.

Neste sentido, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a capacidade de producdo de &cido citrico e redugdo do
potencial poluidor do substrato, fazendo uso de trés cepas distintas de Aspergillus niger. O substrato utilizado
foi o soro de queijo, em reatores de batelada agitada a 150 rpm com crescimento disperso, incubados a 30°C
por 10 dias.

MATERIAL E METODOS
MICRO-ORGANISMOS

Duas cepas do fungo Aspergillus niger, utilizadas neste estudo, foram cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual do Ceara, apés serem isoladas do ar e identificadas pelo referido
laboratorio. Neste trabalho, para diferencia-las, serdo denominadas de Aspergillus niger AX e Aspergillus
niger BY. A cepa de Aspergillus niger AN 400 foi cedida pelo Laboratério de Tecnologia Ambiental do
Instituto Federal do Ceara.

O cultivo para preparo das suspensdes de esporos foi feito em placas de Petri contendo meio Potato Dextrose
Agar (PDA), previamente esterilizado em autoclave a 121°C, durante 20 minutos. Apds 10 dias de cultivo, nos
quais as placas foram mantidas a uma temperatura de 28°C, os esporos foram removidos com a ajuda da al¢a
de Drigalsky e solugo isoténica — NaCl a 0,9% - contendo Tween 80, onde cerca de 5 mL de solugéo salina
contendo Tween 80 foi adicionada sobre a superficie da cultura e, com a alga de Drigalsky, foi promovido o
arraste dos esporos, gerando assim uma suspensdo que foi armazenada em frasco estéril para posterior
contagem de esporos.

A contagem dos esporos ocorreu com o auxilio de microscopio éptico utilizando Camara de Neubauer e, com
base no resultado obtido, foi acrescentado nos reatores uma quantidade correspondente a 2 x 106 esporos/mL.
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SUBSTRATO

O substrato utilizado na presente pesquisa para o processo de fermentacdo foi o soro de queijo. Ndo houve
diluicdo do soro, no entanto, 0 mesmo passou por processo de extragdo da proteina, que se deu com o ajuste do
pH para 4,6 utilizando &cido cloridrico P.A. Logo depois, o soro foi aquecido até atingir 90°C. Posteriormente,
ao atingir temperatura ambiente, o soro mais clarificado foi separado da parcela sélida por sifonagéo.

Né&o foi adicionado nenhum outro tipo de nutriente ou fonte de carbono externo, deixando disponiveis apenas o
acUcar e nutrientes naturais do meio. Antes da adicdo do in6culo, 0 meio fermentativo e os reatores foram
esterilizados em autoclave por 20 minutos, em temperatura de 121°C.

MONTAGEM E OPERAGCAO DOS REATORES

O substrato foi distribuido em aliquotas de 200 mL em erlenmeyers, previamente esterilizados antes da adicéo
do indculo. Os reatores tiveram o pH ajustado para 3,5 com é&cido cloridrico P.A. O experimento foi dividido
em trés séries de reatores denominados; R1 (reatores com Aspergillus niger AX), R2 (reatores com Aspergillus
niger BY) e R3 (reatores com Aspergillus niger AN 400), todos em duplicata.

O tempo reacional das séries de reatores foi de 10 dias, onde diariamente foram feitas analises para averiguar a
concentragdo de acido citrico no processo fermentativo. Os reatores foram incubados em mesa agitadora a uma
temperatura de 30°C e agitacdo constante de 150 rpm. As andlises fisico-quimicas observadas durante os 10
dias foram feitas segundo a Tabela 1.

Tabela 1: Analises executadas ao longo do experimento.

PARAMETROS METODOLOGIA
Acido Citrico (AC) Marier e Boulet (1958)
Acucar Redutor (AR) Embrapa (2013)
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) | Apha (2005)
Soélidos Suspensos Volateis (SSV) Apha (2005)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados observados, desconsiderando o valor inicial de acido citrico presente no meio e levando em
consideracdo somente o que foi produzido ap6s o inicio do processo, obteve-se producdo de &cido citrico nos
reatores R1 de 584,4 mg/L, nas primeiras 24 horas, a qual chegou a 599 mg/L, no dia 8. No entanto, 0s
reatores R2 ndo conseguiram se manter produtivos quanto a producdo de acido citrico ao longo do tempo
reacional estudado, tendo-se registrado somente 45 mg/L de producdo no 1° dia e, apds isso, s6 houve
consumo do &cido citrico presente no meio. Para a série de reatores R3 ndo houve producdo. Nas Figuras 1, 2 e
3 sdo mostrados o processo de producédo de acido citrico, consumo de acglcar redutor e producdo de biomassa
pela anélise de SSV, para os reatores R1, R2 e R3, respectivamente.
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Figura 1: Producéo de acido citrico (AC); consumo de aclcar redutor (AR); e producdo de
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biomassa pelo método dos sélidos suspensos volateis (SSV) em R1.
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Figura 2: Produgéo de acido citrico (AC); consumo de acucar redutor (AR); e produgéo de biomassa
pelo método dos sdlidos suspensos volateis (SSV) em R2.
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Figura 3: Produgéo de acido citrico (AC); consumo de acucar redutor (AR); e produgdo de biomassa
pelo método dos sélidos suspensos volateis (SSV) em R3.

Nos reatores R1, mesmo que a concentracdo de acido citrico registrada no 8° dia tenha sido um pouco maior
que a do 1° dia, o pico de producdo deve ser observado que em termos de produtividade (varidvel que
corresponde a concentracdo obtida, dividida pelo tempo em que a mesma foi obtida). Neste sentido, a
producdo de 599 mg/L no 8° dia ndo apresentaria vantagens, pois gera produtividade de 74,9 mg/L.dia. No
entanto, para o 1° dia, em R1, tem-se 584,4 mg/L.dia. Assim, nem sempre uma maior producao significa uma
maior produtividade, reforcando a importancia de se observar o periodo que se levou para alcancar dada
concentracdo do produto de estudo, pois um processo relativamente longo insere custos a producéo.

Embora a producédo de acido citrico alcancada na presente pesquisa ndo seja tao elevada, deve ser levado em
conta que ndo houve adicdo nutricional para alcance de condigdo 6tima para a producdo, tentando-se em um
primeiro momento apenas observar a capacidade das cepas de excrecdo do acido.

El-Holi e Al-Delaimy (2003) ao utilizar Aspergillus niger ATCC 9642, observou concentragdo por volta de 2,4
g/L de acido citrico, no 8° dia, ao adicionar somente soro como substrato, no entanto, quando otimizou o meio
com 15% de sacarose, a producdo subiu para 106,5 g/L no 16° dia de fermentagdo. Os autores associaram a
baixa producdo ao utilizar somente soro de queijo pela presenca da galactose, agucar resultante da quebra da
lactose.

Até o final do tempo reacional, 27,6 g/L, 25,4 g/L e 13,3 g/L do aclcar presente no meio foi consumido em
R1, R2 e R3, nesta ordem. E ambos os reatores produziram 9,3 g¢g/L, 10,5 g/L e 8,4 g/L de biomassa. A
concentragdo de aglcar redutor presente nos reatores reduziu & medida que a biomassa aumentou.

Os carboidratos sdo a fonte de carbono mais facilmente assimilada pelos fungos para seu crescimento
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004), a natureza dos agucares e suas concentracdes podem influenciar diretamente
na producdo de 4cido citrico (GREWAL e KALRA, 1995; MOURYA e JAUHRI, 2000).

Neste sentido, Friedrich et al. (1994) fez analises individuais dos aglcares, e mostrou que sacarose, glicose,
frutose e lactose estavam presentes no inicio do processo, e todos foram degradados, no entanto a lactose foi
mantida inalterada.

Contudo, houve consumo de agucar redutor deste experimento, entdo € provavel que tenha ocorrido a quebra
da lactose e posterior consumo da glicose resultante dessa quebra. Autores como Hossain et al. (1983) e
Soccol e Vandenberghe (2003) dizem que a lactose ndo é preferencial para producéo de &cido citrico, sendo
assim, é provavel que as cepas estudadas necessitem de um aglcar mais simples, como sacarose ou glicose.
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Tratando-se da demanda quimica de oxigénio sollvel nos reatores R1, R2 e R3, assim como apresentado na
Figura 4, as cepas testadas mostraram potencial para reducdo da DQO inicial, gerando uma concentracdo final
de menos de 30 g/L, com excecao da série de reatores R3, que além de ndo produzir &cido citrico na condicdo
estudada, também foi a que apresentou a menor reducao de DQO. A eficiéncia de remogao da DQO ficou por
volta de 58,4% e 63,7%, para os reatores R1 e R2, respectivamente, e de apenas 21,2% para R3.

Pastore (2010) demonstrou em seu trabalho a capacidade do fungo filamentoso Aspergillus niger de reduzir a
DQO do meio, tornando-0 menos carregado e atenuando seu poder poluidor. E esse fator, somado ao processo
produtivo de acido citrico utilizando residuo agroindustrial, torna a bioprodugao ainda mais vantajosa.
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Figura 4: Valores da demanda quimica de oxigénio (DQQO) no tempo inicial e final do bioprocesso.

Em todas as séries de reatores os fungos cresceram na forma de pellets, que, de acordo com a literatura, é a
morfologia mais adequada para a producgdo de acido citrico (GOMEZ et al., 1988). Contudo, mesmo com o
crescimento em pellets, nao foi possivel maiores excregdes do acido nos reatores, principalmente em R2, e
nenhuma producdo foi observada em R3. Na Figura 5 sdo mostrados os pellets ja formados nos reatores R1 e
R2. A forma dos pellets em R3 foi assim como a apresentada em R2.

-

Figura 5: Crescimento em pellets para os reatores R1 (esquerda) e R2 (direita).

A capacidade de producéo de &cido citrico a partir de soro de queijo pelo fungo Aspergillus niger AX,
presente em R1, principalmente nas primeiras 24 horas do processo, tende a reduzir custos do processo de
producdo. No entanto, ainda é preciso buscar meios de impulsionar a producdo, buscando nutrientes e
condig¢des que faga com que o fungo encontre um meio ideal para excretar o maximo de acido citrico possivel,
além de reduzir o potencial poluidor do substrato aplicado.
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CONCLUSAO

Duas das trés cepas avaliadas conseguiram reduzir a DQO inicial do soro em concentra¢des abaixo de 30 g/L,
mostrando o potencial para a reducdo da carga poluidora do residuo. Entre as cepas testadas, a que demonstrou
ter maior capacidade de resposta e produtividade, maior producdo em menor tempo, foi o Aspergillus niger
AX. No entanto, as concentracdes observadas ainda sdo baixas, e devem ser estudadas novas condicfes para
aumentar a producdo do bioprocesso e, paralelamente, uma maior reducdo da DQO inicial do substrato.
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