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RESUMO

Nesta pesquisa foi estudada a viabilidade de producdo de 4cido citrico pela estirpe Aspergillus niger AN400 utilizando
soro de queijo como substrato. Além disso, foram observados aspectos morfoldgicos do fungo no final do processo.
Foram montadas quatro séries de reatores, com diferentes concentra¢des de glicose: 50 g/L para os reatores RFGI, 100
g/L para RFGII e 150 g/L para RFGIII. Foi avaliada a possibilidade de produ¢do de acido citrico sem adicdo de glicose
nos reatores RF. Foi observado acumulo de 4cido citrico, na seguinte ordem, nos reatores RFGI, RFGII, RFGIII e RF de
0,51 g/L, 0,25 g/L, 0,20 g/L e 0,25 g/L. A menor concentracio de glicose (50 g/L) favoreceu a produgdo de dcido citrico
em comparagdo aos outros reatores, mostrando que concentragdes de glicose a partir de 100 g/L inibiram o processo.
Porém, foi possivel a producdo do 4cido em 0,25 g/L sem adicdo de glicose. O crescimento flingico ocorreu nos reatores
da forma filamentosa, isto €, com as hifas dispersas. Em geral, o emprego do fungo Aspergillus niger AN400 foi
satisfatoria para a obtencdo de 4cido citrico através da utilizacdo de soro de queijo, contudo, a faixa de pH pode ter
evitado a formacdo de pellets pelo fungo.

PALAVRAS-CHAVE: Acido Citrico, Aspergillus niger, Soro de Queijo, Batelada, Fermentago.

INTRODUCAO

O 4cido citrico (2-hidroxipropano—1,2,3—tricarboxilico) com forma estrutural C¢HgO-, representado na Figura 1, € um
metabolito intermedidrio do 4cido tricarboxilico que foi isolado pela primeira vez a partir do suco de limao por Scheele
em 1784 (KIM et al., 1995; GREWAL e KALRA, 1995; WANG, 1998). O 4cido citrico em seu estado puro ¢ incolor,
com peso molecular de 210,14 g/L, solivel em d4gua, biodegraddvel e econdomico (ANGUMEENAL e
VENKAPPAYYA, 2013).

Figura 1. Féormula estrutural do acido citrico.

Grandes quantidades de 4cido citrico s@o exigidas em escala industrial, por ser ele um importante produto quimico
multifuncional, com ampla gama de aplicagdes versateis, como: em bebidas, alimentos, produtos farmacéuticos e nos
ramos industriais (GREWAL e KALRA, 1995; WANG ¢ LIU, 1996).

Dhillon et al. (2011a, 2011b) destacaram ainda a aplica¢do do 4cido citrico na biomedicina — sintese de biopolimeros
para a cultura de uma variedade de células humanas, nanotecnologia — como no sistema interno de dosagem de drogas e
na agricultura — tais como biorremedia¢do de metais pesados (que se aplica devido a sua propriedade quelante, o acido
citrico € utilizado para a despolui¢do de metais pesados dos solos e sedimentos contaminados). Levando em conta suas
multiplas aplicacdes, a producdo do 4cido citrico por fermentacdo vem aumentando continuamente (GREWAL e
KALRA, 1995; WANG, 1998).

A fermentacdo consiste na conversio microbiolégica de produtos orgénicos para material celular e outros produtos tteis,
relatando-se alguns problemas enfrentados pelo processo de fermentacio sdo: uso de grande volume de dgua, exigéncia
de tratamento antes do descarte devido a alta DBO e contaminag¢@o por microrganismos estranhos que podem reduzir o
rendimento, sendo que é um processo que se mantém - mesmo sendo uma tecnologia antiga - por ser vantajoso, uma vez
que tem como base fontes renovaveis (ANGUMEENAL e VENKAPPAYYA, 2013).
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Um importante aspecto que também deve ser considerado é o potencial de sintese do micro-organismo utilizado no
processo de fermentagdo para a producdo de 4cido citrico, devendo-se levar em conta as condigdes do processo e a
composi¢cdo do meio fermentativo, sendo estas varidveis importantes que, quando otimizadas, podem promover
acréscimo ao rendimento de producido (MILLIS, 1985).

Ao longo dos anos, grande variedade de micro-organismos, incluindo fungos, leveduras e bactérias, t€m sido utilizados
para a fermentacdo de 4cido citrico. No entanto, quase toda sua demanda mundial é produzida através do emprego do
Aspergillus niger (FRANCIELO el al., 2008), de modo que sua escolha ocorre em funcdo de vantagens, como:
facilidade de manuseio; sua capacidade de fermentar uma ampla variedade de matérias primas de baixo custo; fermenta
dcido citrico em culturas sélidas e submersas; rendimentos elevados; condi¢des de crescimento em pH extremo (2,0) e
ndo geracdo de substincias téxicas (GREWAL e KALRA, 1995; KIM et al., 1995; SASSI et al,, 1991). Os fungos
filamentosos além de sintetizarem o 4cido citrico também secretam uma série de enzimas extracelulares como protease,
amilase, celulases, lipases, dentre outras (PASTORE, 2010).

Um subproduto da industria de laticinios, o soro de queijo € obtido através da coagulacdo do leite. O soro do queijo
contém em sua composi¢ao principalmente dgua (93%), lactose (71%), gordura (12%), proteinas (10%) e alguns sais
(11%) (EMBRAPA, 2014). O descarte do soro do queijo como residuo indtil cria sérios problemas de polui¢cdo no meio
ambiente. No entanto, o soro do queijo pode ser utilizado em outros processos na produgdo de laticinios, e até mesmo
para o processo fermentativo para a producdo de 4cido citrico por Aspergillus niger (EL-SAMRAGY et al.,1996),
atenuando um agravante ambiental.

A presente pesquisa visa avaliar a viabilidade do soro de queijo no processo fermentativo para a produgdo de dcido
citrico utilizando Aspergillus niger AN400 com diferentes concentracdes de glicose — 50 g/L, 100 g/L e 150 g/L, e sem
glicose, além de observar o comportamento morfolégico do fungo no final do processo fermentativo.

MATERIAIS E METODOS

A espécie fungica Aspergillus niger AN400 foi cultivada em placas de petri contendo meio Saboroud previamente
esterilizado em autoclave. Apds 10 dias de cultivo, os esporos foram removidos com a ajuda de solugdo isotdnica
contendo Tween 80 e al¢a de Drigalsky, a suspensdo foi armazenada para posterior contagem de esporos, € com base no
resultado, foi acrescentado nos reatores uma quantidade correspondente a 2 x 10° esporos/mL.

SUBSTRATO

O substrato utilizado na presente pesquisa foi soro de queijo para o processo de fermentacdo. Nao houve diluicdo do
soro, ele foi distribuido in natura nos reatores, tendo sido acrescido de nutrientes essenciais para o desenvolvimento
fingico, cujas concentragdes foram adaptadas de Pastore (2010) (g/L): Sulfato de Amoénio (0,1); Sulfato de Magnésio
(1,0) e Fosfato de Potassio (1,0).

Além dos nutrientes, foi acrescentado glicose em trés concentracdes diferentes (g/L): 50, 100 e 150, em diferentes
grupos de reatores. E ainda houve uma série de reatores sem acréscimo de glicose. Os reatores e meio fermentativo
foram esterilizados em autoclave a 121°C antes do indculo.

MONTAGEM E OPERAGAO DOS REATORES

O substrato foi distribuido em aliquotas de 200 mL em elermayer, previamente esterilizados antes da adicdo do indculo.
Logo apés, o pH foi ajustado para 2,5, por se tratar de um pH menos propicio para proliferacdes de bactérias. O ajuste
foi feito utilizando 4cido sulftrico PA. Os reatores foram divididos em quatro grupos, trés deles recebeu adi¢do de
glicose como cossubstrato.

Assim, a glicose foi aplicada em reatores denominados RFG (reatores com fungos e glicose), nas concentracdes de 50,
100 e 150 g/L, de modo que foram montados 5 reatores para cada uma das concentracdes mencionadas, totalizando 15
reatores, os quais foram estudados nos tempos reacionais (TR) de 1, 2, 3, 4 e 7 dias.
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Também foram montados 5 reatores do tipo RF — sem acréscimo de fonte de carbono — que foram analisados nos
mesmos tempos de reacdo que os reatores do tipo RFG. Na Tabela 1 sdo apresentados os reatore a serem estudados em
funcdo da concentragdo do cossubstrato e dos tempos reacionais.

Os reatores contendo o meio de fermentacio foram incubados em mesa agitadora a uma temperatura de 30°C e agitacio
de 150 rpm.

As anidlises fisico-quimicas determinadas foram DQO, SSV e pH, segundo APHA (2005), e a de 4cido citrico pelo
método modificado de Marier & Boulet (1958).

Tabela 1. Composicao dos reatores a serem estudados em fun¢io do cossubstrato a ser adicionado e dos tempos

reacionais.
Reator Concentracao do Tempo de Reacio (dias)
Cossubstrato (g/L) 1 2 3 4 7
RFGI 50 RFGI1 RFGI2 RFGI3 RFGI4 RFGI5
RFGII 100 RFGII1 RFGII2 RFGII3 RFGII4 RFGII5
RFGIII 150 RFGIII1 RFGIII2 RFGIII3 RFGIII4 RFGIII5
RF - RF1 RF2 RF3 RF4 RF5
RESULTADOS

A melhor producio de 4cido citrico ocorreu em RFGI, no 4° dia de operagdo, chegando a 0,51 g/L de 4cido citrico. Nos
reatores RFGII e RFGIII o pico também ocorreu no 4° dia, porém foram registrados valores mais baixos, acumulando
0,25 e 0,20 g/L de 4cido citrico durante a fermentagdo, respectivamente. J4 para o RF o pico ocorreu no terceiro dia
(0,25 g/L). As Figuras 2, 3, 4 e 5 apresentam os resultados para 4dcido citrico, DQO e sélidos suspensos volateis para as
quatro séries de reatores.
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Figura 2. Resultados de Acido Citrico, DQO e Sélidos Suspensos Volateis para RFGI (50 g/L de glicose).
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Figura 3. Resultados de Acido Citrico, DQO e Sélidos Suspensos Volateis para RFGII (100 g/L de glicose).
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Figura 4. Resultados de Acido Citrico, DQO e Sélidos Suspensos Voliteis para RFGIII (150 g/I, de glicose).
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Figura 5. Resultados de Acido Citrico, DQO e Sélidos Suspensos Voliteis para RF.

Em todos os reatores foi observada diminui¢do da concentracdo de DQO, coincidindo com o pico na produgdo de 4cido
citrico. A redugdo de DQO entre a entrada e o dia de maior acimulo de 4cido citrico teve como percentual 9% e 7%
para os reatores RFGI e RFGII, nesta ordem, e de 14% tanto para RFGIII como para RF, o que indica o consumo de
matéria organica para produzir dcido citrico em contrapartida. Os reatores RFGI, que foram os que mais acumularam
dcido citrico, ndo foram os que contabilizaram maior reducio de DQO, provavelmente porque o 4cido citrico, como é
matéria orginica, foi contabilizado como tal na andlise de DQO. Além disso, o menor valor percentual de redugdo de
DQO pode ser atribuido e relacionado com o maior crescimento de biomassa, que também foi contabilizada como DQO
na andlise. Papagianni e Mattey (2006) fizeram estudos contendo Aspergillus niger em diferentes concentracdes de
glicose, e observaram que baixas concentracdes de glicose apresentaram maior concentragdo de biomassa nas primeiras
48 horas de fermentacdo, como de fato também foi observado neste estudo, como o aumento dos valores de SSV nas
primeiras 24 h para RFGI e RF.

Os valores de SSV oscilaram inicialmente entre uma série e outra de reatores devido a concentragdo inicial de glicose
que é contabilizada no método analitico, nas Figuras 2, 3, 4 e 5, podemos observar valores crescentes a medida que foi
introduzido glicose e concentragdes diferentes. Além disso, durante o processo fermentativo em mesa agitadora, hd um
decaimento natural da concentra¢do de s6lidos tipicamente presentes no soro de queijo que, devido a rotacdo da mesa
agitadora, se aglomeram, formando uma esfera de gordura, nao foi possivel homogeneizar esse aglomerado de gordura
com o restante da amostra, assim, a aliquota retirada durante os tempos reacionais para utilizar na andlise de SSV
apresentavam um teor menor de sélidos comparada com a andlise do dia inicial, assim sendo, esses s6lidos suspensos
passiveis de aglomerag@o ndo foram contabilizados apds o inicio no processo fermentativo, fazendo que os valores de
SSV decaiam em comparag@o ao valor inicial. Os reatores RFGI e RF também tiveram queda na concentragcdo de SSV
por causa do aglomerado de gordura, porém, isto ndo € visivel nas primeiras 24 horas de opera¢do, como mostra as
Figuras 2 e 5, pois nestes reatores houve um maior crescimento de biomassa.

El-Samragy et al. (1996) relataram testes com soro de queijo, utilizando Aspergillus niger CAIM111 e Aspergillus niger
CAIM167. Utilizaram rotacdo de 150 rpm e temperatura de 30°C, como neste trabalho. Na primeira fase do seu
experimento eles utilizaram quatro faixas de pH diferentes (2,0; 3,5; 4,0 e 5,0), sem adi¢do de fonte de carbono ou
qualquer outro nutriente, e obtiveram 0,03 g/L, 1,06 g/L, 0,06 g/L e 0,03 g/L de 4cido citrico, acumulado no 9° dia de
fermentagdo, respectivamente para os valores de pH mencionados. O pH 3,5 foi o melhor para o processo fermentativo
em desempenho, promovendo a obtenc¢do de valor superior ao deste trabalho (0,25 g/L) na condi¢do de auséncia de
glicose.
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Porém, no presente estudo, o pico maximo de acimulo ocorrido durante os testes foi no 3° dia, isso &, trés vezes menos
tempo que o observado por El-Samragy et al. (1996). Além disso, a maior eficiéncia de acimulo de acido citrico, que
corresponde ao RFGI (0,51 g/L), foi obtida com metade do tempo registrado por El-Samragy et al. (1986), sendo
provével ainda que o menor pH utilizado neste teste tenha determinado uma menor taxa de acimulo em comparagio
com o trabalho daqueles autores. Contudo, nido foram analisadas amostras nos dias 5 e 6, onde pode ter ocorrido maior
actimulo que ndo foram evidenciados, principalmente para os reatores que tinham glicose, ji que estavam em processo
de ascensdo de actimulo no 4° dia de processo.

A morfologia de crescimento do fungo € outro fator que pode determinar a eficiéncia de acimulo de acido citrico do
meio de fermentagdo. Na Figura 6 sdo mostradas imagens de microscopia 6ptica em lente objetiva de x400, que

apresentam Aspergillus niger AN400 no sétimo dia de fermentagdo do meio, comprovando que nos reatores houve
crescimento da forma filamentosa.

(b)

(e)

(d) RF.
O Aspergillus é um fungo filamentoso que se reproduz por meio de esporos, formando micélios compostos por hifas
septadas e ramificadas. O crescimento do fungo filamentoso pode ocorrer na forma de pellets, que seria um emaranhado
de hifas formando pequenas esferas, ou na forma filamentosa, quando as hifas crescem dispersas. Para Aspegillus os
pellets formam-se a partir de um aglomerado de esporos, nos estdgios iniciais da germinacdo (PAMBOUKIAN, 1997).

Pamboukian (1997) destacou que hd uma morfologia mais adequada para cada tipo de produto que se quer produzir,
como por exemplo, para a produgdo de dcido citrico utilizando Aspegillus niger foi observado em testes que o acumulo
maior de 4cido citrico ocorreu com a forma de pellets do que com o crescimento filamentoso. Sendo assim, ele ressaltou
a importancia das condi¢des do meio para a formagdo de pellets, dentre os fatores principais se destacam a agitacio
utilizada no processo, pH e oxigénio dissolvido. Segundo este mesmo estudo, agitagdes consideradas altas (600 rpm a
1000 rpm) sdo fatores limitantes para a formagdo de pellets. Entdo, verificou-se que a agitacdo aplicada neste
experimento, que foi de 150 rpm, ndo foi um fator determinante para definir o tipo de crescimento. Porém, o pH
utilizado pode ter prejudicado o processo de formagdo de pellets e posteriormente as trocas gasosas. Na Figura 7 estdo
os valores de pH dos reatores durante os dias de fermentag@o.
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Figura 7. Valores iniciais de pH e valores médios de cada série de reatores.

Pamboukian (1997) explicou que o pH do meio provoca alteracdo das propriedades eletrostaticas da superficie dos
esporos, assim sendo, um baixo valor de pH, como entre 2 e 3, provoca dispersdo dos esporos e crescimento
filamentoso, ¢ um pH mais alto, como entre 5 e 6, gera aglomeraciio de esporos e crescimento em pellets. Isto é
importante de ser observado por que o tipo de crescimento estd diretamente ligado ao comportamento reolégico do
meio, pois, quando o crescimento ocorre da forma filamentosa, que seria quando as hifas estdo dispersas pelo caldo de
fermentagdo, o comportamento do caldo € ndo-newtoniano e altamente viscoso, tornando dificil a agitacdo, e
posteriormente a aerag@o. No caso do crescimento em pellets a dificuldade de transferéncia de oxigénio reduz, devido a
uma menor viscosidade. Mas ¢ dificil haver um consenso na literatura com relacdo ao pH 6timo para a produgdo.
Autores como Grewal e Kalra (1995), sem levar em conta o tipo de crescimento do fungo, destaca que um valor baixo
de pH como sendo essencial para uma produgdo maxima de 4cido citrico, mas que o pH inicial para o processo de
fermentagdo ird depender de qual fonte de carbono serd utilizada, e destaca um pH na faixa de 2,0 como sendo
necessdrio para uma producgdo 6tima para quase todos os cossubstratos.

CONCLUSAO

Foi observado que o fungo do tipo Aspergillus niger AN400 tem potencial para fermentar soro de queijo no intuito de
produzir 4cido citrico e otimizar os residuos agroindustriais gerando valor agregado, provando que seu descarte sem
aproveitamento nio € algo a ser considerado. Além disso, o uso de uma baixa concentracdo de glicose favoreceu o
actimulo de 4cido citrico no caldo de fermentacdo, obtendo valor de 0,51 g/L, o que seria interessante economicamente,
pois uma maior quantidade de glicose utilizada iria aferir maior custo ao processo. Além disso, foi observado que
mesmo sem o acréscimo de glicose no caldo de fermentacio, ele foi capaz de produzir 4cido citrico utilizando somente o
acucar natural presente no soro, e ainda em um espaco de tempo mais curto. Contudo, outras faixas de pH devem ser
testadas para buscar a otimizacdo da fermentacdo e se possivel, uma melhor formag¢do morfolégica do fungo durante o
processo de crescimento.
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