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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a viabilidade de produc¢do de 4cido citrico pela espécie Aspergillus niger AN400 utilizando
soro de queijo como substrato. Foram montados reatores com diferentes concentragdes de sacarose: 50 g/L para os
reatores RFSI, 100 g/L para RFSII e 150 g/L para RFSIII. Os reatores foram operados em mesa agitadora com rotagao
de 150 rpm e temperatura de 30°C e os resultados para dcido citrico foram de 0,28 e 0,17 g/L para RFSI e RFSII,
respectivamente. No reator RFSIII o actimulo do 4cido chegou a 0,4 g/L, tendo sido o mais favordvel. Os reatores
tiveram méxima de producio em tempos reacionais distintos havendo médxima no 7° dia de producdo para RFSIII e no 4°
dia para RFSI e RFSII. Em geral, todos os reatores tiveram reduc¢do da concentracdo de DQO e aumento consecutivo de
biomassa coincidindo com aumento do acimulo de 4cido citrico. Fatores como pH e concentracdes de oxigénio
dissolvido s3o de grande importincia e devem se adequar as condi¢des que o fungo necessita para otimizacdo do
processo, sendo que a aplicagdo de Aspergillus niger AN400 foi vidvel para fermentar soro de leite no intuito de
produzir 4cido citrico.
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INTRODUCAO

O 4cido citrico € o segundo maior produto de fermentacdo do mundo, ficando atrds somente da fermentacdo do etanol
industrial, sendo que, entre os 4cidos orgénicos, domina em primeiro lugar, apresentando bioprodu¢do de mais de 1,7
milhdes de toneladas por ano, com taxa anual de crescimento de 5% (FRANCIELO et al., 2008). As condigdes de
fermentagdo de 4cido citrico foram estabelecidas durante os anos 1930 e 1940, quando os efeitos de varios componentes
do meio foram avaliados, mas apesar de extensa pesquisa bioquimica bdsica realizada com Aspergillus niger, a
compreensdo dos eventos relevantes para a acumulacdo de 4cido citrico ndo € completamente compreendida
(PAPAGIANNI, 2004). Grandes quantidades de 4cido citrico sdo exigidas em escala industrial, por ser ele um
importante produto quimico multifuncional, com ampla gama de aplicag¢des versateis, tais como em bebidas, alimentos,
produtos farmacé€uticos e nos ramos industriais (GREWAL e KALRA, 1995; WANG e LIU, 1996). O soro de queijo,
considerado um dos grandes poluentes da industria de laticinios, € rico em lactose, gorduras e proteinas, é pouco
aproveitado para fins alimenticios, tendo grandes volumes desperdi¢ados enviados para nutricdo de suinos, ou
direcionados a mananciais de dgua, contaminando drasticamente corpos receptores e gerando problemas ambientais
como alta demanda bioquimica de oxigénio (SERPA, PRIAMO, REGINATTO, 2009). As alternativas de valorizacio
de residuos através do seu aproveitamento tem sido muito incentivada, ja que podem contribuir para a reducdo da
polui¢do ambiental, bem como permitir a valoriza¢do econdmica desses residuos tornando-os um subproduto e, deste
modo, agregando valor ao processo de agro industrializagdo (PASTORE, 2010). A acumulag@o de 4cido citrico é
fortemente influenciada pelo tipo e concentra¢do da fonte de carbono. O tipo de fonte de carbono pode ser variada de
acordo com o micro-organismo utilizado. Para Aspergillus niger, a sacarose é o substrato mais favordvel entre os
substratos de carbono facilmente metabolizados, seguido por glicose, frutose e galactose. O melaco também é
frequentemente utilizado como matéria - prima para a producdo de acido citrico pelo fungo (YALCIN et al., 2010).
Alguns trabalhos destacam o uso de soro desproteinizado e evaporado e que, em particular, seria necessario estabelecer
uma temperatura e valores de pH ideais para certas linhagens, dentre elas, Aspergillus niger. Por outro lado, é necessario
estudar condi¢des de pré-adaptacdo do fungo ao meio para identificar como condig¢des de pré-cultivo podem afetar os
rendimentos do 4cido durante a fase de produgdo (TORO et al., 2004). Grandes quantidades de soro de leite sdo
produzidas em todo o mundo como um subproduto do queijo e outros produtos lacteos. Em regides como o Oriente
Meédio é geralmente considerado um lixo e descartado no sistema de esgoto, sendo deixado uma pequena quantidade
para que animais domésticos possam bebé-lo (EL-HOLI e AL-DELAIMY, 2003). Estudos atuais visam propor
alternativas para o aproveitamento economicamente vidvel e ambientalmente correto do soro de queijo, reduzindo seu
impacto ambiental e oferecendo uma proposta de destino a seus componentes (SERPA, PRIAMO, REGINATTO,
2009).
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OBJETIVO

O presente trabalho objetivou estudar o processo fermentativo na producido do 4cido citrico por Aspergillus niger a
partir de soro de queijo, adicionando-se ao mesmo trés concentracdes diferentes de cossubstrato, no caso, sacarose nas
concentragdes 50 g/L, 100 g/L e 150 g/L, identificados como I (5%), IT (10%) e III (15%), respectivamente.

METODOLOGIA

Substrato

O substrato utilizado foi soro de queijo, cujas coletas foram realizadas em uma fazenda situada no distrito de Sobral —
Ceard. As amostras coletadas foram acondicionadas em gelo durante a viagem e, logo apds a chegada ao laboratdrio,
foram realizadas andlises para sua caracterizagdo. O soro in natura foi acrescido de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento fingico, cujas concentracdes foram adaptadas de Pastore (2010) (g/L): Sulfato de amoénio (0,1);
Sulfato de magnésio (1,0) e Fosfato de potassio (1,0). Depois de ajustado o pH para 2,5, por se tratar de um pH menos
propicio para proliferacdes de bactérias, foram distribuidos 200 mL do soro em erlenmayers de 250 mL que foram
empregados como reatores. O ajuste foi feito utilizando 4cido sulftirico PA.

Cultivo, producio e contagem do inéculo

Os esporos de Aspergillus niger AN400 foram cultivados em placas de Petri estéreis contendo 15 mL de meio de cultura
Saboraud, previamente esterilizado a 121°C, durante 15 minutos. Apds 10 dias em estufa bacterioldgica, ao se observar
o crescimento do fungo por toda placa, a remog¢do dos esporos das placas de Petri foi realizada com uso de alca de
Drigalsky e solucdo isotonica contendo Tween 80, e a suspensdo de esporos transferida para um frasco e mantida sob
refrigeracdo a 0°C. A suspensdo foi descongelada e agitada para melhor homogeneizagdo e previamente agitada em
agitador tipo vértex. Depois de realizada a contagem dos esporos em camara de Neubauer, uma quantidade
correspondente a 2 x 10° esporos/mL foi acrescentada aos reatores, ap6s serem autoclavados, com os 200 mL de soro ji
distribuidos.

Montagem e operacao dos reatores em batelada sob agitacao

Os reatores foram divididos em trés grupos que receberam sacarose, sendo que esta foi adicionada nas concentragdes de
50, 100 e 150 g/L nos diferentes grupos de reatores. Os reatores contendo os 200 mL de soro com nutrientes, pH
ajustado e sacarose foram esterilizados em autoclave a 121°C antes do in6culo. Apds a adi¢do do indculo, os reatores
foram incubados em mesa agitadora a uma temperatura de 30°C e agitagdo de 150 rpm. Foram divididos em dois tipos:
15 reatores controle (RCS I, RCS II e RCS III) e 15 reatores com fungos (RFS I, RFS II e RFS III). Na Tabela 1 os
reatores estdo esquematizados conforme os tipos e tempos reacionais. Durante o experimento foram realizadas andlises
de: demanda bioquimica de oxigénio (DQO), sélidos suspensos voldteis e a de 4cido citrico pelo método modificado de
Marier & Boulet (1958). Todas as andlises fisicas e quimicas foram executadas de acordo com os métodos descritos em
APHA (2005).
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Tabela 1. Distribuicao de reatores controle e reatores com fungos.

Reatores Concentracio de Tempo de Reacao (dias)
Sacarose (g/L) 1 2 3 4 7
RCSI 50 RCSI1 RCSI2 RCSI3 RCSI4 RCSI5
RCSII 100 RCSII RCSII2 RCSII3 RCSII4 RCSIIS
RCSIII 150 RCSIII RCSIII2 RCSIII3 RCSIII4 RCSIIIS
RFSI 50 RFSI1 RFSI2 RFSI3 RFSI4 RFSI5
RFSII 100 RFSII1 RFSII2 RFSII3 RFSII4 RFSII5
RFSIIT 150 RFSIII RFSII2 RFSIII3 RFSII4 RFSIIIS
RESULTADOS

Na Figura 1 € apresentada a variagdo dos resultados para dcido citrico em reatores controle e reatores com fungos.
Dentre os reatores, o melhor actimulo de 4cido citrico ocorreu em RFSIII, no 7° dia de operagdo, chegando a 0,4 g/L.
Nos reatores RFSI e RFSII o pico ocorreu no 4° dia, porém foram registrados valores mais baixos, acumulando 0,28 e
0,17 g/L de 4cido citrico durante a fermentagao, respectivamente. Segundo Penna (2001) apud Pastore et al. (2011), as
baixas concentragdes de agucares facilitam o actimulo de dcido oxdlico, e, consequentemente, diminuem a produgédo de
dcido citrico. Os dias 5 e 6 ndo foram avaliados e, provavelmente, pode ter ocorrido maior acimulo que nio foi
registrado, ja que estavam com tendéncia ao acimulo no 4° dia do processo. Com redug@o dos niveis de sacarose, o
micro-organismo pode ter consumido o préprio acido citrico, ndo sendo possivel afirmar que houve maior ou menor
producdo. De acordo com Honecker et al. (1989), concentracdo elevada de sacarose faz com que células livres precisem
de pressdo osmotica elevada para a producdo de acido citrico, ao passo que células imobilizadas necessitam de uma
concentragdo inicial de sacarose de pelo menos 160 g/L para uma produgdo de cerca de 50 g/L de 4cido citrico durante
28 dias de fermentac@o. Ainda conforme os mesmos autores, a diminuicdo do acimulo de 4cido citrico utilizando altas
concentragdes de sacarose foi acompanhada de um aumento da formagdo de polidis, tais como glicerol, eritritol e
arabitol. Os processos industriais operam com uma concentracio inicial de sacarose de aproximadamente 140 g/L, o que
¢é particularmente importante para explorar a possibilidade de estirpes diferentes assimilarem agticares redutores obtidos
a partir da hidrdlise enzimética de concentragcdes de lactose do soro do leite. Tais processos atingem aproximadamente
83 g/L de 4cido citrico. Evaporando as concentragdes de soro de leite hidrolisado podem ser obtidos até 165g/L, o que
significa uma disponibilidade suficiente de substrato para cultivar varios tipos de micro-organismos, incluindo fungos
que produzem o 4cido citrico (TORO et al., 2004).
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Figura 1. Valores de acido citrico para reatores controle (RCS) e reatores com fungos (RFS).
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De forma geral foi observada diminui¢do da concentragdo de DQO em todos reatores com fungos, como mostra a Figura
2, coincidindo com o pico na produgdo de 4cido citrico em RFSI e RFSII, que foi o 4° dia. Os reatores RFSIII, embora
tenham acumulado mais 4cido citrico, ndo contabilizaram maior reducdo de DQO, provavelmente porque o 4cido
citrico, como se trata de matéria organica, foi contabilizado na andlise de DQO. Isto mostrou que houve um
aproveitamento da matéria organica inicial, com sua conversdo em 4cido citrico, que € produto de grande interesse

industrial.
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Figura 2. Variacao da demanda quimica de oxigénio (DQO) para reatores controle (RCS) e reatores com fungos
(REFS).

A fermentagdo de 4cido citrico € um processo essencialmente aerébio e os micro-organismos requerem abundante
suprimento de oxigénio para crescimento (SA, 2011). Os valores de oxigénio dissolvido ficaram entre 0,1 e 0,6 mg/L.
Igualmente importante € um baixo valor de pH que € essencial para uma producdo médxima de 4cido citrico, conforme
destacaram Grewal e Kalra (1995). Tais autores destacaram um valor de pH 2,2 como ideal, ressaltando que o pH inicial
depende da fonte de carbono utilizada. Dentre os carboidratos metabolizados, a sacarose é a fonte de carbono mais
favordvel, seguido de glicose, frutose e galactose. Durante a fermenta¢do, neste trabalho, os valores de pH
permaneceram entre 2,41 e 3,2. Conforme Pamboukian (1997), o pH do meio provoca alteracdo das propriedades
eletrostéticas da superficie dos esporos, assim sendo, um baixo valor de pH, como entre 2 e 3, provoca dispersdao dos
esporos e crescimento filamentoso, e um pH mais alto, como entre 5 e 6, gera aglomeragdo de esporos e crescimento em
pellets, que, consequentemente, ndo foram observados. Na Figura 3 € notado que a partir do dia 2, os resultados dos
s6lidos suspensos voldteis em reatores com fungos aumentaram, quando comparados com seus respectivos reatores
controles.
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Figura 3. Variacao de sélidos suspensos volateis (SSV) para reatores controle (RCS) e reatores com fungos
(RES).

Experimentos realizados por El-Holi e Al- Delaimy (2003), com concentracdes de 15% (v/v) de sacarose e utilizando a
espécie Aspergillus niger ATCC9642, apresentaram aumento consecutivo de biomassa durante vinte dias de
fermentag¢do. Verificaram aumento na producio de 4cido citrico juntamente com a biomassa, seguido por diminui¢do
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constante de acticar residual. Eles encontraram um valor de 2,43 g/L de 4cido citrico produzido a partir de soro por si
sO, e uma producdo de 106,5 g/L, com uso de 150g de sacarose. Significativamente menores valores foram obtidos
utilizando a mesma concentra¢do de outros agucares. A fraca produgdo do 4cido a partir de soro de leite sozinho se cré
ser, pelo menos em parte, devido a presenca da por¢do de lactose no soro (Hossain et al., 1984). Um aumento gradual
foi obtido para os valores de 4cido citrico atingindo o seu mdximo de 83,7 g/L, apds 16 dias, seguido por um decréscimo
para 42 g/L, ap6s 20 dias. Estes aumentos dos valores do 4cido e os valores de biomassa foram acompanhados com
progressiva diminui¢do de acticar residual e do pH.

CONCLUSAO

A aplicacdio da espécie fiingica Aspergillus niger AN400 € vidvel para fermentar soro de leite no intuito de produzir dcido
citrico e o uso de uma alta concentracdo de sacarose favoreceu o acimulo de 4cido citrico no caldo de fermentagao, obtendo
valor de 0.4 g/L. Os valores industriais sdo superiores aos valores alcancados nas condi¢des deste trabalho, confirmando a
necessidade de teste em outras faixas de pH para buscar a otimiza¢@o da fermentacdo e para que tais valores sejam vidveis para
escala industrial. Nos dias 5 e 6 pode ter ocorrido ou ndo actimulo nos reatores com sacarose, pois notou-se um aumento da
producdo no dia 4. As grandes aglomeragdes com longos filamentos aumentam a viscosidade do caldo para o ponto em que o
oxigénio se torna um nutriente limitante, e neste trabalho as taxas de oxigénio dissolvido ficaram abaixo de 1 mg/L. Tal
condi¢do juntamente com as possiveis contaminacdes e a presenga de gorduras, ainda que minimizadas, certamente
influenciaram nos resultados finais.
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