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RESUMO

Soro de queijo foi usado no processo de producédo de acido citrico utilizando o fungo filamentoso Aspergillus
niger AN 400. Os reatores foram divididos em quatro séries, onde a variacdo entre eles foi a concentracéo de
sacarose inicial. Foi incrementado no caldo de fermentacdo sacarose a 50, 100 ou 150 g/L, além de existir uma
série de reatores sem adicdo de acUcar extra. Os reatores foram inoculados em forma dispensa e incubado em
mesa agitadora a 150 rpm a uma temperatura de 30°C. Os reatores com 150 g/L de sacarose apresentaram um
melhor desempenho, chegando a acumular 1803,3 mg/L de &cido citrico no 10° dia de fermentagdo, enquanto
os reatores contendo 100 g/L ndo favoreceu a fermentacdo e foi 0 que mesmos produziu, apresentando uma
concentracdo maxima de 1092,5 mg/L de acido citrico.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentac&o, Sacarose, Soro de Queijo, Acido Citrico, Aspergillus niger.

INTRODUCAO

O 4cido citrico € obtido através da fermentacdo da sacarose, a natureza dos aclcares e suas concentracdes
podem influenciar diretamente na producdo de &cido citrico (GREWAL e KALRA, 1995). Estudos relataram
que a sacarose é a fonte de carbono mais favoravel, seguida por glicose, frutose e lactose (HOSSAIN et al.,
1983; SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003). A concentracdo da fonte de carbono é critica para a
fermentacdo, de modo que concentracBes abaixo de 2,5% ndo produzem &cido citrico (XU et al., 1989a),
sendo defendida a faixa 6tima entre 10% e 14% (XU et al., 1989a; XU et al., 1989b).

A maior parte do acido citrico é produzida pelo fungo filamentoso Aspergillus niger (EL-AASAR, 2006). A
producdo comercial do acido citrico é feito em maior escala por fermentacdo submersa, contendo excesso de
aclcar em meio utilizando o fungo Aspergillus niger (VANDENBERGHE et al., 2000). Um dos maiores
problemas para a fermentacdo de &cido citrico estd ligado ao custo do processo, onde o substrato a ser
empregado para a fermentagdo apresenta um alto valor, e, para tentar reduzir os custos empregados, a
tendéncia é que se utilize residuos agroindustriais como substrato para 0 meio de fermentagdo (LEONEL e
CEREDA, 1995).
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A indUstria de laticinios é uma das grandes geradoras de residuos, com a producao de queijo geram-se grandes
volumes de soro, que pode ser posteriormente descartado caso ndo aplicado em outro processo. Seu
desperdicio e impacto podem ser minimizados com a utilizagdo deste residuo como matéria prima para a
produgdo de acido citrico, além de tudo, os custos de producdo do acido podem ser menos dispendiosas por
utilizar um residuo facilmente disponivel (EL-AASAR, 2006). Vérios pesquisadores j& vém estudando a
possibilidade de utilizar o soro de queijo como substrato de fermentagdo (EL-AASAR, 2006; EL-SAMRAGY
etal., 1996; EL-HOLI e AL-DELAIMY, 2003; DHILLON et al., 2011).

A utilizagdo de residuos agroindustriais ndo é importante somente no ponto de vista econdmico, mas também
ambiental, pois além de reduzir o impacto causado na natureza, ainda gera valor aos residuos agricolas e
agroindustriais. Em busca de maior produtividade e baixo custo na geracdo de tecnologia producdo e
aproveitamento de residuos, tém-se estudado meios de utilizar subprodutos da agroindustria, micro-organismos
mais eficientes e adaptados aos processos fermentativos para a fermentacdo do &cido citrico (RODRIGUES,
2006).

A presente pesquisa tem o intuito de averiguar a necessidade de aplicagdo de sacarose em reatores contendo
soro de queijo para fermentar acido citrico em comparacdo com 0s reatores que contém somente a lactose
natural do soro como fonte de acucar para a fermentacdo. O fungo utilizado no processo sera o Aspergillus
niger AN 400, inoculado na forma dispersa em reatores em batelada agitada a 150 rpm, sob temperatura de
30°C.

MATERIAIS E METODOS

O fungo Aspergillus niger AN 400 foi cultivado em placas de Petri contendo meio Saboroud, previamente
esterilizado em autoclave a 121°C, durante 20 minutos. Apés 10 dias de cultivo, nos quais as placas foram
mantidas a uma temperatura de 28°C, os esporos foram removidos com a ajuda de solucéo isotonica contendo
Tween 80, onde cerca de 5 mL de solucédo foi adicionada por cima da cultura, e com a alca de Drigalsky foi
promovido o arraste dos esporos, gerando assim uma suspensao. A suspensao foi armazenada em frasco estéril
para posterior contagem de esporos. A contagem dos esporos ocorreu com o auxilio de um microscépio
utilizando Camara de Neubauer para a contagem e, com base no resultado obtido, foi acrescentado nos
reatores uma quantidade correspondente a 2 x 10° esporos/mL.

SUBSTRATO

O substrato utilizado na presente pesquisa para o processo de fermentacdo foi o soro de queijo. As coletas do
soro foram realizadas em uma industria de laticinios na regido metropolitana de Fortaleza-CE. N&do houve
diluicdo do soro, no entanto, ele passou por um processo de desproteinizacdo, que se da com o ajuste do pH
para 4,6 utilizando &cido sulfdrico, e logo depois aquecimento a 90°C por cerca de 30 minutos. Apds atingir
temperatura ambiente o soro foi filtrado, e 0 meio filtrado foi distribuido in natura nos reatores. Além disso, 0
meio foi acrescido de nutrientes essenciais para o desenvolvimento flngico, cujas concentragdes foram
adaptadas de Pastore (2010) (g.L™): Sulfato de Aménio (0,1); Sulfato de Magnésio (1,0) e Fosfato de Potéassio
(1,0).

Além dos nutrientes acima citados, para que fosse testada a eficiéncia da adicdo de uma fonte extra de agucar
em diferentes concentragdes, foi acrescentado sacarose em trés concentracdes diferentes (g/L): 50, 100 e 150,
em trés grupos distintos de reatores. Além dos trés grupos de reatores contendo sacarose, foi feito um grupo
sem adicdo de fonte extra de cossubstrato, onde foi utilizado somente o agucar natural presente no soro. Os
reatores e meio fermentativo foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 minutos antes do in6culo.

MONTAGEM E OPERACAO DOS REATORES

O substrato foi distribuido em erlenmeyer de 250 mL, em aliquotas de 150 mL. Os reatores tiveram o pH
inicial ajustado para 3,5 com acido sulfirico (H,SO,) P.A. Trés séries de reatores denominados como RFS —
reatores com fungo e sacarose —, receberam sacarose em trés concentracdes diferentes, sendo estas 50 g/L, 100
g/L e 150 g/L. E ainda houve mais um grupo que ndo recebeu adicdo de sacarose, denominado de RF —
reatores com fungo e sem sacarose —, assim como mostrado na Tabela 1. O experimento foi conduzido em
duplicata.
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Tabela 1. Reatores segundo a adicéo de fonte extra de acUcar.

REATORES | COSSUBSTRATO
ADICIONAL (g/L)

RF

RFSI 50
RFSII 100
RFESIII 150

O tempo reacional em que foi avaliada a producdo de acido citrico foi de 10 dias, onde diariamente foram
feitas andlises para averiguar a concentracdo de &cido citrico no processo fermentativo. Os reatores contendo o
meio de fermentacdo foram incubados em mesa agitadora a uma rotacdo de 150 rpm a uma temperatura de
30°C.

O monitoramento das amostras foram feitas através de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Oxigénio
Dissolvido (OD) e pH, segundo Apha (2005), e a de acido citrico pelo método modificado de Marier e Boulet
(1958).

RESULTADOS

Na Figura 1 é mostrado o acimulo de acido citrico ao longo do periodo de fermentagdo do soro de queijo. Foi
observada uma menor producdo de 4&cido citrico para a série de reatores RFSII, com producdo de
aproximadamente 1092,5 mg/L. A série RFSIII foi a que mais acumulou &cido citrico, seguida de RFSI e o0 RF.
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Figura 1: Concentracoes de acido citico ao longo do tempo reacional.

Os reatores RFSIII tiveram pico de producdo no 10° dia de fermentagcdo, onde chegaram a acumular
1803,3 mg/L do produto. Ja a série de reatores RFSI acumulou 1373,3 mg/L no 3° dia do tempo reacional,
assim como o pico observado em RFSII. No entando RF, que ndo teve adi¢do de sacarose, produziu uma maior
quantidade que RFSII, que usou 100 g/L de sacarose, alcancando 1106 mg/L no 9° dia do processo.

Neste trabalho a sacarose foi usada como meio de impulsionar a fermentacéo, assim como em outros estudos
que também testaram a eficiéncia da adicdo da sacarose em diferentes concentracbes (EL-HOLI E AL-
DELAIMY, 2003; PASTORE, 2010). A concentracdo de 100 g/L ndo foi favoravel nesta estudo, mas
pesquisadores como Khare et al., (1994) utilizaram esta concentracdo de sacarose em meio contendo soro de
leite de soja e obtiveram otimos resultados, alcancando até 21 g/L.
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El-Holi e Al-Delaimy (2003) também aplicaram testes com soro de queijo e conseguiram concentragdes
préximas as apresentadas nesta pesquisa, onde acumulou 2,43 g/L de &cido citrico quando usou o soro sem
adicao de agUcar extra, no entanto, quando acrescentaram ao caldo fermentativo contendo soro de queijo 15%
de sacarose, conseguiram impulsionar a fermentacéo, chegando a produzir 106 g/L de &cido citrico no 16° dia
de fermentacdo. Assim como neste trabalho, uma concentracdo maior de sacrose (15%) favoreceu um maior
acumulo, no entanto, ndo atingiu niveis tdo altos como o apresnetado no estudo de El-Holi e Al-Delaimy
(2003).

A baixa producédo de acido citrico pode ser justificada em parte pela presenca da galactose, constituinte da
lactose do soro, pois acredita-se que a sua presenca e dos seus matabolitos gerados causaria inibicdo da
produgdo de &cido citrico através da reducdo da taxa de utilizagdo da glicose (HOSSAIN et al., 1984;
MODDAX et al., 1986). O acido citrico é obtido através da fermentagdo da sacarose, assim, a natureza dos
acucares e suas concentragdes podem influenciar diretamente na producdo de &cido citrico (GREWAL e
KALRA, 1995; HOSSAIN et al., 1984).

Yaykasl et al. (2005) utilizaram em seus testes uma faixa de 100 a 180 g/L de sacarose, em meio sintético, e
obtiveram o melhor resultado com a concentracdo de 14% (140 g/L) de sacarose, chegando a alcangar
produgdo de 1,1 g/L de é&cido citrico durante a fermentagdo no periodo de 4 dias. Porém, Pastore (2010)
utilizou concentrages menores (50 e 100 g/L) de sacarose em dois testes, um em manipueira e outro em meio
sintético para efeito de comparagdo (somente nutrientes e sem a manipueira). Mesmo com adi¢do da menor
concentracdo de sacarose (50 g/L), o autor conseguiu obter resultados superiores em seus dois testes,
registrando 78,4 g/L em substrato utilizando manipueira, em apenas 24 horas de fermentacdo e 80,9 g/L de
acido citrico em meio sintético, mas somente no 5° dia de reagdo. Neste sentido, observa-se que ndo somente o
acucar pode influenciar uma maior ou menor excrecdo, outros fatores estdo intimamente ligados, como a
composigdo do meio e até mesmo a estirpe utilizada.

Este fato pode ser observado na pesquisa de El-Samragy et al. (1996), eles relataram testes com soro de queijo
utilizando duas estirpes diferentes. Foram usadas as estirpes de Aspergillus niger CAIM111 e Aspergillus
niger CAIM167, nas mesmas condi¢BGes de temperatura e rotacdo que estudadas nesta pesquisa. Na primeira
fase do seu experimento eles utilizaram quatro o soro em um pH de 3,5 e produziram 1060 mg/L e 820 mg/L
de acido citrico para A. niger CAIM 111 e A. niger CAIM 167, resta ordem.

Outros fatores que também afetam a fermentacdo e producdo do acido citrico sdo o pH do meio e o0 OD

disponivel (VANDENBERGUE et al., 1999) Na Figura 2 e 3 sdo mostradas as variacdes de pH e OD durante
a fermentacéo.

4.5

-2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo reacional (dia)

HRF HRFST ERFSIT ERFSTIT

Figura 2: Variagdo de pH para todas as séries de reatores.
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Figura 3: Variacdo de Oxigénio Dissolvido (OD) durante a fermentacao.

Para que a produtividade seja eficiente, é necessario que o meio contenha nutrientes essenciais, mais fatores
como o pH e aeracdo também tem grande influencia no processo (GREWAL e KALRA, 1995), e precisam ser
monitorados e avaliados. O pH pode influenciar a forma de crescimento, que por sua vez pode influenciar a
viscosidade do meio, pois crescimento predominantemente filamentoso pode acarretar no aumento da
viscosidade, e uma viscosidade elevada pode influenciar em menores taxas de oxigénio dissolvido no meio por
dificultar as trocas gasosas (PAMBOUKIAN, 1997). O processo de fermentacdo do &cido citrico é aerobio, e a
importancia do oxigénio tem sido enfatizada (KIM at al., 1995). Certas taxas de aera¢cdo aumentam a vantagem
para a melhoria do rendimento, reduzindo assim o tempo de fermentacdo (GREWAL e KALRA, 1995).
Segundo Jing et al., (1989), baixos niveis de oxigénio no meio pode atrasar o crescimento do fungo, gerando
atraso na producdo, assim como o oxigénio em excesso também pode acarretar em uma queda de eficiéncia na
fermentacéo.

Em todos os reatores, com excec¢do do RFSIII, o pH tendeu a aumentar nos primeiros dias e depois tornou a
cair, provavelmente pela adaptagdo do fungo ao meio e excre¢do de acidos orgénicos. No entanto os reatores
RFSIII apresentaram somente pH abaixo do inicial, o que pode ter contribuido para que 0 mesmo atingisse
maior producéo, pois um pH baixo seria fator importante para o maior acimulo de &cido citrico, desde que seja
mantido acima de 1,5, pois em meios com valores de pH igual e inferiores a 1,5 ha o favorecimento da
produgdo de acido oxalico em detrimento ao acido citrico (GREWAL e KALRA, 1995).

O crescimento do fungo nos reatores apresentou-se predominantemente na forma filamentosa em todos os
reatores. De todo modo, a morfologia filamentosa ndo parece ter interferido mais do que a concentragdo maior
de matéria organica no meio, visto que maiores concentra¢@es de agucar favoreceram um OD com niveis mais
baixos em comparagdo com o soro sem adi¢do de sacarose (RF). RF apresentou uma média de OD no meio de
3,16 mg/L, ja RFSI de 1,8 mg/L, enquanto RFSII e RFSII um OD médio de 1,5 mg/L. No entanto, mesmo a
niveis mais baixos de oxigénio dissolvido RFSIII apresentou maior producdo. Gomez et al. (1988) afirma
através de sua pesquisa que o oxigénio pode ser uma variavel ainda mais importante que afirmado por outros
autores, que para Aspergillus niger ndo existe diferenga morfolégica para a boa eficiéncia na produgdo do
&cido citrico, portanto que os niveis de oxigénio dissolvido no meio ndo ficasse abaixo de 40% de saturacao.

Durante a fermentacédo foi observada uma reducdo da carga orgénica, medida em termos de Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO), os valores iniciais e concentra¢des observadas durante a fermentacdo estdo apresentados
na Figura 4. Até o 10° dia de producdo os reatores contendo sacarose tiveram uma reducdo crescente de 23, 28
e 30 g/L, para os reatores RFSI, RFSII e RFSIII, respectivamente. No entanto, a maior carga organica reduzida
foi a do reator RF, onde apresentou reducdo de 33 g/L. Pastore (2010) observou em seus testes que com a
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fermentacéo do acido citrico a DQO do meio foi reduzida em grandes concentragfes. O meio de manipueira
apresentou valor inicial da DQO de 2,2 g/L, e, ap6s a adicdo dos nutrientes, como ureia e peptona, 5 g.L™*
cada, apresentou uma carga de 3,2 g/L. Apos um periodo de fermentacgdo de 6 dias, a concentragdo inicial de
DQO caiu para 1,2 g/L, abaixo do valor de caracterizagao, indicando que o processo para a producao de acido
citrico contribuiu para a reducéo da carga poluidora do efluente.
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Figura 4: Variacdo de DQO ao longo do tempo reacional.
CONCLUSOES

Dentre as concentragfes de sacarose avaliadas, os reatores RFSIII, com 150 g/L do agucar, mostrou ter um
maior potencial de produgdo em comparagdo com outras concentraces estudadas. No entanto, a reducéo da
DQO foi maior para a série de reatores sem sacarose (RF), mostrando o potencial da prdpria producdo de
minimizar a carga organica do efluente final. No entanto, mais estudos devem ser feitos a fim de observar
melhores condic¢Bes e potencializar o uso do soro sem adicdo de uma fonte extra de carbono, para assim tonar
menos dispendioso o processo fermentativo.
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