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RESUMO GERAL

O café é um dos produtos agricolas de maior importancia econdmica no
agronegocio brasileiro. Durante o beneficiamento dos graos, sdo gerados
residuos, os quais sdo dispostos de formas inadequadas no meio ambiente.
Durante o processamento dos grdos sdo gerados residuos, os quais sdo
dispostos de formas inadequadas no meio ambiente. Quando processado
por via Umida, o café gera como residuos a casca melosa e a dgua de
lavagem. A casca do maracuja é composta pelo flavedo (parte com
coloracdo) e albedo (parte branca), sendo este rico em pectina, (vitamina
B3), ferro, célcio, e fésforo. A destinagdo imprépria dos residuos do
processamento de certas frutas, como por exemplo, 0 maracujd, visto que é
cultivado em larga escala em quase todo o Brasil implica em estudos para o
uso desse subproduto, gerando produtos de alto valor agregado. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar e otimizar a producio de
dcido citrico por Aspergillus niger em fermentacdo submersa utilizando na
composicao do meio de cultura, diferentes proporcdes de extrato da polpa
de café e farinha da casca do maracujd. Os residuos agroindustriais foram
analisados quanto ao teor de acticares redutores totais, sélidos soliveis e
pH, mostrando o aumento que a farinha da casca do maracujd apresentou
maior acidez e aumento no teor de aglicares em comparacdo com o extrato
da casca melosa de café. Foi realizado um estudo da fermentacdo
empregando-se diferentes variacdes de farinha da casca do maracuja e
extrato da casca melosa de café. Na etapa de fermentacao foi utilizado o
isolado de Aspergillus niger (A. niger 00114). Durante a fermentagao,
foram analisados os teores de acticares consumidos, pH, crescimento
fungico (biomassa) e producao de dcido citrico. Como resultado, verificou-
se que a produgio maxima de 4cido citrico pelo fungo foi de 10,21 (g.L™")
no 4° dia de incubag¢do em pH 3,44 para o meio contendo 70% de extrato
da casca melosa de café e 30% de farinha da casca de maracuj4, sendo este
substrato considerado o mais eficaz na produgdo de 4cido citrico em
comparagdo aos demais. Apds a otimiza¢do do meio contendo 70% de
extrato da casca melosa de café e 30% de farinha da casca de maracuja, a
produgio maxima de 4cido citrico foi de 11,82 (g.L'') em pH 1,88 e
ocorreu no quarto dia de incubagdo. Assim, houve um aumento de 1,61
(g.L") de 4cido citrico quando comparado ao mesmo meio de cultura nio
otimizado. Dessa forma, a otimizacido dos pardmetros do meio foi um fator
importante para o aumento na produgdo de dcidos organicos e permitiu o
estudo detalhado da influéncia de cada varidvel otimizada no produto final.
Portanto, é possivel a utilizacdo desses residuos agroindustriais para a
producdo de acido citrico.

Palavras-chave: Café. Maracujd. Fermentacdo. Acido citrico. Aspergillus
niger.



GENERAL ABSTRACT

Coffee is one of the agricultural products of major economic importance in
the Brazilian agribusiness. During the processing of grain residues are
generated, which are arranged inadequate forms on the environment.
During the processing of grain residues are generated, which are arranged
in shapes unsuitable environment. When processed by wet, coffee
generates waste as the mellow peel and wash water. The bark of passion
fruit is composed of flavedo (part with color) and albedo (white part),
which is rich in pectin, (vitamin B3), iron, calcium, and phosphorus.
Improper disposal of waste processing of certain fruits, such as passion
fruit, since it is grown on a large scale in most of Brazil implies studies for
the use of this by-product, generating high value added products. This
study was to evaluate and optimize the production of citric acid by
Aspergillus niger in submerged fermentation using the composition of the
culture medium, different proportions of coffee pulp extract and flour of
passion fruit peel. The agro-industrial residues were analyzed for their
content of total reducing sugars, soluble solids and pH, showing the
increase that the passion fruit peel flour showed higher acidity and increase
in sugar content compared to the mellow bark extract of coffee. A
fermentation study using different variations of passion fruit peel flour and
coffee pulp extract was performed. In the fermentation step used was
isolated from Aspergillus niger (A. niger 00114). During fermentation, the
levels consumed sugars were measured pH, fungal growth (biomass) and
citric acid production. As a result, it was found that the maximum
production of citric acid by the fungus was 10.21 (gL-1) on the 4th day of
incubation at pH 3.44 for medium containing 70% syrupy coffee bark
extract and 30 % of passion fruit peel flour, which is considered the most
effective substrate in citric acid production compared to the others. After
optimization of medium containing 70% of syrupy coffee husk extract and
30% of passion fruit peel flour, the maximum production of citric acid was
11.82 (g L -1) at pH 1.88 and occurred in the fourth day of incubation.
Thus, there was an increase of 1.61 (gL-1) of citric acid compared to the
same culture medium not optimized. Thus, through the optimization of the
parameters is a key factor for the increase in the production of organic
acids and enabled the detailed study of the influence of each variable on
the optimized final product. Therefore, the use of such organic residues for
the production of citric acid is possible.

Keywords: Coffee. Passion fruit. Fermentation. Citric acid. Aspergillus
niger.
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1 INTRODUCAO

O café destaca-se como o produto agricola de maior relevancia
para o Brasil e para o estado de Minas Gerais. A cafeicultura dd origem a
um volume elevado de residuos, gerados no processamento, como restos
de colheitas dispostos de modo inadequado no meio ambiente, cuja
utilizacdo tem sido objeto de vérios estudos. Para cada tonelada de grdos
de café produzida, uma tonelada de cascas € gerada durante o
processamento a seco (SAENGER et al., 2001). A casca melosa do café
€ o principal residuo originado no processamento imido do café maduro,
representando aproximadamente 40% do peso seco do grido de café,
sendo rico em carboidratos, proteinas, minerais e aprecidveis quantidades
de taninos, cafeina e potdssio. A casca melosa do café & ricas em
nutrientes e compostos organicos, além de conter compostos como
cafeina, taninos e polifendis (PANDEY et al., 2000a). Este residuo, em
geral, apresenta grande potencial, possibilitando a exploragdo econdmica,
mas, apesar da grande disponibilidade, existe pouca aplicagio tecnoldgica
para ele.

Dois diferentes processos sdo utilizados para o processamento do
café que sdo a via seca, a qual processa o café na sua forma intacta,
produzindo frutos secos, como café em coco ou café natural e a via imida,
no qual se retira a casca antes da secagem, podendo-se retirar ou nio a
mucilagem. Nos ultimos anos, verifica-se uma tendéncia crescente para a
utilizacao eficiente e adicdo de valor aos residuos agroindustriais, como
polpa e casca de café, bagaco de mandioca, bagaco de cana-de-acucar,
polpa de beterraba, bagaco de maca, sabugo de milho, etc. (PANDEY et
al., 2000a) e ndo apenas o descarte como ocorre na maioria dos casos.

As cascas de maracujd sdo constituidas basicamente por carboidratos,
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proteinas e pectinas, essa composi¢do favorece o aproveitamento das
mesmas para fabricacio de doces, podendo ser uma alternativa vidavel para
resolver problemas da eliminacdo dos residuos, além de aumentar seu valor
comercial (OLIVEIRA et al., 2002). A casca e as sementes de maracuja
sdo comumente utilizadas na alimentacdo animal (SEAGRI, 2010). Mas
segundo Cordova et al. (2005) estudos tém evidenciado as propriedades
funcionais da casca, especialmente aquelas relacionadas ao teor e o tipo de
fibra. Essas caracteristicas e propriedades funcionais fazem com que a
casca de maracujd ndo seja mais considerada um residuo industrial, uma
vez que pode ser utilizada na elaboracdo de novos produtos (RAMOS et
al., 2007).

Diversos processos foram desenvolvidos para utilizar esses
materiais como matérias prima para a produ¢dao de produtos quimicos a
granel e produtos de valor agregado, tais como proteinas unicelulares,
cogumelos, enzimas, dcidos organicos, aminodcidos e metabdlitos
secundérios biologicamente ativos (PANDEY et al., 2000a). Aplicacdes
de residuos agroindustriais na obtencdo de 4cidos orgéinicos oferecem
uma alternativa para a possivel falta de substratos e, por outro lado,
ajuda a resolver o problema da poluicdo ambiental. Portanto, este trabalho
foi realizado com o objetivo de estudar a viabilidade da utilizacdo dos
residuos do café e maracuja para a produgo de 4cido citrico por Aspergillus

niger.



18

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O cafeeiro é uma planta pertencente a familia Rubiaceae e ao género
Coffea, sendo as espécies Coffea arabica e Coffea canephora Pierre as que se
destacam, economicamente, em todo o mundo. O café ardbica (Coffea arabica)
€ o fruto de uma planta tropical de altitude adaptada a clima dmido com
temperaturas amenas. As condicdes térmicas para a cultura encontram-se
definidas pelas temperaturas médias anuais entre 18 °C e 23 °C (faixa ideal: 19
°Ca 22°C). O café robusta, Coffea canephora, oriundo de regides
equatoriais baixas, quentes e umidas, estd adaptado a condi¢cdes de temperatura
com médias anuais entre 22 °C e 23 °C (ARGOLLO, 2004). O café destaca-se
como um dos produtos agricolas de maior relevancia para o Brasil e para o
estado de Minas Gerais (SAENGER et al., 2001).

A producdo do café ardbica representa 74,0% (32,19 milhdes de sacas)
da producdo do pais e tem como maior produtor o estado de Minas Gerais, com
68,0% (21,88 milhdes de sacas) de café beneficiado. O conilon participa na
producdo nacional com 26,0% de café beneficiado. O estado do Espirito Santo
se destaca como o maior produtor dessa espécie, com 75,2% (8,49 milhdes de
sacas) de café beneficiado (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2012). Os dados das produgdes dos estados na safra de
2011 podem ser observados na Tabela 1, sendo os maiores produtores os estados

de Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo.
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Tabela 1 Prodpgﬁo estimada do café safra 201 2, em mil sacas de 60 kg

Safra
Regiio Ardhica  Robusta  Total
Minas Geras 21 882 299 22181
- Bul e Centro-Ceste 10.442 0 10442
- Cerrado - Trigngulo, Alto Paranaitha e Moroeste. 4.001 0 4.001
- Zona da Mata - Jequitinhonha, Mucur, Rio Doce, 7439 299 AT
- Central e Morte. 0 0 o
Espirito Santo 3079 5494 11.573
S0 Pauln 3115 1] 3112
Parana 1842 0 1.842
Bahia 1.548 9 7411 2.290
- Cerrado 428 1] 429
- Flanalto 1.11%,9 1] 1.119,9
- Atlantico 1] 7411 7411
Rondénia 1] 14283 1.428,3
M ato Grosso 11 126,8 1378
Para 1] 184 184
Fio de Janeiro 247 13 260
Outros 4671 9.5 476,
Brasil 321885 112957 43484,2

Fonte: COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO (2012)

A produgio de Minas Gerais estd estimada em 22.181.826 sacas de café, na
safra 2012, com variacdo percentual de 3,37% para mais ou para menos. A
produtividade média do estado atingiu 22,16 sacas de café por hectare. Em
comparagdo com a safra anterior, a estimativa sinaliza uma reducio da producgio

cafeeira em 11,82% (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2012).

2.1.1 Tipo de processamento e residuos

O café, depois de colhido, pode ser processado por duas vias
diferentes, a via imida e a via seca. Em ambos os casos, o principal objetivo é
secar o café o mais rdpido possivel, retirando dgua até niveis seguros para o

armazenamento e o beneficiamento. Dependendo do método de processamento
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do café cereja, ou seja, processo timido ou seco, os sélidos residuais obtidos
tém diferentes terminologias, sendo esta casca melosa ou casca seca,
respectivamente (PANDEY et al. 2000%). O processamento do café gera
residuos que sdo pouco aproveitados, mesmo sendo ricos em nutrientes.
Frutos de café maduros podem ser processados por trés métodos distintos.
O processo mais simples e rdstico é o processamento a seco, que ¢é utilizado
para fermentar o café ao sol em plataformas e ou no cimento.

No processo tmido, a casca melosa e ou mucilagem sdo removidos
mecanicamente e os graos sdo fermentados em tanques, com um grande volume
de dgua. O processo semisseco é uma variagdo do processo por via imida, em que
os frutos de café também t€m a casca melosa extraida, mas o processo de
fermentacdo ocorre diretamente em uma plataforma (VILELA et al., 2010).

O processo por via seca € a técnica mais simples e comum. Nele, os frutos
sdo secos ao sol em terreiros ou recebem neles a pré-secagem, que € complementada
em secadores mecanicos. Depois de secos, os grios de café sdo levados a um
descascador para a remogdo do material que envolve os graos de café, que sido o
produto de interesse econdmico (OLIVEIRA et al., 2001). Nesse procedimento, a
mistura do cereja com o verde provoca perda de qualidade da bebida, pela diferenca
de umidade inicial em cada um deles. O processamento por via imida representa um
avango para a qualidade final do produto obtido. = Segundo Borem (2004), o
processamento por via timida pode ocorrer por trés diferentes caminhos: primeiro, o
descascado, quando apenas a casca e parte da mucilagem s3o retiradas em
descascadores mecanicos; segundo, o desmucilado quando se remove a casca e,
posteriormente, o maximo de mucilagem por abrasdo (desmucilador mecanico) e, por
ultimo, o despolpado, quando se removem a casca mecanicamente e a mucilagem por
fermentacdo bioldgica. Hoje em dia, hd uma pressdo politica e social grande para

reduzir a poluicdo resultante das atividades industriais. Quase todos os paises
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desenvolvidos e em desenvolvimento estdo tentando se adaptar a esta realidade,
modificando seus processos para que seus residuos possam ser reciclados.
Consequentemente, a maioria das grandes empresas j4 ndo descarta esses residuos,
mas sim os utiliza como matéria-prima para outros processos (MUSSATTO;

DRAGONE; ROBERTO, 2006).

2.1.2 Composicio do fruto do café

A casca de café é oriunda da limpeza do café em coco, composta de
epicarpo (casca), mesocarpo (mucilagem), endocarpo (pergaminho) e pelicula
prateada. A casca melosa € o residuo da despolpa umida do café cereja,
composta de epicarpo e parte do mesocarpo (MATIELLO,1991 apud
BARCELOS et al., 2002). As diferencas bdsicas entre casca seca e a casca
melosa de café € que a casca € obtida seca e contém o pergaminho, enquanto a
casca melosa é umida e ndo tem o pergaminho, pois esse fica envolto no gréo de

café, como forma de protecdo. Na Figura 1 estd ilustrado o grao de café.

Casca au Epicarpo

Filme prateada

P inh
Folpa ou Mesocarpao SIS

Figura 1 Estrutura do grio de café
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O café cereja, com base na matéria seca, pode ser dividido nas seguintes
porcdes: 29% de polpa, 12% de pergaminho, 5% de filme prateado e 54% de
grdo (BRESSANI; ESTRADA; JARQUIN, 1972). Segundo os mesmos autores,
obtiveram-se, na andlise da polpa desidratada (em base seca), valores de 2,5% de
extrato etéreo, 21,0% de fibra bruta, 11,2% de proteina bruta, 0,554% de célcio,
0,116% de fosforo, 1,76% de potissio e 1,5% de cafeina. Resultados
semelhantes foram encontrados por Elias (1978), em cujo trabalho a casca
melosa de café apresentou 76,7% de umidade, e os teores em base seca, de
10% de proteina, 2,5% de extrato etéreo, 21% de fibras, 50% de
carboidratos e 8% de cinzas.

Segundo Elias (1978), a fragdo de carboidratos € representada em base
seca por: 27,65% de celulose, 12,40% de aguicares redutores, como a glicose,
2,02% de acucares nao redutores e um total de 6,52% de substancias pécticas. O
mesmo autor também encontrou na casca melosa de café, 17,5% de lignina e
3% de proteina lignificada, 1,80% a 8,56% de taninos, 2,6% de 4cido
clorogénico e 1,6% de acido cafeico. Ulloa et al. (2004) determinaram, para a
polpa de café, concentragdes de 8% de proteina, 2,9% de extrato etéreo, 8,9%
de cinzas, 28,6% de celulose, 2% de compostos fendlicos, 0,74% de taninos e
1,8% de cafeina.

Com relacdo a concentracdo da lignina, Barcellos et al. (2001)
determinaram 11,70% para a casca melosa de café, ocorrendo diminuicio em
seus teores durante o armazenamento. Ulloa et al. (2004) encontraram valores
de celulose variando entre 16,5% a 32,2%, de emicelulose 1% a 11,6% de
lignina 12,2% a 20,5%. Avallone et al. (2000), encontraram as seguintes
fragdes dos carboidratos na mucilagem: 29,6% de arabinose, 12,6% de
xilose, 13,6% de galactose, 4,2% de ramanose e 30,5% de glicose , sendo estd

mucilagem obtida por desmucilador mecanico, comprovando o alto teor de
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actcares que poderiam ser aproveitados em processos biotecnoldgicos.

Brum (2007) encontrou, para constituicdo da casca melosa de café

obtida pelo processamento via imida, os valores contidos na Tabela 2.

Tabela 2 Composicado da casca melosa (em base seca)

Composicio Polpa
*Holocelul ose {%46) 52,5040,30
Celulose (%6) 25.90+0.30
Lignina insoliwel {%6) 16,480,186
Lignina soluwel (%4) 1,07+0,18
Hemicelul ose (%) 26,60+0,30
**Extrativos (%) 261
Cinza (%%) 0.65+0,03
Tanino condensado (%) 3,90+0,08
Mitrogénio (%) 1,8540,06
P (%) 0,1620
K (%4) 3,65+0,06
Ca %) 0,340
MG (%) 0,07£0
g (2) 0,01840,010
B (ppm) 33,20+0,4
Cu {pptm) 13,5540,35
Wn (ppm) 32,95+0,05
Zn (ppm) 0.25+0,25
Fe (ppm) 172,30+£5.9

Fonte: Brum (2007) *Holocelulose= celulose + hemicelulose
*+# Extrativos= fracdes soliiveis em dgua e em dlcoois

Revisando a literatura relacionada ao assunto, verifica-se a
existéncia de divergéncias entre os dados de diferentes trabalhos, o que é
explicado pela grande variedade de cultivares, condi¢des de cultivo e tipo de
processamento, entre outros fatores. A polpa do café e a casca obtidas
durante a transformacdo do café cereja pelos processos timido ou seco,
respectivamente, contém quantidades de cafeina, taninos e materiais

organicos, 0 que os torna téxicos em sua natureza, quando descartados no
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meio ambiente. No entanto, sendo rico em matéria orgénica, este substrato
torna-se interessante para processos microbianos no intuito de obter

produtos de valor agregado (PANDEY et al., 2000%).

2.1.3 Utilizacoes dos residuos do café

Tradicionalmente, a casca melosa do café t€m se limitado a apenas
aplicacdes como fertilizantes, alimentacdo de animais e compostagem, entre
outras utilizagdes mais simples. Nestas aplicacles, utiliza-se somente uma
pequena fra¢do do residuo gerado durante o processamento do café e nio sio
tecnicamente muito eficientes. O foco atual é em aplicacdes desse substrato em
bioprocessos. Tentativas tém sido feitas para aprimorar as formas de utilizagdo
tradicionais e obter novas formas de utilizacdo da polpa e casca do café, como,
por exemplo, a eliminagdo de compostos tdxicos (compostos fendlicos, taninos,
cafeina) e, posteriormente, a utilizacdo na alimentagdo animal, o uso com
eficiéncia do substrato para a producdo de produtos com valor agregado como
cogumelos, enzimas, dcidos organicos, flavour e aroma de certos compostos,
entre outros.

Estes residuos, por possuirem quantidade elevada de acucares
fermentesciveis, constituem um substrato apropriado para o cultivo de fungos e
leveduras (PANDEY et al., 2000a). Os avangos na biotecnologia industrial
oferecem melhores oportunidades para aproveitamento econdmico de residuos

agroindustriais, como a casca melosa do café (PANDEY et al., 2000a).

2.2 Biomassa lignocelulésica

Os materiais lignoceluldsicos representam a fracao mais expressiva
da biomassa vegetal, a maior fonte de compostos organicos da biosfera.

Sdo constituidos por trés fragdes principais que, juntas, perfazem mais de
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90% da massa seca total. Sdo elas: celulose, hemiceluloses e lignina
(PANDEY et al., 2000). Além destes compostos estruturais, os materiais
lignoceluldsicos contém outros compostos minoritdrios, como cinzas,

proteinas e compostos fendlicos, entre outros.

2.2.1 Celulose

A celulose (Figura 2), constituinte mais abundante da parede celular
vegetal, € um homopolissacarideo constituido por unidades de D-glucose unidas
entre si por ligagdes glicosidicas B (1—4), apresentando um grau de

polimerizacdo de até 10.000 unidades de glicose.

HOM.C oH  HOHLC
s 3 3 0H : e 0
Dw ’ ? .
o 0 HO ) Hi oy

0
HOH,Cy OH  HoHe

Figura 2 Férmula estereoquimica da celulose
Fonte: (ZHANG; YANG; BLASIAK, 2011)

A estrutura linear, conferida pela configuragdo das ligacdes
glicosidicas, possibilita a formacdo de ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares e acarreta a agregacdo das cadeias celuldsicas em “fibrilas
elementares” com alto grau de cristalinidade. Estes agregados conferem elevada
resisténcia a tensdo, tornam a celulose insolivel em um grande ndimero de
solventes e explicam, pelo menos em parte, a sua resisténcia a degradacdo
microbiana (DING; HIMMEL, 2006; MATTHEWS et al., 2006; VAN SOEST,
1994). Como pode ser visto na Figura 3, existe uma intima associa¢io entre as

trés fracdes principais (celulose, hemicelulose e lignina), de tal modo que impde
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dificuldades para a recuperacdo dos agucares constituintes da celulose na forma

de mondmeros com elevado grau de pureza (SUN; CHENG, 2002).

Parede celular

Microfibrila

Calula vegeatal

Figura 3 Parede celular vegetal
Fonte: US Department of Energy Genome Programs adptado por CANILHA
et al. (2010)

2.2.2 Hemiceluloses

Outro constituinte das plantas sdo as polioses ou hemiceluloses
(Figura 4), que ndo constituem uma udnica substincia, mas, sim, uma mistura
de polissacarideos de baixa massa molecular, os quais estdo associados com
celulose e a lignina. As unidades de actcares que formam as polioses podem
ser subdivididas em grupos, tais como pentoses, hexoses e deoxi-hexoses e

acidos hexuronicos (SAHA et al., 2003).
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Hemiceluloses sdo polimeros de acticares representando, em geral, de 15% a
35% da biomassa da planta e que podem conter pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose),
hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose) e/ou acidos urdnicos (o-D-
glicurdnico, a-D-4-O-a e metilgalacturonic-D-galactur6nico 4cidos). Outros agicares,
como a o-L-ramnose e o-L-fucose, também podem estar presentes em pequenas
quantidades e os grupos de hidroxila destes agicares podem ser parcialmente
substituidos com grupos acetil (GIRIO et al., 2010). Hemicelulose € um grande grupo
de polissacarideos encontrados nas paredes celulares primdrias e secunddrias das
plantas em toda a Terra. Elas sfo classificadas como material soliivel em soluc@o
alcalina apds a remogdo de substincias pécticas e t€m grau de polimerizacdo muito
menor, comparada com a de celulose (XIAO; SUN; SUN, 2001). De acordo com
Saha et al. (2003), hemiceluloses em residuos agricolas consistem, principalmente, de
unidades de xilose e arabinose.

As hemiceluloses sdo estruturalmente mais parecidas com a celulose do
que com a lignina e s@o depositadas na parede celular em um estdgio anterior a
lignificagdo. Sua estrutura apresenta ramificacdes e cadeias laterais que
interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao

agregado (RAMOS, 2003).

COOH
A\0
HiO
B xilose

0
G/bwﬂ\q/ﬁa A%HDM %RAO 0- D Z:LTOI

Figura 4 Férmula estereoquimica das hemiceluloses
Fonte: (ZHANG; YANG:; BLASIAK, 2011)
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2.2.3 Lignina

A lignina (do latim lignum que significa madeira), também conhecida
como lenhina, é uma molécula tridimensional (Figura 5) amorfa observada nas
plantas terrestres, em associacdo com a celulose na parede celular, de natureza
polimérica e tridimensional, com finalidade de conferir rigidez,
impermeabilidade e resisténcia contra ataques bioldgicos aos tecidos vegetais.
Esta molécula € o terceiro componente mais importante encontrado na madeira,
correspondendo a 15 a 35% de seu peso. Conclui-se que a lignina € resultante do
metabolismo da planta, pois quando o processo de lignificagdo € completado,
geralmente coincide com a morte da célula, formando o chamado tecido de
resisténcia.

A lignina é formada apenas em plantas vasculares, que desenvolvem
tecidos especializados em fungdes como o transporte de solugdes aquosas e
suporte mecanico. Ou seja, possui como fung¢do proteger os componentes
vasculares da planta, pois reduz a permeabilidade da parede celular a agua,
protegendo a madeira contra microrganismos (agindo como um fungicida) e dé
suporte para a arvore, suportando sua copa a muitos metros de altura (KUHAD;
SINGH; ERIKSSON, 1997). Sua estrutura quimica nao foi totalmente elucidada
ainda, principalmente pelo fato de sofrer altera¢des drasticas durante o processo
de seu isolamento da madeira. Além disso, a lignina estd covalentemente ligada a
celulose e outros polissacarideos da parede celular. Em sua composi¢do quimica
estdo presentes apenas carbono, hidrogénio e oxigénio. Em geral é formada por
trés alcodis de fenilpropandides: coniferil, cumaril e sinapril. Suas proporcdes
variam com a espécie, as estruturasvegetais e ainda, nas camadas de uma tnica

parede celular (KUHAD; SINGH; ERIKSON, 97).
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Figura S Estrutura molecular da lignina
Fonte: (KUHAD; SINGH; ERIKSSON, 1997)

2.2.4 Extrativos e outros compostos

Os componentes de menor massa molecular, presentes na biomassa
lignocelulésica, incluem uma variedade de compostos organicos cuja
presenca é governada por uma série de fatores, entre os quais os de natureza
genética e climdtica. Esses componentes ndo residem na parede celular da
planta e dividem-se, basicamente, em duas classes. A primeira classe
abrange materiais conhecidos como extrativos, por serem extraiveis em dgua

e solventes organicos (RALPH, J.,HELM, R.F., 1993).

2.3 Maracuja

Origindrio da América tropical, o maracujd é largamente cultivado e
processado em todo mundo. O Brasil € o maior produtor mundial, com producio

de 480 mil toneladas e drea de aproximadamente 36 mil hectares. A Bahia € o



30

principal produtor, seguido por Espirito Santo, Pard, Minas Gerais, Sergipe, Sao
Paulo e Ceara (IBGE, 2011), conforme demonstrado na (Tabela 3).

Cerca de 150 espécies de Passiflora sdo nativas do Brasil, das quais mais
de 60 produzem frutos, que podem ser aproveitados direta ou indiretamente

como alimento.

Tabela 3 Quantidade produzida, valor da produgdo, drea plantada e drea
escolhida da lavoura permanente de maracujd no ano de 2011

Brasil, Regiio Quantidade Valor da Area plantada Area colhida
Geogrifica ¢ produzida producdo (Mil {Hectare) {Hectare)
Unidade da (Toneladas) Reais)
Federagio
Brasil 479813 39,939 35,856 35810
Norte 1877 21000 118 104
Ronddnia BT TEE 210 e
Acre 472 370 mn 34
Amazonas 904 163 307 305
Rorama - L = 5
Pari 45.297 I8.114 4.168 4.16%
Amapd 1052 T 0 101
Tocantins 1721 856 62 162
Nordeste 4443 161,373 19.553 19.553
Maranhdo e 179 M 34
Piauf 169 143 16 16
Ceard 40,261 12885 2032 1032
Rior Grasde do 28719 2116 m 27
Mogie
Paraiba (072 4,101 819 819
Pernumbuco 7503 £} 2 L
Alagoas 5504 1961 Sl Shfy
Sergipe 41526 30,284 4330 4,330
Bahia 139.910 83614 10757 10,757
Sudeste 151096 147,291 8593 K586
Minas Gerais o 025 36554 1063 1063
Espirito Santo 1070 44038 2097 2097
Rio de Janeira 15.012 10,095 1.052 1052
S0 Paulo 40939 6603 2181 1374
Sul 13714 9384 Lozl Lozl
Parand 8.531 7034 626 626
Santa Catarina 5.143 2350 395 395
Rios Grande do Sul - B - -
Centro-Oeste 19.583 10.891 1L.571 1.556
Mato Grosso do Sul H6 5y 42 42
Mato Grosso 4.283 1 956 191 191
Cionds I ord e 6,744 1,223 122
Diistrites Federal 1.542 |84 115 10K

Fonte: IBGE (2011)



31

2.3.1 Maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg.)

A espécie Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg., ou seja, 0 maracuja
azedo ou amarelo é a principal espécie explorada comercialmente sendo
cultivada em quase todo o territério nacional, destacando-se como principais
produtores os estados do Pard, Bahia, Sergipe, Sao Paulo e Minas Gerais que,
juntos, sdo responsdveis pela lideranga brasileira na produ¢do mundial dessa
fruta (CEPLAC, 2010).

O maracuja amarelo possui a pelicula externa amarela, casca branca,
formato arredondado, polpa 4cida, suco amarelo a amarelo-alaranjado. E o mais
cultivado no mundo, responsdvel por mais de 95% da produgdo do Brasil
(CEPLAC, 2010). E utilizado na elaboracio de vérios produtos existentes no
mercado, resultando na produ¢do de grande quantidade de sementes e cascas, as

quais representam mais da metade do peso total do fruto (Tabela 4).

Tabela 4 Composi¢cao do maracuja in natura

MARACUJA Componente (%)
Casca 50,3
Suco 23.2
Sementes 26.2

Fante: Ferran, Colussi ¢ Ayub (2004},

A casca do maracuji é rica em aminodcidos, proteinas e carboidratos,
contendo ainda 10 a 20% de pectina de qualidade semelhante a da laranja. A
pectina do maracujd € constituida de 76 a 78% de 4cido galacturdnico, 9% do
grupo metoxila, um pouco de galactose e arabinose; tem propriedades
geleificantes e pode ser comparada a pectina dos citros, sendo utilizada como

ingrediente funcional na formulagd@o de geléias e sobremesas (MANICA, 1981).



32

A Tabela 5 apresenta os resultados da composi¢do centesimal da casca
de maracuja amarelo obtidos por Martins, Guimaraes e Pontes (1985) e Oliveira
et al. (2002). As variacdes de seus constituintes sdo aceitdveis, pois dependem
principalmente do estidgio de maturacdo do fruto, tendo em vista que o
amadurecimento leva a perda de umidade, o que acarreta na concentracdo dos
demais constituintes, além de outros fatores, tais como local de plantio e as

condicdes genéticas das plantas.

Tabela 5 Composicao centesimal da casca do maracuja amarelo

CONSTITUINTES CASCA DO MARACUJA'  CASCA DO MARACUJA?
Umidade (%) 89,08 78,73

Cinzas (%) 0.92 1,61

Lipideos (%) 0,70 0,31

Proteinas (%N x 6,23) 1.07 2,28

Fibras (%) n.r. 433

Carboidrato (%) £23 In.r.

Célcio (mg Ca/100g) nr. 10,98

Ferro (mg Fe/100g) n.r. 3.20

Fosforo (mg P205/100g) n.r. 36,36

'OLIVEIRA et al., 2002.
*MARTINS et al,, 1985, n.r=andlise niio realizada.

Cascas e sementes de maracuja sdo utilizadas por produtores rurais na
suplementagdo da alimentagdo animal, como ragdo para bovinos e aves, ainda
sem muita informac@o técnica adequada. Como este volume representa inimeras
toneladas, agregar valor a estes residuos € de interesse econdmico, cientifico e

tecnoldgico (FERRARI, COLUSSI e AYUB, 2004).

2.3.2 Morfologia

O maracujd-amarelo € constituido basicamente de epicarpo ou casca,
mesocarpo (parte branca) com espessura que varia de 0,5 a 4,0 cm, arilo

carnoso, endocarpo ou polpa e semente, conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6 Morfologia do maracuja
Fonte: FAEPE- Federacdo da agricultura do estado do Parand, 2007

2.3.3 Caracteristicas Fisico-Quimicas e Nutricionais

7

A casca € constituida por carboidratos, proteinas e pectina.
Também apresenta niacina (vitamina B3), ferro, célcio, e fé6sforo (GOMES,
2004). Segundo Cérdova et al. (2005) a niacina em humanos atua no
crescimento e na producdo de hormdnios, e previne problemas
gastrointestinais. A utilizacdo de farinha de casca de maracujid na dieta
possui o poder de ajudar em tratamentos com diabéticos e dislipidémicos ja
que possui o efeito no controle da glicemia e controle do colesterol LDL.
Desta maneira, a farinha da casca do maracujd também poderia se
constituir em uma complementagdo financeira para o pequeno produtor
rural, além da conveniéncia do produto final, pois nfo exige do consumidor

nenhum tipo de preparo (REOLON, 2008).

2.4 Avaliacao fisico-quimicas da polpa e da farinha da casca do maracuja
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2.4.1 Acido ascérbico (AA)

A vitamina C, ou dcido ascérbico, € sintetizada nas plantas e na maioria dos
animais. Contudo os seres humanos, dentre outros primatas ndo possuem a enzima
capaz. debiossintetizar a vitamina, sendo necessdria a ingestdo de alimentos fontes
desse nutriente (KRAUSE, 2005). O 4cido ascdrbico € a vitamina que se degrada mais
facilmente, comparando-se com outras vitaminas. Ela é estdvel apenas em meio 4cido,
na auséncia de luz, oxigénio e calor, sendo que os fatores que favorecem a sua
degradacdo sao os meios alcalinos, oxigénio, calor, acdo da luz, metais, como Fe, Cu e

Zn, e a enzima oxidase do 4cido ascérbico (OLIVEIRA et al., 1999).

2.4.2 Acidez titulavel (AT)

Altos teores de dcidos no suco revelam uma caracteristica importante no
que diz respeito ao processamento, pois € interessante que os frutos possuam
elevada acidez, visto que isso diminuiria a adi¢do de acidificantes no suco. Do
ponto de vista industrial o elevado teor de AT diminui a necessidade de adicdo
de acidificantes e propicia melhoria nutricional, seguranga alimentar e qualidade
organoléptica (ROCHA et al., 2001). A literatura descreve que a acidez do
maracujd tende a diminuir com o amadurecimento do fruto, conforme
confirmado pelos resultados do trabalho (POCASANGRE, 1995). A reducio
progressiva da acidez total, durante o amadurecimento da fruta, estd relacionada
ao processo de respiracdo (AMARO, 2002). Como consequéncia da evolucio do
fruto a reducdo do teor de 4cidos nos frutos de maracujazeiro amarelo € visto
como um indicativo do seu amadurecimento (VIANNA et al., 2005).

A utiliza¢do dos &4cidos organicos como substrato respiratério nao é
avaliada como fonte primdria (VIANNA et al., 2010), visto que, é funcido da
disponibilidade de outros substratos mais simples,como a glicose, frutose e

sacarose, € de reserva, como o amido.



35

2.4.3 Solidos solaveis (SS)

Os soélidos soldveis sdo constituidos por compostos soliveis em dgua,
que representam substincias, tais como agucares, dcidos, vitamina C e
algumas pectinas. Medidos por refratometria, sdo usados como indice dos
acucares totais em frutos, indicando o grau de maturidade. Vale ressaltar que
o teor de sdlidos soliveis pode variar com a quantidade de chuva durante a
safra, fatores climdticos, variedade, solo, etc, além, é claro, hd que se
considerar que durante o processamento, alguns produtores adicionam dgua
para facilitar o processamento, levando a condi¢éo de abaixamento do teor de
sélidos soldveis no produto final (OLIVEIRA et.al., 1999).

A indistria de alimentos usa o teor de sélidos soldveis totais como
um parametro que tem sido utilizado como indicador da qualidade dos
frutos, havendo preferéncia por frutos com teores de sélidos soldveis
superiores a 13°Brix (BRUCKNER et al., 2002). A comercializa¢do do suco
¢ feita com o suco natural (14° Brix) ou concentrado (50° Brix). Apesar da
comercializagdo do maracuja processado com polpa, geleia e néctar
representa um mercado muito pouco significativo atualmente, quando
comparado ao do suco (MELETTI, 1996).

Oliveira et al. (1994) considera que, para a agroindustria, os frutos
precisam apresentar elevado rendimento de suco, acidez total tituldvel e
teor de soélidos soluveis totais elevados. No entanto, para mercado in

natura, sio preferidos frutos mais doces e menos acidos.

2.5 Aproveitamento das cascas de maracuja amarelo

Os residuos sélidos da industrializacdo de alguns produtos agricolas no
Brasil, como os de frutos, normalmente sdo destinados a racdo animal. Entretanto

partir da década de 1980 ganha forca o aproveitamento de residuos de frutas
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principalmente de cascas, que podem ser utilizadas na alimentacdo humana, como
no desenvolvimento de geleias e doces (CARVALHO et al., 2005).

Segundo Cérdova et al. (2005) o estudo dos teores de fibras (soldvel,
insoldvel, bruta e alimentar) e das propriedades fisico-quimicas do maracuj
amarelo € importante para se explorar a potencialidade do uso da casca da fruta
como ingrediente de novos produtos. Segundo Carvalho (2005), o processo de
desidratagdao aplicado ao mesocarpo de maracujd, permite a obtencdo de um
produto final com satisfatdria aceitagdo sensorial, além de ser rico em pectina.

Assim poderia se constituir em uma complementacio financeira para o
pequeno produtor rural, além da conveniéncia do produto final, pois ndo exige
do consumidor nenhum tipo de preparo. Em 2000, 127,7 mil toneladas de fruto
de maracujd foram processadas segundo a Associacdo das Industrias
processadoras de Frutos Tropicais (ASTN). Isso gerou 51 mil toneladas de casca
fresca, que desidratadas gerariam 10,2 mil toneladas de casca seca.

Com processo de extracdo adequado, forneceriam cerca de mil toneladas
(10 % de rendimento) se houvesse o aproveitamento de toda pectina presente na
casca (MIN, 2005). Gondim et al. (2005) em trabalho realizado para
determinacdo de andlise centesimal e de minerais em cascas de frutas
verificaram que as cascas apresentavam em geral teores de nutrientes maiores
que de suas respectivas partes comestiveis. Considerando assim que as cascas
podem ser fontes alternativas de alimentos, uma alternativa para a casca seria a
fabricacdo de um p6é por meio da moagem da parte comestivel de vegetais,

podendo sofrer previamente processos tecnoldgicos adequados.

2.6 Residuos sélidos

A tendéncia do aproveitamento integral de residuos é uma necessidade

cada vez maior na indudstria moderna em nivel mundial, especialmente quando
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esta deve desenvolver sistemas de gestdo ambiental baseados na ISO 14000
(KAWABATA, 2008).

A destinacdo imprépria para os residuos do processamento de certas
frutas como exemplo, o maracujd, visto que é cultivado em larga escala em
quase todo o Brasil, gera uma expressiva quantidade de residuos (cascas mais
sementes) produzidos por toneladas de suco. O incentivo de aproveitamento
desses residuos somente serd possivel estimulando o desenvolvimento de
pesquisas, que ainda sdo em ndmero insignificante para o setor (DURIGAN;
YAMANAKA, 1987 citado por OLIVEIRA et al., 2002). Uma alternativa para o

aproveitamento das cascas de maracuja é a producdo de dcidos organicos, mais

especificamente, o dcido citrico por fungos do género Aspergillus.

2.7 Acidos organicos

A producdo de dcidos organicos por processos biotecnoldgicos € muito
evidenciada, principalmente com a utilizagdo de micro-organismos mais
especificamente fungos do gé€nero Aspergillus. Os 4cidos organicos sdo
amplamente usados na industria de alimentos como aditivos. Como agentes de
processamento, sdo adicionados para controlar a alcalinidade de muitos
produtos podendo agir como tampdes ou simplesmente como agentes
neutralizantes. Como conservantes, podem atuar desde agentes antimicrobianos
até antioxidantes (P. R. ASHURST, 2005). Os acidulantes, juntamente com os
edulcorantes, devem proporcionar um sabor agridoce a certos sumos comerciais.
Porém, dependendo do composto usado, a adi¢io de certos 4cidos orginicos tem
outros fins, como baixar o pH para evitar a degradacdo por parte de certos
microrganismos e podem ser também utilizados como intensificadores de sabor,
dependendo dos outros componentes presentes.

Naio s6 a acidez dos alimentos € alterada pelos compostos acidulantes, essas
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substancias também desempenham outras fungdes como regulador de pH, atuando
como tampdo nas mais diversas etapas do processamento de alimentos e diminuindo a
resisténcia de microrganismos; agente flavorizante, disfarcando gostos desagraddveis
de outras substincias e tornando o alimento mais saboroso; conservadores,
controlando o crescimento e desenvolvimento de bactérias patogénicas e seus esporos
(P. R. ASHURST, 2005). Além disso, os acidulantes impedem o escurecimento dos
alimentos, modificam a textura de confeitos, realcam a cor vermelha das carnes,
contribuem para a extragdo da pectina e pigmentos de frutas e vegetais, alteram o
sabor doce em alguns alimentos, evitam a cristalizacdo indesejada do acucar,
potencializam a acdo conservante do grupo benzoato e estabilizam o acido ascérbico

(P. R. ASHURST, 2005).
2.8 Acido citrico

O 4cido citrico ou citrato de hidrogénio € um 4cido organico fraco usado
como conservante natural (antioxidante), sendo conhecido também como acidulante
INS 330, dando um sabor 4cido e refrescante na preparacio de alimentos e de bebidas.
Em bioquimica, é importante o seu papel como intermediério do ciclo do 4cido citrico,
de forma que ocorre no metabolismo de quase todos os seres vivos.

O é4cido citrico é obtido na inddstria gracas a fermentacdo da sacarose
realizada por um microorganismo chamado Aspergillus niger. O processo de obtencao
apresenta vérias fases como a preparacdo do substrato de melago, a fermentaco
aerdbica da sacarose pelo Aspergillus, a separagdo do 4cido citrico do substrato por
precipitacdo ao adicionar hidréxido de célcio, ou cal apagada, para formar citrato de
célcio e, depois, € adicionado 4cido sulfiirico para decompor o citrato de cdlcio. A
eliminac@o das impurezas € realizada com carvao ativado ou resinas de troca i0nica,
continuando com a cristalizagdo do 4cido citrico, secagem ou desidratagio e o

empacotamento do produto.
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A produg@o de dcido citrico depende principalmente do potencial de sintese
do microorganismo utilizado, porém as condi¢des do processo e a composicido do
meio fermentativo sdo varidveis importantes que, quando otimizadas, podem
promover um acréscimo no rendimento (MILLIS, 1985). Desde 1930, segundo
Uchimura (2007), existe a preocupacdo sobre os mecanismos bioquimicos que
provocam a acumulagdo de 4cido citrico no meio de cultivo com esses micro-
organismos. O 4cido citrico s6 se acumula de duas maneiras: ou quando vérios
nutrientes estio presentes em altas concentracdes (agucar, acidez, oxigénio) ou quando
estdo em niveis abaixo do 6timo (ions metdlicos, nitrogénio, fosfato). Vdrias situacoes
bioquimicas parecem cooperar na produtividade em 4cido citrico. Por causa disso,
nem sempre a influéncia de fatores individuais pode ser determinada sem que haja
influéncia sobre outros fatores. Sendo o 4cido citrico um produto quimico amplamente
utilizado no mercado de consumo, faz-se necessario a utilizacdo de matérias primas de
baixo custo e facil utilizacdo para a produgao industrial.

A descoberta do 4cido citrico € atribuida ao alquimista islamico Jadir Ibn
Hayyan no oitavo século depois de Cristo. Os eruditos medievais na Europa
conheciam a natureza 4cida dos sumos de limdo e da lima; tal conhecimento estd
registrado na décima terceira enciclopédia Speculum Majus, recompilada por Vincent
de Beauvais. O 4cido citrico foi o primeiro 4cido isolado, em 1784, pelo
quimico sueco Carl Wilhelm Scheele, que o cristalizou a partir do suco do limao. A
produc@o de 4cido citrico a nivel industrial comegou em 1860, baseado na industria
italiana dos citricos.

Em 1893, Wehmer mostrou pela primeira vez que O microorganismo
“Citromyces” (atualmente chamado de Penicillium) produzia acido citrico em um
meio de cultura com acgucares e sais inorganicos. Entretanto, a produgdo microbiana
do 4cido citrico ndo chegou a ser industrialmente importante até a primeira guerra

mundial, que interrompeu as exportagdes italianas de limdes.Depois disso, foram
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encontrados muitos outros fungos e leveduras com essa mesma capacidade.

Com o aumento da importancia comercial do 4cido citrico, o limdo italiano
estabeleceu-se como monopdlio durante boa parte do século XIX, perdendo espago
somente a partir de 1919, quando foi posto em funcionamento na Bélgica o primeiro
processo industrial de obtencdo do 4cido citrico a partir da fermentagdo promovida
pelo fungo Aspergillus niger. No processo original, o dcido citrico era obtido da
seguinte forma: o suco da fruta citrica era extraido, concentrado e filtrado. Depois, era
colocado em contato com uma solugdo concentrada de amoniaco, resultando na
formacdo de citrato de amonio, substancia bastante soltivel em dgua. Esse citrato de
amdnio era entdo posto em contato com cloreto de célcio, resultando na formagéo de
citrato de célcio, um sélido pouco soltvel, que precipitava. A solucdo era novamente
posta para filtrar. O sélido retido durante a filtracdo era entdo misturado com dcido
sulfirico a 25 %, resultando na regeneracido do 4cido citrico, que € solivel, e de
sulfato de célcio, que € insolivel. Ap6s uma nova filtragcdo, separa-se o sdlido da
solu¢do desejada de é4cido citrico. A purificacdo do 4cido citrico finalizava entdo com
uma etapa de cristalizacdo (UCHIMURA, 2007).

Em 1917, o quimico americano James Currie descobriu que algumas cepas
de Aspergillus niger se desenvolviam em abundancia quando colocadas em meios
nutritivos com alto teor de agticares, sais minerais e um pH inicial de 2,5-3,5 e que,
durante esse desenvolvimento, ocorria uma grande excrecao de écido citrico por parte
dos microorganismos. Essa descoberta de Currie foi a base para a produc@o industrial
de 4cido citrico nos Estados Unidos, e a partir de 1923, pela empreas Pfizer que
comecou a producdo em escala industrial usando esta técnica anos mais tarde.
Aproximadamente 70 % do &cido citrico produzido € utilizado na industria alimenticia
e de bebidas, 12 % na industria farmacéutica € 18 % é destinado a outros usos

industriais (CERADA & LEONEL, 1995; UCHIMURA, 2007).
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2.8.1 Producao de acido citrico

Atualmente, o 4cido citrico € quase que exclusivamente obtido através de
processos de biossintese utilizando como agente biolégico o fungo imperfeito
Aspergillus niger. Dois processos sdo utilizados na biossintese deste dcido, o de
superficie e o submerso, que se diferenciam essencialmente pelo modo de crescimento
do microorganismo (LEONEL & CERADA, 1995).

Existem muitos fungos produtores de acido citrico: Penicillium citrinum,
Mucor piriformis, Ustilina vulgaris, Penicillium luteum, Aspergillus clavatus. Sdo de
interesse industrial as espécies que permitem altos rendimentos de producdo de dcido
citrico, entre estes os fungos do gé€nero Aspergillus sio muito empregados para este
proposito (LIMA et al., 2001).

Para que a obtencdo do 4cido citrico seja vidvel comercialmente,
vdrios fatores devem ser levados em consideracio no processo
fermentativo, como por exemplo, os constituintes do meio de cultivo, o pH,
a aeracdo, a temperatura e o microorganismo empregado (YOKOYA, 1992;
KOLICHESKI, 1995; TIMEIS, 2000). Os fungos filamentosos além de
sintetizar o 4cido citrico, também secretam uma grande variedade de
enzimas extracelulares como protease, amilase, celulases, lipases entre

outras.

2.9 Matérias-primas

Antigamente o 4cido citrico era produzido por fermentacdo, apenas da
sacarose, mas hoje em dia os substratos mais utilizados sdo: a sacarose, o melaco, o
caldo de cana-de-agucar, os melacos citricos e vdrios outros hidrolisados (NEHAD,
2002). Uma larga variedade de outras matérias-primas pode ser utilizada para

producdo de 4cido citrico por fermentagdo (Tabela 6).
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Tabela 6 Matérias-primas usadas na producao de 4cido citrico

Matéria-prima Tipo de fermentagdo  Rendimento %

Residuo de algodao Superficie -
Raiz de Asphodelus aestivus Superficie -
Aclicar de beterraba Superficie 40-60°
Residuo de cervejaria Superficie e Submerso 78,5 e 42-58°
Hemicelulose da madeira Submerso -
Hidrolisado de bagago de cana de Submerso 60°
aculcar
Polpa de maca Estado solido(SSF) 88°
Polpa de uva SSF 60°
Casca de fruta de kiwi SSF 60°
Residuo de abacaxi SSF 50-60°

a- Baseado em aglicar consumido. Fonte: Grewal et al. (1995)

Além dos substratos citados, vdrios trabalhos t€ém sido publicados
demonstrando a utilizacdo de matérias-primas alternativas. Os materiais
lignocelulésicos constituem um recurso renovavel amplamente distribuido
na natureza, e vém sendo intensamente estudados para a obtencdo de
energia e conversao em produtos de interesse industrial. Com o constante
desenvolvimento dos métodos de pré-tratamento e hidrélise dos materiais
lignocelulésicos, é possivel que se obtenham, a partir desses materiais
polissacarideos, hidrolisados com altas concentracdes de acucares
fermentesciveis (MIYAFUIJI et al., 2003).

De acordo com Dale (1987), os custos de vdrios produtos
resultantes de processos fermentativos dependem muito do custo da fonte
de carboidratos. Segundo este, a conversdo da lignocelulose oferece

potencial para a obtencao de agtcares fermentesciveis de menor custo.
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2.10 Aspergillus niger

Conforme Wainwright (1995) existem cerca de 200 espécies de Aspergillus,
comumente isolados do solo, de plantas em decomposicdo e do ar. As espécies de
Aspergillus produzem um grande nimero de enzimas extracelulares muitas das quais
sdo aplicadas na biotecnologia. Suas coldnias podem apresentar coloracdo branca,
amarela, amarelo-esverdeada, amarronzada ou verde.

O Aspergillus niger, como sugere seu nome, € um fungo filamentoso negro
comumente denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). De acordo
com UCSF (2000) citado por PRADO (2002), o Aspergillus niger apresenta como
caracteristicas particulares colonias brancas a amarelo palido, mais rapidamente forma
milhares de esporos. Os conidios (esporos) sdo esféricos, medem de 3 a 5 yum e
tornam-se rugosos ao atingir a maturacio (Figura 7).

O uso do A. niger apresenta algumas vantagens como facilidade de

manipulagdo, sua habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-

primas de baixo custo e produzir rendimentos elevados de bioprodutos

(PANDEY et al.,1999).

Figura 7 Micrografia de Aspergillus niger
Fonte: SCHMIDELL (2001)
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A producdo de 4cido citrico depende principalmente do potencial de sintese
do micro-organismo utilizado, porém as condi¢des do processo € a composi¢do do
meio fermentativo sdo varidveis importantes que, quando otimizadas, podem
promover um acréscimo no rendimento (MILLIS, 1985). As principais vantagens no
uso de Aspergillus niger sao as facilidades de manipulacdo, sua habilidade de
fermentar uma grande variedade de matérias primas de baixo custo e produzir
rendimentos elevados de acido citrico (YOKOYA, 1992).

Virios fatores podem afetar o processo de producio de 4cido citrico, dentre
os quais os mais estudados sdo a concentra¢do de fons metalicos, tipo de substrato
(melago ou sacarose), quantidade e idade do inéculo. A presenca de metais como
contaminantes nas matérias-primas utilizadas como substrato constitui o principal
problema na fermentacio citrica. Além disso, em alguns produtos encontram-se
substancias inibidoras e/ou promotoras de crescimento, a maioria pouco conhecidas
ou analisadas. Algumas técnicas sdo usadas para remover ou neutralizar a inibi¢do
por esses contaminantes entre elas estd a adicdo de ferrocianato de potdssio e
metanol. O nitrogénio tem influéncia na sintese de enzimas que regulam o ciclo de
Krebs na via glicolitica, e o carbono na formagio de produto e biomassa. Entretanto
observa-se que poucos estudos foram desenvolvidos para verificar a influéncia das
fontes de nitrogénio na produgdo de 4cido citrico (PANDA et al., 1984). Para
atender as necessidades nutricionais dos microorganismos, a fim de que o produto
desejavel possa ser sintetizado, normalmente ha a necessidade de enriquecer o meio

com uma fonte de nitrogénio.

2.10.1 Bioquimica da producio de acido citrico

O 4cido citrico € elaborado e excretado em meios de cultura cujo pH
esteja proximo de 1,8 a 2,0. A degradag@o da glicose (glicélise, sequéncia de

reacOes bioquimicas catalisadas por enzimas especificas) produz energia e
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metabdlitos. O produto final da glicélise é o 4cido pirtivico que, na presenca de
oxigénio € metabolizado em acetil-CoA. Durante a fermentacdo do acido citrico
duas vias tém evidéncias, a EMP (Embdem-Meyerhof-Parnas), também
chamada de via glicolitica e a do HMP (monofosfato de hexose) (YOKOYA,
1992). Na fermentacdo com Aspergillus niger ambas as vias sdo usadas durante
todo o tempo. A de maior atividade durante a fase de crescimento, quando pouco
cido citrico é produzido, € a HMP. J4 a via EMP, cuja maior atividade ocorre
durante a fase vegetativa, desempenha o principal papel na glicdlise da
fermentagdo citrica, pois € através dela que a maior parte do citrato € formada
(YOKOYA, 1992; PANDEY et al., 2001).

A via glicolitica tem duplo papel: degradacdo da glicose para geracdo
de ATP e fornecimento de elementos para biossinteses celulares. A velocidade
da glicdlise € regulada para atender a essas duas necessidades. Em condicdes
aerdbias, o piruvato gerado da glicose sofre descarboxilacdo oxidativa formando
acetil-CoA. O acetil CoA derivado da via EMP condensa-se com o oxalacetato
para formar citrato (figura 8). Acredita-se que a entrada desse composto no ciclo
de Krebs seja abortada, devido a excessiva acidez do meio (pH préximo de 2)

(YOKOYA, 1992; PANDEY et al., 2001).



46

Meato cetaghutarato

SEroge nasad

Succinato - — (\/GDP
Deshidrogena { o
Succinato S
8 LICCING //;3 i P“\' -

Figura 8 Esquema geral do actimulo de acido citrico no ciclo de Krebs
Fonte: PAGAGGIANI (2007)

Bioquimicamente, ¢ possivel simplificar a biossintese basica do dcido
citrico a partir da glicose (PAGAGGIANI, 2004). A Figura 9 demonstra o
processo que envolve trés etapas: (A) quebra da glicose gerando piruvato e
acetil-CoA através da glicdlise, (B) formacdo de oxaloacetato a partir do

piruvato e CO; e (C) actimulo do 4cido citrico no ciclo de Krebs.



47

[ Glicose ]

v )

Piruvato
(B)

[ Oxaloacetato ] Acetil-CoA
Y =

CO:

(<)

L Citrato J

Figura 9 Esquema simplificado da glicdlise para acimulo de 4cido citrico no
Ciclo de Krebs
Fonte: KUBICEK, ROHR (1986)

O processo cinético de produgdo apresenta uma fase de crescimento
rapido do fungo, e uma segunda fase em que o crescimento diminui e a produgao
de 4cido citrico ¢ maxima, assim fica caracterizado um processo bifésico
(PRATA, 1989). Rohr et al. (1981) e Kubicek e Rohr (1986) concluiram que a
producdo de 4cido citrico é realizada numa pequena proporcdo por células em
crescimento e, na maior parte, por células em fase estaciondria.

Duas enzimas chaves foram estudadas em detalhe com relacdo a
fermentagdo citrica, que sdo a aconitase e a isocitrato desidrogenase. A atividade
dessas enzimas diminui para um nivel muito baixo com o actimulo de &cido
citrico. Rohr et al. (1981), Ramakrishanan et al. (1955) e Ramakrishanan e
Martin (1955) verificam que a enzima isocitrato desidrogenase € inibida na
presenga de 4cido citrico, pH baixo (1,7-2,0) e de ferrocianeto. A adi¢do de
ferrocianeto de potdssio ao meio inibe a atividade da aconitase e a da enzima

isocitrato desidrogenase, estimulando assim o actimulo de acido citrico. Os

valores de pH mais elevados (por exemplo 3,0) levam auma condi¢do que
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inativa a glicoseoxidase, que normalmente dd origem ao dcido glucdnico
(4cido organico indesejavel). Em aproximadamente 4-5 dias, 80% do agucar
total é convertido para 4cido citrico, com picos que atingem cerca de 100 (g.L™)

(YOKOYA, 1992), dependendo da concentracdo inicial de sacarose.
2.10.2 Citrato sintase

O acumulo de 4cido citrico por Aspergillus niger € acompanhado pela
acdo e inativacdo ou desaparecimento e reducdo na atividade de algumas
enzimas do ciclo de Krebs, tal como aconitase, citrato sintase, isocitrato
desidrogenase e succinato desidrogenase. Quase todas as enzimas do ciclo de
Krebs estdo presentes em extratos de células de micélio de Aspergillus niger, tal
como a citrato sintase que desempenha um papel importante na producio de
dcido citrico, pois controla o primeiro passo do ciclo de Krebs, catalisando a
entrada de carbono para formar citrato (YOKOYA, 1992). A via metabdlica
estabelecida envolvida na biossintese do 4cido citrico inclui a citrato sintase e
esta enzima €, muitas vezes, considerada como fundamental no ciclo de Krebs,
talvez, porque pode ser considerada como o primeiro passo do ciclo
(PAPAGIANNI; MATTEY, 2007).

Kubicek ¢ ROHR (1986) em estudo com enzimas envolvidas na
producdo de citrato por Aspergillus niger, avaliaram cepas produtoras de 4cido
citrico e todas apresentaram atividade da citrato sintase. A biossintese de citrato
envolve pelo menos uma etapa mitocondrial, ou seja, a citrato
sintase, estd localizada exclusivamente na mitocondria A enzima cataliza a
reacdo de condensacdo de um residuo de acetato contendo 2 carbonos de uma
acetil coenzima A com uma molécula de oxaloacetato contendo quatro carbonos
para formar um citrato de seis carbonos (Figura 10). O oxaloacetado serd

regenerado apds completada uma série do ciclo de Krebs. Esta reacdo de
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equilibrio favorece a produc¢ao de citrato em consequéncia da tioéster que ocorre

como parte da reacdo (KUBICEK; ROHR, 1986).

Oxaloacetato

H,C COO™ /COO'
HyC
-

7 ®c—coo” CoA )
/ /. HO——C —C00
=", . |
l H.O Citrato Sintase HaC

H¢- 2 | oo

S / Citrato

HiC o
0
Acetil-CoA

Figura 10 Citrato Sintase catalisando a reacdo de condensag@o reversivel
Fonte: KUBICEK; ROHR (1986)

A reagdo segue um mecanismo ordenado, com oxaloacetato vinculado
para a primeira enzima e acetil-CoA. “In vitro”, tanto ATP e coenzima A inibem
a enzima que catalisa a reagdo acima, estes dois compostos competem com a

acetil-CoA para o sitio ativo (PAPAGIANNI; MATTEY, 2007).

2.11 Processos fermentativos

Existem trés formas de se produzir acido citrico por Aspergillus niger
descritas na literatura. A fermentacdo citrica pode ser conduzida pelos seguintes
processos: em superficie, submerso e Koji (KUBICEK; ROHR, 1986).

No primeiro caso utilizam-se bandejas, geralmente de aluminio e alta
pureza, contendo uma camada de meio de fermentacdo de 5 a 20 cm de altura,

de acordo com o volume. As bandejas sdo colocadas em camaras ventiladas,



50

onde hd circulacdo de ar e previamente esterilizado, que fornece oxigé€nio para a
fermentacdo, e a0 mesmo tempo serve para retirar o calor produzido durante o
processo (MILSON; MEERS, 1985). O crescimento resulta na formac¢ao de uma
camada semi-submersa de micélio que garante o fornecimento de oxigénio e dos
constituintes do meio para a massa celular. A fermentacdo se processa no
periodo de 8 a 12 dias, de acordo com a concentragdo de acticar, resultando em
rendimentos de 70 a 75% sobre a quantidade de actcar inicial. Um fator
importante do processo € a retengdo do produto pelo micélio, que pode chegar a
15% do total produzido (KUBICEK; ROHR, 1986).

O processo Koji, originalmente desenvolvido no Japao, consiste de uma
fermentacdo em meio sélido, geralmente empregando-se farelo de arroz ou
residuos de frutas que, apds tratamento, sdo inoculados com uma suspensio de
esporos aspergida sobre a superficie. A fermentacido se completa em cerca de 4
dias, em condicdes ideais (KUBICEK; ROHR, 1986).

O processo de fermentagdao submersa é o mais difundido para producio
comercial de 4cido citrico. Requer menos espacgo, possibilita o controle das
varidveis durante o periodo inicial, garantindo o sucesso da fermentacdo e
viabiliza altas velocidades de producdao (KUBICEK; ROHR, 1986). Neste
trabalho, foi utilizada a fermentagdo submersa para a producio de acido citrico e

sera descrita abaixo com maiores detalhes.
2.12 Fermentaciao Submersa

A fermentagdo submersa ou liquida, por sua vez, é definida como aquela
cujo subtrato fica dissolvido ou suspenso em pequenas particulas no liquido,
normalmente, 4gua (MITCHELL et al., 2000). Na fermentacdo submersa, a d4gua
chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa total do material a ser fermentado.

Esse tipo de fermentacdo apresenta como principais vantagens, facil
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inoculagdo, processo continuo, facil acompanhamento da formacgdo do produto e
consumo do substrato e o controle dos parametros fermentativos como pH,
temperatura, oxigenacdo e esterilidade. Como principais desvantagens, t€m-se o
grande volume de residuos gerados e a dificuldade de separagdo produto/
substrato, elevado consumo energético, elevado custo tecnolégico (HOLKER;
LENZ, 2004; MITCHELL; MEIEN; KRIEGER, 2002).

A fermentacdo submersa é caracterizada pela utilizacio de um meio
fermentativo liquido, com nutrientes soliveis. Este processo tem como
vantagens a facilidade de controle de pardmetros como aeracdo, agitacio, pH,
temperatura e a possibilidade de automac¢fo. A maior probabilidade de
contaminacao, pela maior quantidade de dgua, € um inconveniente do processo.
Outra limitacdo é quando a enzima produzida € extracelular, obtendo-se uma
preparacdo mais diluida, sendo necessdria a inclusio de uma etapa de

concentracao mais trabalhosa no processo de purificagdo (Alonso, 2001).
2.13 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

E um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas,
recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase mével que é eluida
sobre altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar separagdes e andlises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos
de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugao,
eficiéncia e sensibilidade (LOUGH; WAINER, 1995).

A fase estaciondria € constituida de particulas sélidas empacotadas em uma
coluna, a qual € atravessada pela fase movel. Sdo as forcas fisicas e quimicas que
atuam entre os solutos e as duas fases s@o responsdveis pela retencdo dos solutos
sobre a coluna cromatografica. A diferenca na magnitude dessas forcas que

determina a resolugdo e, portanto a separagdo dos solutos individuais. As forcas
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elementares que agem sobre as moléculas sdo de cinco tipos: 1) Forcas de dispersdo
de London ou forcas de Van der Waals; 2) Interagdes de dipolo induzido; 3)
Ligacdes de hidrogénio; 4) Interacdes dielétricas; 5) Interacdes eletrostéticas e
coulombianas. As varidveis que afetarem essas forcas intermoleculares iram
influenciar o grau de separac@o obtido pela passagem dos solutos através da coluna
cromatografica (LOUGH; WAINER, 1995).

Na CLAE emprega-se uma coluna fechada, reaproveitdvel; portanto,
até centenas de separacdes individuais podem ser realizadas com a mesma
coluna. Essas colunas s3o muito eficazes, mas oferecem uma grande
resisténcia a vazdo da fase movel, ou seja, ela sofre uma perda de carga. Por
esta razdo € necessario empregar sistemas de bomba de alta pressdo (até 400
bars) que fazem a fase mével migrar a uma velocidade razodvel através da
coluna. A vazdo da fase moével € controlada facilmente, resultando em
operagdes mais reprodutiveis, que tornam as andlises executadas por CLAE
mais precisas. Vdrios tipos de detectores, que podem ser colocados na saida da
coluna, proporcionam uma identificagdo e quantificagdo continua dos
componentes da amostra. A andlise quantitativa pela CLAE pode atingir uma
precisdo superior a 0.5% (LOUGH; WAINER, 1995).

As fases moveis utilizadas em CLAE devem possuir alto grau de pureza e
estar livres de oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtradas e
desgaseificadas antes do uso (COLLINS et al., 1993). A bomba deve proporcionar
ao sistema vazdo continua sem pulsos com alta reprodutibilidade, possibilitando a
eluicdo da fase movel a um fluxo adequado (COLLINS et al., 1993).

As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente de aco inoxiddvel, com
diametro interno de cerca de 045 cm para separacdes analiticas e na faixa de 2,2
cm para preparativas. O comprimento ¢é varidvel, sendo comuns colunas

analiticas de 10-25 cm e preparativas em torno de 25-30 cm. Essas colunas sdo
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reaproveitdveis, sendo empacotadas com suportes de alta resolug¢do, ndao sendo
necessdria sua regeneracdo apés cada separacdo (LOUGH; WAINER, 1995).

O detector mais utilizado para separacdes por CLAE € o detector de
ultravioleta, sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de
refracéio, e eletroquimicos, entre outros. Detectores de polarimetria para CLAE,
recentemente desenvolvidos, diferenciam compostos quirais, através da rotacio de
seus estereoisdomeros frente a luz plano-polarizada (LOUGH; WAINER, 1995).

O registro de dados pode ser feito através de um registrador, um
integrador ou um microcomputador. A versatilidade desta técnica reside no
grande nimero de fases estaciondrias existentes, as quais possibilitam anélises
e separacdes de uma ampla gama de compostos com alta eficiéncia. Tem sido
utilizada em vdrias dreas da ciéncia, no acompanhamento de sinteses, em
andlises de pesticidas, feromdnios, no isolamento de produtos naturais e
sintéticos e na producdo e controle de qualidade de medicamentos, dentre
tantas outras aplicacdes (LOUGH; WAINER, 1995). A tabela 6 apresenta

algumas vantagens e limitacoes da CLAE.

Tabela 6 Vantagens e limitacdes da CLAE

Vantagens LimitagGes

Menor tempo de analise Alto custo da instrumentacéo

Alta resolucéo Alto custo de operacio

Resultados quantitativos Pouco usada para andlises qualitativas

Boa sensibilidade Falta de detector universal sensivel
Versatilidade Necessidade de experiéncia no seu manuseio
Automacao

Fonte: LOUGH; WAINER (1995)
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ABSTRACT
Coffee is one of the agricultural products of major economic importance in the
Brazilian agribusiness. During the processing of grain residues are generated,
which are arranged inadequate forms on the environment. During the processing
of grain residues are generated, which are arranged in shapes unsuitable
environment. Basically, there are two forms of coffee processing, for dry and
wet. When processed by wet, coffee generates as waste pulp and wash water.
The shell of passion fruit, composed of flavedo (part staining) and albedo (white
part), which is rich in pectin, a soluble fiber which aids in reducing blood
glucose levels, the source of niacin (vitamin B3), iron calcium and phosphorus.
Improper disposal of waste processing of certain fruits, such as passion fruit,
since it is grown on a large scale in most of Brazil implies studies for the use of
this by-product, generating high value added products. This study was to
evaluate the production of citric acid by Aspergillus niger in submerged
fermentation using in the culture medium composition, different proportions of
coffee pulp extract and flour of passion fruit peel. The agroindustrial residues
were analyzed for their content of total reducing sugars, soluble solids and pH,
showing the increase that the passion fruit peel flour showed higher acidity and
increase in sugar content compared to the coffee pulp extract. A fermentation
study using different variations of passion fruit peel flour and coffee pulp extract
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was performed. In the fermentation step was used in A. niger 00114. During
fermentation, the sugars were analyzed consumed, pH, fungal growth (biomass)
and citric acid production. As a result, it was found that the maximum
production of citric acid by the fungus was 10,21 gL' by the third day of
incubation at pH 3.44 for the medium containing 70% coffee ex tract pulp and
30% passion fruit peel flour, which is considered the most effective substrate in
citric acid production compared to the others. It is therefore possible to use these
agro-industrial by-products tion for citric acid production, proving that the
disposal thereof without exploitation is not something to be considered.

Keywords: Coffee pulp. Flour passion fruit peel. Fermentation. Citric acid.
Aspergillus niger.
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1 INTRODUCAO

Uma grande variedade de substratos pode ser utilizada na producgdo de
dcido citrico por fermentacido submersa, principalmente residuos da agroinddstria.
No cendrio nacional existem inimeras oportunidades para o estabelecimento de
atividades industriais voltadas ao beneficiamento e/ou re-processamento de
bioresiduos, entre os quais podem ser citados como exemplo o extrato da polpa de
café oriunda do processamenro tmido do café e a farinha da casca de maracuja
(KOLICHESKI, 1995, SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

O uso de residuos agroindustriais como suporte na fermentacio
submersa € economicamente importante do ponto de vista ambiental, pois além
de reduzir o impacto que causa sobre a natureza, valoriza os residuos agricolas e
agroindustriais. Visando maior produtividade e baixo custo na geracdo de
tecnologia de producdo e aproveitamento de residuos, tém-se estudado algumas
alternativas de utilizacdo dos subprodutos da agroindustria, selecdo de
microrganismos mais competitivos e adaptados a processos fermentativos para a
fermentagdo citrica. A casca melosa do café é o principal residuo originado no
processamento imido do café maduro, representando aproximadamente 40% do
peso seco do grao de café, sendo rico em carboidratos, proteinas, minerais e
aprecidveis quantidades de taninos, cafeina e potdssio. A farinha da casca de
maracujad apresenta quantidades significativa de pectina (fibra solivel) e
minerais como ferro, cédlcio e fésforo (ABECITRUS, 2015). Uma vez que estes
residuos sdo ricos em carboidratos e outros nutrientes, apresentam-se como
substrato vidvel para producdo de dcido citrico por fermentacdo submersa.

O 4cido citrico € o principal constituinte das frutas citricas, atualmente
um dos mais importantes 4cidos organicos produzidos por via microbiana.

Por causa de suas caracteristicas, € amplamente utilizado na industria de
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alimentos (acidulante, flavorizante, antioxidante), na industria farmacéutica
(tamponante, sequestrante, quelante) e outros (KAREEM et. al., 2011). Sua
importancia deve-se a caracteristicas como baixa toxicidade, palatabilidade e
ser facilmente assimilado pelo organismo.

Com o emprego de técnica de processos microbioldgicos foi possivel
obter esse 4cido reduzindo o custo de obtencdo e possibilitando um grande
aumento do uso em escala industrial. Muitos micro-organismos desempenham
papel importante na producdo industrial de bebidas, produtos alimenticios,
substancias quimicas, suplementos, antibidticos e biomassa. A principal razao
para utilizar microorganismos na producdo de compostos, os quais podem ser
isolados de solos, plantas e animais, é a facilidade em seu melhoramento
(ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2005). Com isso tem sido registrados
aumentos de até mil vezes na producdo de metabdlitos de interesse
biotecnolégico. Uma aplicagdo consideravel da microbiologia estd na industria
biotecnoldgica em que os microorganismos sdo utilizados como fébricas para
producdo de proteinas, surfactantes, adocantes e dcidos organicos, €, como um
membro comum dos microorganismos encontrados, o fungo Aspergillus niger
exerce muitas fungdes na indistria da biotecnologia.

Este microorganismo produz um vasto leque de enzimas hidroliticas e
enzimas oxidativas, modelo para vdrias dreas de investigacdo, incluindo o estudo
de secrecdo proteica, em geral, os efeitos de diversos fatores ambientais sobre a
supressdo ou a exportacdo de vdrias enzimas degradantes e processos de
desenvolvimento de fermentacio (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2005).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi utilizar os residuos do
processamento do café e maracujd para a producdo de 4acido citrico por

fermentagdo submersa.
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2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Lavras - UFLA, no
Laboratdrio de Andlises Avancadas e no Laboratdrio de Bioquimica do Departamento

de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratério de Microbiologia da EPAMIG.

2.1 Matérias-primas

A casca melosa do café (Coffea ardbica L.) oriunda do beneficiamento
via umida foi obtida pelo INCT Café — UFLA, Minas Gerais, safra 2014. As
cascas do maracuja amarelo (Passiflora edulis f. Flavicarpa Deg.) foram
obtidas no Laboratério de Frutas e Hortalicas do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos-UFLA. As amostras foram transportadas ao Laboratério de
Andlises avangadas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, congeladas e

armazenadas em freezer a -18°C, até o momento das analises.

2.2 Obtencéo do extrato da casca melosa do café

O extrato da casca melosa de café foi obtido através da trituracdo da polpa

com o liquido exsudado do seu descongelamento, seguido de prensagem.

2.3 Obtencdo da farinha da casca do maracuja amarelo (Passiflora edulis
[ flavicarpa Deg.)

Para a obtencdo da farinha da casca do maracujd, primeiramente houve
uma secagem das cascas em estufa a 105°C até peso constante e posteriormente
sua trituracdo em moinho de facas. Apds trituracdo, a farinha da casca de
maracujé foi acondicionada em plésticos hermeticamente fechados e guardados

em freezer a -18°C até o momento das analises.
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2.4 Tratamentos realizados

O experimento foi realizado através da variagdo das quantidades de
extrato da casca melosa de café e da farinha da casca de maracujd amarelo como
mostrado a seguir, a fim de determinar qual tratamento foi mais eficazes na
producdo de 4cido citrico. As porcentagens de extrato da casca melosa de café e

da farinha da casca de maracujd amarelo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabelal Porcentagens de extrato da casca melosa do café e farinha de maracuja

Extrato da Farinha da
Tratamentos C25¢@ n}elosa casca fie

de café (%) maracuja (%)

1 100 0

2 90 10

3 80 20

4 70 30

5 60 40

6 50 50

7 40 60

8 30 70

9 20 80

10 10 90

11 0 100

2.5 Microorganismo e método de inoculacao

O isolado de Aspergillus niger utilizado neste estudo foi o (A. niger
00114) oriundo do fruto do café. Este isolado foi identificado como nao

produtor de Ocratoxina A e obtido no Laboratério de microbiologia do
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ECOCentro da EPAMIG (Lavras-MG). A metodologia para a bioprospeccio
dos esporos foi feita pelo método de plaqueamento direto. Amostras de graos
de café foram distribuidas em meio Batata Dextrose-Agar (BDA) em placas de
Petri 9cm de didmetro e mantidas a 25°C. Apds o crescimento do
microorganismo nas placas, coletou-se os esporos para posterior purificacdo.
Para a inoculagdo do isolado de Aspergillus niger (A. niger 00114),
suspensdes de esporos ndo germinados, obtidas de culturas cultivadas em
BDA entre 5 a 7 dias, foram utilizadas como inéculo. Apds contagem de
esporos em camara de Neubauer, foi procedida a dilui¢do destas suspensdes.
Para andlises posteriores, a suspensao foi utilizada com concentrag@o inicial de
1x10® esporos.mL". Para cada variacio nas proporgdes de extrato de café e
farinha da casca de maracuja foi utilizado um erlenmeyer de 250 mlL,
contendo 150 mL de meio. O meio de fermentacdo foi suplementado de
acordo com Kolicheski (1995), utilizando-se nitrato de amoénio (NH4NOs)
2,23 g.L'l), dihidrogeno fosfato de potéssio (KH,POy) (1,0 g.L'l) e sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgS0,4.7H,0) (0,23 g.L™).

2.6 Descricao do experimento

Antes de iniciar as fermentagdes, os meios foram autoclavados, a 121 °C,
durante 20 minutos. Apés a esterilizacdo, os meios foram resfriados a
aproximadamente 30 °C, inoculados com 1 mL da suspensdo com 10° esporos/mL e
incubados a 28°C e 100 rpm em “‘shaker”” de bancada durante 10 dias de fermentacio.
Foram coletados 15 mL de cada amostra a cada 24h, durante 10 dias para as andlises
de pH, solidos soldveis totais (SST), Acuicares Redutores Totais (ART), 4cido citrico
produzido e crescimento fungico (biomassa). Os valores de pH de cada amostra foram

medidos no mesmo dia da coleta. Para as analises de sdlidos soliveis Totais (SST), as
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amostras coletadas foram centrifugadas e usou-se o sobrenadante para as medicoes, ja
os precipitados das amostras foram usados para as andlises de ART, biomassa e

determinac@o de écido citrico.
2.7 Métodos analiticos

As andlises realizadas para os meios estio descritas a seguir.

2.7.1 Actcares redutores totais (ART)

Os agticares totais foram determinados espectrofotometricamente, a 620
nm utilizando uma curva padrio de glicose de acordo com o método de antrona
proposto por Dische (1962) e apresentados como g de glicose por 100g do

alimento ou (%). As amostras foram diluidas quando necessario.

2.7.2 pH

O pH foi determinado através de leitura direta em potencidmetro de
marca QUIMIS, modelo 400 A (QUIMIS/BRASIL), calibrado a cada utilizacao
com solugdes tampao de pH 7,0 e pH 4,0 conforme AOAC (2000).

2.7.3 Solidos soluveis totais (SST)

A determinacdo dos sélidos soliveis totais (SST) foi realizada em um
refratometro digital portatil, modelo PAL-1 com escala variando de 0 a 53 °Brix,
colocando-se uma gota do sobrenadante de cada tratamento no prisma e
fazendo-se leitura direta em °Brix. A cada leitura, zerava-se o aparelho com

dgua destilada, segundo o manual do Instituto Adolfo Lutz (1985).

2.7.4 Biomassa
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A biomassa foi determinada através da diferenca de peso ap0s
centrifugacdo em tubo tipo falcon de 50 mL, previamente pesado em balanca

analitica de acordo com Kolicheski (1995).

2.7.5 Determinacao, identificaciao e quantificacao de acido citrico

O 4cido citrico produzido no processo fermentativo foi analisado por
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). Para o preparo das amostras, pesou-se
100 mg de cada amostra, adicionou-se 5 mL de dgua Milli-Q (Millipore
Corporation) e levou-se ao banho ultrassonico durante 15 minutos. O
cromatdgrafo utilizado é um equipamento da marca Schimadzu, com sistema de
deteccdo por condutividade (CDD-6A), polaridade +, uma pré-coluna SHIM-
PACK-H(G) (50 mmx7.8 mm) e duas colunas em séric SHIM-PACK SPR-H (250
mm x 7.8mm). A fase movel utilizada consistiu de uma mistura de 16 mM de Bis-
Tris, 4 mM de 4cido p-tolueno sulfonico e 100 uM de EDTA; com fluxo de 0,8
mL/mim. O volume a ser injetado da amostra foi de 20 pL. e a temperatura de
injecdo de 45°C. As amostras foram filtradas através de filtros de seringa (0,22 pm
de porosidade e 25 mm de didmetro). O d4cido citrico foi detectado via
infravermelho (absorbincia 210 nm). A identificacdo foi feita por comparagdo
com tempos de retengdo das amostras com o respetivo padrdo do dcido, e a

quantificacdo foi feita por meio de curva-padrao. (FRAGUAS et al., 2014).
2.8 Anilise estatistica

O delineamento experimental utilizado na fermentacdo foi o delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Os resultados obtidos foram analisados por andlise de
varidncia pelo programa SISVAR 5.1° (FERREIRA, 2008). Para efeito de

comparagdo de médias, foi utilizado o teste Scott_knott, a 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Amostras padrao

As andlises de pH, s6lidos soliveis e acticares redutores totais, para os
tratamentos com variacio na porcentagem de extrato da casca melosa do café e

de farinha da casca de maracuja encontram-se sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 Teores de ph sélidos soliveis (SST) e acucares redutores totais
(ART) das amostras padrao

Tratamento pH  SST (°Brix) ART (%)

1 4.77:2 5073 4.982
2 461° 6,53 ¢ 534¢0
3 4,56 6.73 3,76

4 454¢ 7474 597¢
3 449+ 7.73¢% 6.16¢°
] 4421 8231 6.341
z 4382 8432 0442
] 435¢8 873" 6.67"
9 43214 9431 6791
10 429i 5761 6951
11 426k 10.10% 704k

*Médias seguidas das letras iguais na mesma coluna ndo apresentaram diferencas
estatisticas, a 5% de significancia, pelo teste Scott_Knott
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Analisando os tratamentos, observa-se que a medida que aumenta a
porcentagem de farinha da casca de maracujd, hd uma diminui¢cdo dos
valores de pH, visto que ela (Tratamento 11) apresenta maior acidez em
relacdo ao extrato casca melosa do café (Tratamento 1) e para os demais
tratamentos (Tratamento 2 ao 10), os valores de pH variaram de acordo
com cada porcentagem de extrato da casca melosa e de farinha da casca de
maracujd. Sendo assim, todos os valores de pH diferiram estatisticamente a
5% de significancia, mostrando a varia¢ido de pH para cada tratamento.

Ferrari et al. (2004) estudaram a variagdo de pH em bolos elaborados
com diferentes propor¢des de farinha da casca de maracujé e farinha de trigo
e encontraram para a amostra totalmente elaborada com farinha da casca de
maracujd um pH de 6,28, sendo considerado levemente dcido em comparagdo
com a amostra isenta de casca de maracuja cujo pH foi de 7,89.

Santana et al (2011) ao analisarem a substitui¢cdo da farinha de trigo
por fécula de mandioca e farinha da casca de maracujd em biscoitos,
encontraram uma ligeira reducdo do pH de 5,85 para 5,50. Os valores de
pH obtidos neste trabalho foram inferiores aqueles descritos por Falconer et
al. (1998), que determinaram o pH de seis cultivares de maracujd amarelo
(5,7 a 6,8), sendo, porém, superiores aos valores encontrados por Tocchini
et al. (1994), cuja média foi de 3,5 para o pH determinado em dois lotes de
farinha da casca de maracuja amarelo.

Os valores de pH do maracujd amarelo obtidos por Vieira (1997),
variaram entre 2,8 e 6,1. Estudando o maracujd amarelo, Pocasangre et al.
(1995), constataram que a acidez total tende a diminuir com o
amadurecimento do fruto, o que foi corroborado pelos resultados obtidos
neste trabalho. Esta diminui¢do progressiva da acidez total durante o

amadurecimento e senescéncia da fruta € atribuida ao processo de
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respiracio (AMARO, 2002). Sendo assim, o aumento da acidez pode ser
atribuido ao enriquecimento do alimento com a farinha da casca de
maracujd, ao qual, por ser proveniente de um fruto citrico, possui dcidos
orginicos (SANTANA et al., 2011).

Para o extrato da casca melosa do café, o pH encontrado neste
trabalho foi de 4,77, valor maior do que encontrado por Rojas et al. (2002),
que foi de 4,5 e Menezes (2012), que foi de 4,55.

Em relac@o aos so6lidos soliveis da farinha da casca de maracujé,
Machado et al, (2003) encontraram um valor de 7,6°Brix, valor menor do
que encontrado neste trabalho que foi de 10,10°Brix. Rosa, et al., (2010)
encontraram um valor de 11,7°Brix de sélidos soldveis encontrados para a
farinha de maracujd, este valor estd préximo ao encontrado neste trabalho.
Marchi et al., (2000) encontraram valores de 13,08-14,67°Brix, os quais
sdo valores maiores do que o encontrado este trabalho ( 10,10 °Brix).

Menezes (2012), ao estudar o extrato da casca melosa do café
ardbica para a producdo de etanol, encontrou um valor de 8,5 °Brix, sendo
este valor superior ao encontrado neste trabalho que foi de 5,77 °Brix.
Analisando a Tabela 6, pode-se observar que com o aumento da
porcentagem de farinha da casca de maracuji, ha um aumento no teor de
solido soldveis. Todos os valores de SST diferiram estatisticamente a 5%
de significncia, evidenciando que a farinha da casca de maracuja apresenta
maior teor de compostos soliveis do que o extrato da polpa de café.

Em relacdo aos teores de agucares totais, a farinha da casca de
maracujd apresentou teor de acucar total (7,04%) inferior quando
comparado a outros frutos tropicais, tais como mamao formosa (10,60%),

manga Tommy Atkins (14,12%) e banana (15,4%) (PEREIRA, 2009) e
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teores superiores aos presentes em tangerina (1,9%) e péssego (5,3%)
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Menezes (2012), ao estudar a extragdo dos acuicares totais presentes
na casca melosa do café, obteve um teor de 5,12% apds trituragdo da polpa
de café seguida de prensagem, sendo este valor superior ao encontrado
neste trabalho que foi de 4,98%. Todos os valores de agicares redutores
totais diferiram estatisticamente a 5% de significancia.

Essas diferengas de valores encontrados na literatura tanto para a
casca melosa do café oriunda do processamento via imida tanto da farinha
da casca de maracuja podem ser decorrentes do tipo de processamento, das
diferentes variedades e cultivares, das condi¢des de cultura, grau de

maturacdo dos frutos, entre outros fatores.

3.2 Analises das amostras sem otimizacio do meio de cultura

3.2.1 pH

As curvas pH para em fun¢io do tempo de fermentacdo para cada

tratamento estdo ilustradas na figura 1.



82

=
i

b
e
@
—

Y]

w
W B b L
P
o
WU U B un L un g un
Ecy
\
o
o
Tl
e
pH
e e b
AFT Lo UA In LA LA LA YL
-
L
o
N

n

[

41 T

s

]
P

0123 45678910 01 F ¥4 567 38910 9123 856 %F849 10

Tempo da fermentagio (dias) Tampo da farmantagio {dias) Teampo da fermentacio {dias)
85
65 6.5 R f {6)
5 (4) B ! 55
55 551, i 51442
T 5 1454 Eé E 443 45
£ E 3a6 wl
35 31 33 23
3 3 3
T — _ 5 -t 2.5
01 2 3 4567 8 910 G123 4567 3910 012 3456728510
Tamgpo de farmantagio (dias) Tempo de fermentagio (gias) Tempo de farmentagio (dias)
6.3 65
: 7 5 5 (3 63
: (7 se 6 (83 ‘ (9}
z 5-; = 55
= s o 377438 & 5 -
45 4,38 45 .1_:.“45 432 _—
1 7 W ¢ W
35 35 35
3 3 3
25 15 25 t t
01 2 3456 78910 01 2 % & 5 6 7T 8 810 012 3 & 56738 310
Tempo dz farmentagio (dias) Tempo de farmentagio (dias) Tempo d= farmentagio (dias)
6.5 i 6,27
5 {19 6.5 5
& e 3 2 (11 J 596
55
T 5
a'q_’;, 4,26
4
35
3
25 P

012 3 4567 8910 D123 45 678 910
Tempo de fermentagio (dias) Tempo dz fermentagio (dias)

Figura 11 Curvas de pH em funcdo do tempo de fermentacdo para cada
tratamento. (1) 100% café, (2) 90%Café 10% maracuja, (3) 80%Café
20% maracuja, (4) 70%Café 30% maracuja, (5) 60%Caté 40%
maracuja, (6) 50%Café 50% maracuja, (7) 40%Café 60% maracuja,

(8) 30%Café 7
Analisando a Figura 1, pode ser observado que houve uma diminuicao
do pH nos primeiros dias da fermentacdo (1° ao 4° dia) para todas os

tratamentos, isto ocorre devido a producdo de algumas moléculas dcidas pelo

fungo Aspergillus niger quando cultivado na presenca de meios contendo fontes
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de nitrogénio (LEHNINGER et al., 1995). O consumo de nitrogénio causa
abaixamento do pH do meio, favorecendo a formacao do dcido citrico. O pH de
uma cultura pode variar em razdo da atividade metabdlica dos microrganismos.
O motivo mais 6bvio € a secre¢@o de dcidos organicos, como € o caso do citrico,
o0 qual ird causar um abaixamento no pH. (YOKOYA, 1992). E sabido que
nenhum fungo conhecido consegue fixar nitrogénio atmosférico; desta forma,
fontes de nitrogénio sdo requeridas para a sintese de aminodcidos, vitaminas,
purinas e pirimidinas dos 4dcidos nucléicos e para sintese de glicosamina para
montagem de quitina (principal componente da parede celular do fungo).
Dependendo da espécie do fungo, o nitrogénio pode ser obtido nas formas de
nitrato, nitrito, amonia ou nitrogénio orgénico.

A maioria dos fungos usa nitrato que € reduzido a nitrito com mediacao
da enzima nitrato redutase e depois a amonia. Esta é a forma na qual ocorre a
captacdo de amoénia no meio de fermentacdo no inicio da germinacdo dos
esporos do fungo e provocam liberacdo de prétons o que contribui para a
reducdo do pH a niveis adequados para que ocorra a total germinacdo destes
esporos. Se durante essa fase ocorrer um aumento de pH acima de 4,5 a
producdo de 4cido citrico pode ser reduzida em até 80% (PAPAGIANNI, 1995).

O controle de pH pode ser critico nos processos de fermentagdo
(NAGEL et al., 1999), pois como consequéncia da degradagdo dos aguicares ou
matéria orgdnica presente no meio, ocorre a formacgdo de acidos organicos que
baixam o pH, assim como o consumo de sais de amodnio favorecendo o
desenvolvimento fungico e o acimulo do 4cido citrico. Isso justifica a reducao
de pH observada no inicio da fermentacdo para todas as amostras.Por outro lado,
se dcidos orgénicos presentes no substrato sdo assimilados, o pH aumenta, assim
como a hidrdlise de uréia resulta na alcalinizacdo do meio (RAIMBAULT,

1998). Vale ressaltar também que valores de pH alto ndo inibem a producéo de
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dcidos organicos indesejaveis (4cido gluconico e 4cido oxdlico) tornando a
recuperagdo de dcido citrico mais dificultada a partir do meio de fermentacao.
Esse aumento do pH pode ser observado em todas as amostras, pois no decorrer
da fermentagdo, houve um aumento do pH a partir do 7° dia de fermentagdo,
com algumas amostras apresentando pH superiores ao pH controle (tempo 0).

De um modo geral, na fermentacdo submersa os valores iniciais de pH s@o
baixos, favorecendo o crescimento de fungos e leveduras e dificultando o crescimento
de bactérias (DEL BIACHI et al., 2001). Porém, ndo ha consenso na literatura sobre
um pH inicial 6timo para o actimulo de 4cido citrico. Yigitoglu et al. (1992), indicam
que um pH de 2,5 seria o ideal para a concentragdo do produto. Papagianni (1995)
afirma que um pH de 4,5 durante a fase de produc@o reduz o rendimento do 4cido
citrico, no entanto para que haja o desenvolvimento de esporos € necessario um pH
em torno de 5,5. Ainda que o pH mais favordvel ao desenvolvimento dos fungos
esteja entre 5, 6 e 7, a maioria dos fungos toleram amplas variacdes de pH. Os fungos
filamentosos podem crescer na faixa entre 1,5 e 11, entretanto algumas leveduras nio

toleram pH alcalino (PAPAGIANNI,1995).

3.2.2 Efeito da concentracao de acticares

Os perfis de actcares redutores totais em funcdo do tempo de

fermentacdo para cada tratamento estdo ilustrados na figura 2.
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Figura 12 Curvas de Agucar redutor total (ART) em fungdo do tempo de

fermentacdo para cada tratamento. (1) 100% café, (2) 90%Café 10%
maracujd, (3) 80%Café 20% maracujd, (4) 70%Café 30% maracuja,
(5) 60%Café 40% maracuja, (6) S0%Café 50% maracuja, (7) 40%
Café 60%
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Analisando a figura 2, observa-se que em todas os tratamentos houve o
consumo do fungo pelos agiicares presentes no meio fermentativo. Nota-se que os
acucares foram rapidamente metabolizados pelo fungo nos primeiros dias de
fermentagcdo com posterior desaceleragdo metabdlica e ganho de estabilidade quanto
ao consumo dos acuicares. Segundo Penna (2001), as baixas concentraces de
acucares facilitam o actimulo de acido oxdlico, e, consequentemente, diminuem a
producao de 4cido citrico.

Fontes de carboidrato sdo necessarias para a producgio de 4cido citrico, sendo
que a presenca de carboidrato prontamente metabolizdvel € essencial para uma boa
producdo de dcido citrico. A maltose, sacarose, manose, glicose e frutose sdo os
agticares mais apropriados para a producdo de 4cido. Segundo Kubicek; Rohr (1986),
a principal fonte de carbono empregada € a sacarose, seja na forma pura ou na forma
presente em melagos de cana-de-agticar ou beterraba.

A concentragdo de acucares afeta significativamente a producdo de acido
citrico por Aspergillus niger. A glicose e a frutose sio rapidamente assimiladas pelo
fungo, por serem acicares mais simples. Em escala industrial, utiliza-se a sacarose
como fonte de carbono e, neste processo, o fungo atua sob condicdes 4cidas e através
da enzima invertase extracelular, hidrolisa a sacarose em seus monOmeros
(KUBICEK; ROHR, 1986).

A concentragio de actcar € critica para a produgdo de 4cido citrico, sendo
que a taxa de producdo mdxima é usualmente obtida entre 14-22% de agucar
(PAPAGIANNI et al., 1999). A faixa 6tima de concentracio de acicar encontra-se
entre 10-14%, de acordo com Xu et al. (1989). As baixas concentragdes de agticares
facilitam o acimulo de 4cido oxalico, isso mostra claramente o fato da baixa
produtividade de 4cido citrico (PENNA, 2001).

Aspergillus niger assimila facilmente a manose, xilose e arabinose e produz

dcido citrico a partir destes agticares (MADDOX et al., 1985). Segundo Santos e Prata
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(2001), Aspergillus niger assimila facilmente os aguicares que estio presentes no

hidrolisado de madeira.

3.3 Crescimento fiingico (biomassa)

As curvas de crescimento flingico (biomassa) funcdo do tempo de
fermentagdo para cada tratamento estdo ilustradas na figura 3
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Figura 13 Curvas de crescimento fungico (biomassa) em funcdo do
tempo de fermentacdo para cada amostra. (1) 100% café, (2)
90%Café 10% maracuja, (3) 80%Café 20% maracuji, (4)
70%Café 30% maracuja, (5) 60%Café 40% maracuji, (6)
50%Café 50% maracujd, (7) 40%Café 60
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Analisando a figura 3, observa-se que em todas as amostras houve oscilagdo
no crescimento microbiano, isto se deve possivelmente as diferentes propor¢oes de
matéria organica dos meios, de teores de agticar disponivel (fonte de carbono) fonte de
nitrogénio, vitaminas/carboidratos, elementos-tracos como ferro, zinco, magnésio,
cobre, agitacdo, temperatura, aeracdo do meio, producdo de gds carbdnico entre
outros. Vale ressaltar que todos os meios foram suplementados com a mesma
quantidade de nitrogénio na forma de nitrato de aménio, fosfato e magnésio.

A forma e a concentragio da fonte de nitrogénio afetam consideravelmente
no crescimento do fungo e a sintese do 4cido citrico. (HANG et al., 1987). Além de
carbono e nitrogénio a presenca de fosfato no meio de fermentacdo tem um efeito
considerdavel na fermentacdo citrica. A alta concentragdo de fosfato promove maior
crescimento e menor producgdo de dcido citrico (KHAN et al., 1970). H4 informacdes
que indicam o dihidrogé€nio fosfato de potassio (KH,PO4) como a melhor fonte de
fosfato (KAHLON, 1982; PUROHIT, 1985). Foram estudados seus efeitos com
concentragdes entre 0,5 - 5,0 (g.L'l), utilizando residuos de cervejarias, verificando-se
um pequeno efeito no crescimento do fungo e na formacao do acido citrico (HANG et
al., 1970). Neste trabalho os meios foram suplementados com 1,0 (g.L.") de dihidrogénio
fosfato de potissio (KH,PO4), o que pode ter reduzido o crescimento do fungo entre os
dias, durante o processo fermentativo. A fermentacio citrica por A.niger fica muito
restrita quando estd em falta o dihidrogénio fosfato de potdssio (KH,PO4) e o
monohidrogénio fosfato de dipotassio (K,HPO4) (SINGH; MEHROTRA, 1975).

3.4 Producao de acido citrico

Para cada um dos 11 tratamentos foram coletadas amostras ao longo do tempo,
sendo uma a cada 24 h, durante 10 dias, para analisar e verificar o comportamento da
producio de 4cido citrico. Correlacionou-se a producdo de acido, o pH, biomassa e o
consumo de agticares redutores totais. A Tabela 3 apresenta a evoluggo do acido citrico,

pH e agticares redutores para cada tratamento ao longo de 10dias.
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Tabela 3 Evolugdo do 4cido citrico, pH e agticar redutor total ao longo de 10 dias de
fermentacgio para cada amostra usando residuos do processamento de café e
de maracuji

Tempo de
Tratamento Analise Fermentacao (dias)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AR 498 349 047 082 066 051 027 0,18 0,16 0,12 0,18
1 pH 477 427 395 3,67 337 333 306 332 393 462 430
AC 0,00 6,87 7,07 726 741 765 664 648 622 578 6,00
Bio 0,00 15,77 2247 36,14 42,71 3338 28,67 33,10 30,67 16,07 21,11
AR 534 511 270 1,76 065 050 039 030 053 0,68 0,68
2 pH 461 4,15 400 3,79 3,58 355 323 326 335 369 323
AC 0,00 797 827 856 881 915 744 7,18 682 628 6,30
Bio 0,00 2575 2432 3248 39,38 3456 30,02 30,65 2498 31,12 24,19
AR 576 1,65 1,21 1,13 091 0982 057 032 023 025 0,23
3 pH 456 4,07 390 3,67 346 349 320 331 380 470 5,07
AC 0,00 8,77 9,07 926 941 955 774 728 692 638 6,30
Bio 0,00 27,57 27,18 3248 3841 2423 26,52 20,65 2246 29,05 10,65
AR 597 5,13 1,87 1,14 1,10 066 038 049 028 025 023
4 pH 454 406 3838 3,67 344 346 3,19 331 3,65 396 3,10
AC 0,00 9,52 9,84 10,04 10,21 985 786 7,39 7,04 649 641
Bio 0,00 26,98 30,72 38,29 33,78 30,16 26,88 18,04 34,62 2123 2297
AR 6,16 544 292 105 08 0,79 070 053 048 036 042
5 pH 449 409 398 380 360 367 338 336 327 330 346
AC 0,00 6,23 641 658 671 693 590 572 544 498 5,18
Bio 0,00 3246 33,69 21,60 26,88 27,28 2748 1143 30,52 17,72 21,64
AR 634 333 326 093 099 072 057 045 045 031 031
6 pH 442 407 391 3,776 3,57 3,69 344 348 340 342 352
AC 0,00 7,13 741 7,68 791 823 650 622 584 528 528
Bio 0,00 38,83 27,62 27,72 30,56 29,57 2447 2882 13,02 14,78 17,82
AR 644 391 2,10 1,08 093 076 0,70 025 027 026 055
7 pH 438 402 386 3,73 358 372 351 372 4,16 513 552
AC 0,00 7,73 8,01 8,18 831 843 6,60 6,12 574 518 5,08
Bio 0,00 47,68 36,11 27,15 3140 37,78 12,66 24,04 1578 1322 17,49
AR 6,67 584 143 123 1,02 098 082 045 0,67 045 0,77
8 pH 435 396 381 3,72 353 368 350 359 375 387 4,17
AC 0,00 6,00 6,18 636 650 6,72 570 552 525 479 5,00
Bio 0,00 40,90 39,39 32,17 26,54 32,15 14,57 2622 2277 2548 26,13
AR 6,79 543 194 167 1,15 098 038 042 026 029 0,73
9 pH 432 396 381 3,69 349 366 349 3,64 3,60 393 4,09
AC 0,00 696 724 752 7,75 808 635 6,08 571 515 5,16
Bio 0,00 48,32 38,15 3887 32,80 34,17 30,30 2298 2472 28,52 24,88
AR 695 475 453 380 1,54 1,52 1,31 1,05 096 0,18 0,68
10 pH 429 388 381 3,73 361 375 379 384 487 562 6,27
AC 0,00 7,61 790 8,07 821 834 651 604 566 511 501
Bio 0,00 47,02 52,01 37,12 42,79 47,04 28,05 21,88 39,89 38,63 29,03
AR 7,04 463 338 232 125 091 037 022 038 0,19 029
11 pH 426 390 383 380 3,60 382 395 405 432 537 596
AC 0,00 822 853 849 871 889 649 6,04 564 508 498
Bio 0,00 64,71 46,01 3742 4430 50,60 39,20 18,31 32,07 38,59 35,89

ART = Actcar redutor total (%)
AC = 4cido citrico produzido (g/L)
Bio = Biomassa (crescimento fungico) (g/L)
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Conforme observado na Tabela 3, a maior producdo de 4cido citrico foi
de 10, 21 (g.L") para o 4° dia de fermentagiio em pH 3,44 correspondente ao
tratamento 4 (70% extrato da casca melosa do café e 30% farinha da casca de
maracuji). Este tratamento comparado com os demais, apresentou a maior
produtividade de 4cido, sendo de 9,52 g/L..dia ap6és 24h de incubacdo. Assim, foi
realizada a cinética de crescimento da cepa Aspergillus niger para esse
tratamento por apresentar a maior produgdo de dcido citrico no menor tempo de
incubagdo. Os resultados obtidos em biomassa, pH, acgtcar consumido e 4cido

citrico produzido estdo apresentados no gréfico 1.
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Griéfico 1 Cinética de crescimento da cepa Aspergillus Niger

A cinética de crescimento da cepa Aspergillus niger mostra o
comportamento do pH, agicar consumido e biomassa em fun¢do da producio do
dcido citrico. A maior produgdo de d4cido citrico ocorreu no inicio da
fermentacdo (4° dia) devido ao fato que a produgdo de dcido € realizada numa
pequena propor¢do de células em crescimento e, na maior parte, por células em

fase estacionaria.
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As oscilagdes observadas durante a fermentagdo podem ocorrer também
em funcdo da produgdo de gis carbdnico, que apesar deste pardmetro nio ser
analisado neste experimento, coincide com os resultados obtidos por Priede;
Thomas (1999), que também observaram estas oscilagdes ao estudarem a relacao
entre a morfologia e a produgao de dcido citrico por Aspergillus niger.

O pH do meio foi reduzido em fun¢do da producdo de dcido e voltou a
aumentar no sétimo dia de incubacdo, possivelmente em decorréncia de
contaminagdes por outros microorganismos e consumo do 4cido citrico
produzido no meio pelo fungo (RAIMBAULT, 1998). O crescimento do fungo
(biomassa) apresentou oscilacdes durante o processo fermentativo, com nova
fase de germinacdo no sétimo dia de incubagdo; porém, ndo houve aumento da
producdo de 4cido citrico visto que no sétimo dia, as quantidades de nutrientes
do meio ja haviam sido consumidas em grande parte pelo fungo e pela presenca
de possiveis contaminantes.

A produtividade do d4cido citrico foi reduzida com o tempo de
incubacdo, como resultado da queda da producdo do 4acido. Sendo assim, os
valores de agucares redutores totais, biomassa, pH , dcido citrico produzido e
produtividade diferiram estatisticamente a 5% de significAncia, mostrando suas
variacdes durante o tempo de fermentag@o.

EL-Aasar (2006) observou que o aumento no periodo de incubacdo
implica na redugdo de acimulo de 4cido citrico, assim, concluiu que seis dias
seria o periodo médximo de incubag¢do, com temperatura de incubacgdo 30°C e pH
6,0. O pH inicial e a temperatura dos meios de fermentacdo sdo consideradas as
condicdes mais adequadas para que ocorra o melhor desenvolvimento dos
fungos e, posteriormente, a produgdo de dacido citrico. Esse fato estd em

concordancia com este trabalho, em que a méaxima produgdo de &cido citrico
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(8,31 g.L'") com temperatura de incubagio 30°C e pH 3,62 ocorreu apés cinco
dias de incubacio, com posterior queda na produgdo do 4cido .

O valor de 10,21 (g.L'") referente & maior producio de 4cido citrico
obtido neste trabalho foi baixo em relacio aos valores encontrados na literatura.
Jernejc et al. (1982) encontraram um 6timo de 140 (g.L'l) de sacarose para
fermentagio citrica em meio sintético que resultou numa producio de 85 (g.L™)
de d4cido citrico. Entretanto, Maddox et al. (1985) apresentaram resultados
parecidos em fermentagdo em meio sintético utilizando misturas bindrias de
acucares (50 g/L de xilose + 50 g/L de glicose), sendo que o fungo utilizou 48 g
de glicose e apenas 13 g de xilose, num tempo de fermentacao de 14 dias.

Bonatelli Jr. et al.(1982), realizando fermenta¢do em meio sintético Prescott
& Dunn (1959), por um periodo de 7 dias, obtiveram uma producdo maxima de 92
(g.L'1) a partir de uma cepa de fungo Aspergillus niger mutante, apés 48 h de
incubagdo. Angumeenal & Venkappayya (2005) utilizaram polpa de jaca como
substrato para a producio de 4cido citrico e obtiveram uma produgio de 73 (g.L'")
no periodo de 48h de fermentacdo. Os meios utilizados foram enriquecidos com
sacarose e 0 meio sintético também foi utilizado para comparacao.

EL-Aasar (2006), utilizou como substrato para a produgdo de &cido
citrico soro de queijo e melaco de beterraba e obteve uma produgdo méaxima
acumulada de 47,63 (g.L"), apés um periodo de 6 dias de fermentagio, e
observou, neste caso, que o pH 6,0 é o ideal para a producio de 4cido citrico,
diferente do observado por outros autores anteriormente citados.

Leonel e Cerada (1995) realizaram ensaio comparando a producio de
acido citrico em meio sintético de Prescott e Dunn (1959) e em meio elaborado
com manipueira, sendo obtida uma produgdo de 2,5 e 2,8 (g.L"), apés um
periodo de incubacdo de 7 dias, respectivamente, no entanto os autores

observaram baixo crescimento do fungo, e conseqiientemente o baixo acimulo
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de 4cido citrico no meio e acreditam que o ndo crescimento do micro-organismo
se deva ao alto teor de cianeto, maior que (70 mg.L™") da manipueira utilizada
por eles. Os valores de produgdo de 4cido citrico encontrados por estes autores
sdo inferiores aos encontrados neste trabalho, porém o fato da reducdo do
crescimento do fungo como ocorreu também neste trabalho juntamente
compossiveis contaminagdes do meio, contribuiram também para a baixa de
produgdo do 4cido encontrada neste estudo.

El-Samragy et al. (1996) relataram testes com soro de queijo, utilizando
Aspergillus niger. Utilizaram rotagdo de 100 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'l, 1,06 g.L'l, 0,06 g.L'le 0,03 g.L'1 de acido citrico,
acumulado no 9° dia de fermentacdo, respectivamente para os valores de pH
mencionados. O melhor pH encontrado pelos autores foi de 3,5 e estd de acordo
com este trabalho, pois no pH 3,44 ocorreu a produgdo méaxima de dcido citrico. Em
relacdo a produgao de dcido, este trabalho apresentou valores superiores na condi¢do
de auséncia de glicose que foi de 10,21 (g.L.") Segundo Kareem et. al (2011) a
produtividade de 4cido citrico ocorre preferencialmente apds 24 h de incubagdo.
Esse estudo estd de acordo com a médxima produtividade encontrada para o mesmo
periodo de incubagao.

Dorouneh et al (2009), obtiveram uma produtividade de 13,4 g/L.dia em
fermentacdo submersa, apds um periodo de 10 dias, utilizando o meio sintético
Prescott & Dunn (1959), entretanto ao utilizar um meio enriquecido com melaco de
cana de acticar obteve uma produtividade de 12 g/L.dia ap6s 10 dias. Os resultados
encontrados por estes autores foram maiores aos encontrados neste trabalho, visto que

0 meio sintético Prescott & Dunn (1959) € suplementado com sacarose, fornecendo
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assim, maior quantidade de agicares fermentesciveis para a producdo de 4cido e
consequentemente de aumento de produtividade.

Comparando os tratamentos, observa-se que houve um aumento na
producdo de 4cido citrico do tratamento 1 (100% café) ao tratamento 4 (80%
café e 20% maracujd), como é mostrado com mais clareza no grafico 2, isso se
deve possivelmente ao aumento do teor de agticares, nutrientes e a acidez do
meio, visto que a farinha da casca de maracuja € mais dcida quando comparada
ao extrato da polpa de café (Tabela 2), sendo benéfica a producdo de acido
citrico, uma vez que a acidez mais elevada do meio reduz a contaminagdo por
outros microorganismos e producdo de dcidos organicos indesejdveis como
dcido oxdlico e 4cido glucdnico, aumentando a producdo de dcido citrico

(PAPAGIANNI, 2007).
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Griéfico 2 Comparagio da produgio de acido citrico para diferentes tratamentos
em func¢do do tempo de fermentacio
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Com base na tabela 3, com excecdo do tratamento 4, todos os demais
tratamentos apresentaram a maxima producdo de 4cido citrico no 5° dia de
fermentacdo, com posterior redu¢do na produgdo do dcido. Essa redugdo estd
associada ao declinio da viabilidade celular, quando o microorganismo tende a
realizar o fracionamento do material extracelular, realizacdo de autdlise e
também o consumo do dcido citrico produzido (VANDENBERGHE, 2000).

Comparando o tratamento 1 (100% de extrato da casca melosa do café)
com o tratamento 11 (100% de farinha da casca de maracujd), observa-se na
tabela 3, que a producgdo de 4cido citrico foi maior para este dltimo meio de
fermentacdo. Considerando os maiores valores de producdo do &4cido, no
tratamento 1, a maior producdo ocorreu no 5° dia de incubagdo e foi de 7,65
(g.L™") de 4cido citrico, enquanto para o tratamento 11, a maior producio ocorreu
no foi de 8,89 (g.L") de 4cido citrico para o mesmo periodo de tempo de
fermentacdo. Sendo assim, quando comparados, o tratamento 11 apresentou-se
mais eficiente na producio de 4cido citrico do que o tratamento 1, uma vez que
produziu maior quantidade do d4cido no mesmo periodo de tempo.

Isso se deve ao fato da farinha da casca de maracujd apresentar maior
concentracdo inicial de actiicar em relacdo ao extrato da casca melosa do café
(tabela 2) e, consequentemente maior produgdo de acido citrico. Este aspecto é
de fundamental importancia, uma vez que o fungo consome substrato (acticar)
para a formacao de produto (4cido). Outro aspecto importante é o fato da polpa
de café possuir quantidades considerdveis de celulose, taninos, e compostos
fendlicos que podem ter efeitos inibitdrios no processo fermentativo, reduzindo
a producio de 4cido citrico (YOKOYA, 1992; VANDENBERGHE et al., 1999).
Contudo, a melhor composi¢do do meio para a producdo de &4cido citrico é
composta por 70% de extrato da casca melosa do café e 30% de farinha da casca

de maracuja (tratamento 4), como visto anteriormente.
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4 CONCLUSOES

Foi observado que o isolado de Aspergillus niger (A. niger 00144) tem
potencial para fermentar o meio contendo extrato da polpa de café e farinha da
casca de maracujd no intuito de produzir 4cido citrico e otimizar os residuos
agroindustriais gerando valor agregado. Além disso, mesmo em baixas
concentragdes de acgucares fermentesciveis (glicose), ocorreu o actimulo de 4cido
citrico no caldo de fermentacdo, obtendo um valor maximo de producdo de
dcido que foi de 10,21 (g.L-1) em pH 3,44 para o meio contendo 70% de extrato
da polpa de café e 30% de farinha da casca de maracuja amarelo, sendo essa
composicdo do meio considerada a mais promissora na producdo de &cido
citrico. A produtividade maxima encontrada para esta amostra foi de 9,52g/L..dia
e ocorreu 24 horas ap6s a incubacio.

Foi observado que mesmo sem o acréscimo de glicose no meio, o fungo
foi capaz de produzir 4cido citrico utilizando somente o agticar natural presente
nos residuos agroindustriais, e em curto periodo de incubacdo. Contudo, outras
faixas de pH devem ser testadas para buscar a otimizagdo da fermentagdo e

aumento na producdo de 4cido citrico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A fim de aplica¢des industriais, a utilizacdo de biorreatores em processo
continuo, com a entrada de substratos ao longo do processo seria um forma de
evitar o decréscimo da produgdo de 4cido citrico, queda do pH e do consumo de
actcares, gerando assim uma producdo constante de dcido citrico ao longo do
processo fermentativo.

A utilizacdo dos residuos gerados do processo fermentativo, pode ser
esterilizado em autoclave e utilizado como adubo na lavoura cafeeira, visto que
o meio foi enriquecido com nitrogénio, fésforo, potdssio e outros minerais.
Outro destino para o residuo é a queima para a geracdo de energia durante a

secagem do café.
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ABSTRACT

The agribusiness and food sectors produce large amounts of waste, both liquid
and solid. The observation over time proved that these residues may have
elevated problems of disposal and pollution potential, as well as representing,
often, loss of biomass and high-value nutrients, such as the coffee pulp derived
from wet processing coffee and yellow passion fruit peel flour used in this study.
In a particular way, the bioconversion of agricultural residues and food industry
is receiving increasing attention, since these materials represent possible and
usable resources for the synthesis of useful products. Due to the amount of
nutrients available in the agroindustrial waste they can be converted to
commercial products or raw materials for secondary processes. In this context
the submerged fermentation plays a prominent role in the use of solid waste
aiming at the synthesis of various compounds with high added value and of great
industrial interest, such as citric acid, for example. The optimization of the
culture medium and processing parameters, is intended to contribute to the
increase in the production and yield of citric acid and to facilitate its recovery at
the end of the process. This work was carried out in order to optimize the culture
medium with 70% of coffee pulp extract and 30% of the shell flour aimed at
increasing production of citric acid by Aspergillus niger (A. niger 00114) in
submerged fermentation. After optimization of the culture medium, the
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maximum production of citric acid was 11.82 (g.L"") at pH 1.88 and occurred on
the fourth day of incubation. Thus, there was an increase of 1.61 (g.L'l) citric
acid when compared to no optimal culture medium. Thus, the optimization of
parameters of the media was an important factor for the increase in the
production of organic acids and allowed the detailed study of the influence of
each variable optimized in the final product.

Keywords: Optimization. Fermentation. Coffee pulp. Passion fruit peel. Citric
acid.
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1 INTRODUCAO

O 4cido citrico ou citrato de hidrogénio, de nome oficial 4dcido 2-
hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico, € um 4cido orginico fraco, que se pode
encontrar nos citrinos. E usado como conservante natural (antioxidante), sendo
conhecido também como acidulante INS 330, dando um sabor 4acido e
refrescante na preparagdo de alimentos e de bebidas. Em bioquimica, é
importante o seu papel como intermedidrio do ciclo do 4cido citrico, de forma
que ocorre no metabolismo de quase todos os seres vivos (MILLIS, 1985).

O 4cido citrico € obtido na inddstria gracas a fermentacdo da sacarose
realizada por um micro-organismo chamado Aspergillus niger. O processo de
obtencdo apresenta vérias fases como a preparacdo do substrato de melaco, a
fermentacio aerdbica da sacarose pelo Aspergillus, a separagcdo do 4cido citrico do
substrato por precipitagdo ao adicionar hidréxido de célcio, ou cal apagada, para
formar citrato de cdlcio e, depois, é adicionado 4cido sulftirico para decompor o
citrato de célcio. A eliminacio das impurezas € realizada com carvao ativado ou
resinas de troca idnica, continuando com a cristaliza¢do do 4cido citrico, secagem ou
desidratac@o e o empacotamento do produto (MILLIS, 1985).

A produg@o de dcido citrico depende principalmente do potencial de sintese
do micro-organismo utilizado, porém as condi¢des do processo e a composi¢cido do
meio fermentativo sdo varidveis importantes que, quando otimizadas, podem
promover um acréscimo no rendimento (MILLIS, 1985). Desde 1930, segundo
Uchimura (2006), existe a preocupacdo sobre os mecanismos bioquimicos que
provocam a acumulagdo de 4cido citrico no meio de cultivo com esses micro-
organismos. O 4cido citrico s6 se acumula de duas maneiras: ou quando vérios
nutrientes estao presentes em altas concentracoes (agucar, acidez, oxigénio) ou quando

estdo em niveis abaixo do 6timo (fons metdlicos, nitrogénio, fosfato). Vérias situacdes
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bioquimicas parecem cooperar na produtividade em 4cido citrico. Por causa disso,
nem sempre a influéncia de fatores individuais pode ser determinada sem que haja
influéncia sobre outros fatores.

A escolha do meio de cultura € tdo essencial para o sucesso do processo
fermentativo quanto a escolha do microrganismo. Os residuos agroindustriais
sd0 os substratos mais pesquisados. Em geral sdo baratos e abundantes. Além do
mais, tém estrutura polimérica e composicio rica em amido, lignocelulose e
pectina. Estes materiais orginicos, em sua maioria insolivel em dgua, sdo fontes
de carbono e nitrogénio, atuando como suporte para o crescimento de micro-
organismos. Bactérias e leveduras crescem na superficie, enquanto que a
estrutura miceliar de fungos filamentosos penetra nas particulas do substrato
(CORREIA, 2004).

Atualmente os esfor¢os concentram-se no emprego de residuos
agroindustriais como substrato, buscando obter produtos de alto valor comercial
e baixo custo de producgdo. Vidrios residuos agroindustriais podem ser utilizados
como substrato, como o bagaco de laranja, farelo de trigo e de arroz, farelo de
soja, polpa de maca, polpa de café, quirela do milho, bagaco de cana, casca de
maracujd, bagaco de abacaxi, pedinculo de caju, etc (CORREIA, 2004).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o meio de
cultura contendo 70 % de extrato da casca melosa do café e 30 % de farinha da
casca de maracuja amarelo e analisar a influéncia das varidveis de cultivo

otimizadas na produg¢ao de dcido citrico por Aspergillus niger.
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2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Lavras -
UFLA, no Laboratério de Andlises Avangadas, no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratério de Microbiologia da
EPAMIG-UFLA. A obten¢do das matérias-primas, do extrato da polpa de café
(Coffea arabica L.) e da farinha da casca do maracuja amarelo foram realizadas

conforme explicitado no artigo 1.

2.1 Microorganismo

O isolado de Aspergillus niger (A. niger 00114) foi obtido do fruto do
café. O Laboratério de Microbiologia do ECOCentro da EPAMIG (Lavras-MG)
forneceu o isolado usado neste trabalho. Este isolado foi identificado como nao

produtor de Ocratoxina A.

2.2 Meio de cultivo

O meio de cultivo foi composto por 70% de extrato da casca melosa do
café (Coffea arabica L.) e 30% de farinha da casca do maracujid amarelo
(Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg.). Este meio foi escolhido por
apresentar a maior produ¢do de 4cido citrico em menor tempo de incubacio,

como estudada no artigo 1.

2.3 Otimizacao do meio de cultura

A otimizagdo do meio de cultura foi feita de acordo com Kolicheski; Soccol
(1995). As varidveis: fonte de nitrogénio e micronutrientes adicionados na forma de
sais a0 meio de fermentacdo foram estudados, devido a importincia em diversos
mecanismos de crescimento do Aspergillus niger e formacdo de dcido citico. A

composi¢do otimizada do meio foi de nitrato de amonio (NH;NOs) (1,12 g.L'l),
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dihidrogenofosfato de potéssio (K,HPO,) (200 mg.L‘l), sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO,.7H,0) (500 mgL"), sulfato de zinco heptahidratado
(ZnS0,.7H,0) (375 mg.L") e ajuste do pH do meio para 2,0 com solucio de HCI 1M.

2.4 Descricao do experimento

Antes de iniciar as fermentagdes, o meio foi autoclavado, a 121 °C,
durante 20 minutos. Apds a esterilizacio, o meio foi resfriado a
aproximadamente 30 °C, inoculado com 1 mL da suspensio com 108
esporos/mL e incubado a 28°C e 100 rpm em “shaker” de bancada durante 10
dias de fermentacao.

Foram coletados 15 mL de cada amostra a cada 24h, durante 10 dias de
fermentacdo para as andlises de, pH, Acucares Redutores Totais (ART), 4cido
citrico produzido e crescimento fungico (biomassa). Os valores de pH foram
medidos no mesmo dia da coleta. Os precipitados das amostras foram usados

para as andlises de ART, biomassa e determinagdo de dcido citrico.

2.5 Métodos analiticos

As andlises realizadas para o meio otimizado estdo descritas a seguir.

2.5.1 Acicares redutores totais (ART)

Os acucares totais foram determinados espectrofotometricamente, a
620 nm utilizando uma curva padrdo de glicose de acordo com o método de
antrona proposto por Dische (1962) e apresentados como g de glicose por

100g do alimento ou (%). As amostras foram diluidas quando necessério.
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2.5.2 pH

O pH foi determinado através de leitura direta em potencidmetro de
marca QUIMIS, modelo 400 A (QUIMIS/BRASIL), calibrado a cada utilizacio
com solugdes tampdo de pH 7,0 e pH 4,0 conforme AOAC (2000).

2.5.3 Biomassa

A biomassa foi determinada através da diferenca de peso apds
centrifugacdo em tubo tipo falcon de 50 mL, previamente pesado em balanca

analitica de acordo com Kolicheski (1995).
2.5.4 Determinacao, identificacio e quantificacdo de acido citrico

Para o preparo das amostras, pesou-se 100 mg de amostra para cada dia
de fermentagdo, adicionou-se 5 mL de dgua Milli-Q (Millipore Corporation) e
levou-se ao banho ultrassonico durante 15 minutos. O 4cido citrico produzido no
processo fermentativo foi analisado por cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE). Para o preparo das amostras, pesou-se 100 mg de cada amostra,
adicionou-se 5 mL de dgua Milli-Q (Millipore Corporation) e levou-se ao banho
ultrassonico durante 15 minutos. O cromatégrafo utilizado é um equipamento
da marca Schimadzu, com sistema de deteccdo por condutividade (CDD-6A),
polaridade +, uma pré-coluna SHIM-PACK-H(G) (50 mmx7.8 mm) e duas
colunas em série SHIM-PACK SPR-H (250 mm x 7.8mm).

A fase mével utilizada consistiu de uma mistura de 16 mM de Bis-Tris,
4 mM de 4cido p-tolueno sulfoénico e 100 pM de EDTA; com fluxo de 0,8
mL/mim. O volume a ser injetado da amostra foi de 20 pL. e a temperatura de
injecdo de 45°C. As amostras foram filtradas através de filtros de seringa (0,22
um de porosidade e 25 mm de didmetro). O 4cido céitrico foi detectado via UV

(absorbancia 210 nm). A identificacdo foi feita por comparagdo com tempos de
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retencdo das amostras com o respetivo padrdo do 4cido, e a quantificagdo foi

feita por meio de curva-padrao. (FRAGUAS et al., 2014).

2.6 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado na fermentacio foi o
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os resultados obtidos foram
analisados por andlise de varidncia pelo programa SISVAR 5.1° (FERREIRA,
2008). Para efeito de comparagdo de médias, foi utilizado o teste Scott_knott, a

5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise das variaveis otimizadas

As condi¢gdes do processo e a composi¢do do meio fermentativo sdo
varidveis importantes que, quando otimizadas, podem promover um acréscimo
na producdo de 4cido citrico (MILLIS, 1985). Assim, o acompanhamento das

varidveis otimizadas permite a obtencdo da influéncia de cada uma no processo.

3.2pH

O comportamento do pH em funcio do tempo de fermentacio para a
amostra contendo 70% de café e 30% de farinha da casca do maracujd antes e

depois da otimizacdo do meio estd representado no grafico abaixo.
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Griafico 1 Comportamento do pH em fung¢éo do tempo de fermentacéo antes e
depois da otimiza¢do do meio de cultura

O pH do meio de fermentacdo é conhecido como um dos pardmetros mais
criticos para os processos de producio de 4cido citrico. Relata-se que o pH inicial do
meio de fermentacdo deve ser muito bem definido e otimizado, dependendo do

microorganismo, substrato e técnica de producio (Fawole e Odunfa, 2003).
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Pode-se observar no grafico 1, oscilacdes em ambos 0s processos, visto que o
meio ndo foi tamponado. Sem otimizar o meio de cultura, o pH teve uma constante
diminuic@o até o 4° dia e voltou a aumentar a partir do 6° dia de incubag@o, esse
aumento possivelmente ocorreu devido a contaminacdes do meio por outros
microorganismos e ao consumo de 4cido citrico pelo fungo. No meio otimizado
ocorreram oscilagdes de pH, porém o meio mais 4cido evita contaminag¢ées por outros
microorganismos, fazendo com que o meio ndo tenha seu pH alterado bruscamente.

Em ambos os meios observa-se a redugdo do pH com o tempo de incubaco,
em decorréncia do consumo da matéria orginica e de nutrientes do meio e a producao
de 4cido citrico. A enzima aconitase e/ou isocitrato-desidrogenase, contribui para a
degradacdo do dcido citrico e quando o pH do meio € menor que 3, a enzima € inibida,
ocorrendo maior acimulo de 4cido citrico. O pH inicial requerido depende da fonte de
carbono usada. Em geral, o pH abaixo de 2 é o mais utilizado para a otimizagdo da
producdo do dcido e tem a vantagem de favorecer o crescimento de fungos e
leveduras, prevenir uma possivel contaminacio por bactérias e inibir a producio de
dcido oxdlico (KUBICEK; ROHR, 1986). Em valores de pH iguais ou superiores a
4,0 a formagdo de 4cido oxdlico é acelerada devido a alta capacidade de
tamponamento do meio (USAMIL; FUKUTOMLI, 1977). A maioria dos fungos
filamentosos se desenvolvem bem sob condi¢des ligeiramente 4cidas, variando de 3 a
6, mas alguns fungos sdo capazes de crescer a um pH abaixo de 2 para melhor
competir contra bactérias (Fawole e Odunfa, 2003). Para a producio de 4cido citrico
por Aspergillus niger, a faixa de pH inicial de 2 a 6 € comumente utilizado em
substrato solido e fermentacdo submersa  (Watanabe et al., 1998; Adham, 2002;
Lesniak et al., 2002). Grewal e Kalra (1995), sem levar em conta o tipo de

crescimento do fungo, ressaltaram que um pH a partir de 2,0 € necessario para uma

producdo Gtima para quase todos os substratos.
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3.3 Influéncia do nitrogénio, fosforo e metais traco com o aumento da
producio de acido citrico

As quantidades de nitrato de amodnio (fonte de nitrogénio utilizada
neste estudo) e de dihidrogenofosfato de potdssio foram adicionadas ao
meio de cultivo nas concentra¢des (1,12 g/L. e 200 mg/L,respectivamente),
visando o aumento da produc¢do de 4cido citrico, visto que o acimulo desse
acido estd relacionado as condicdes limitantes de nitrogénio e fésforo. Os
ions magnésio e zinco também foram avaliados, tendo em vista que esses
metais divalentes podem afetam a producgdo de 4cido citrico por Aspergillus
niger (Shankaranand; Lonsane, 1994).

A tabela 1 mostra as varidveis: producdo de écido citrico, pH, agicar

consumido e biomassa, apds a otimizacao do meio de cultura.

Tabela1 Teores de pH, ART, Acido citrico e Biomasa para o tratamento com
70% de extrato da casca melosa do e 30% de farinha da casca de
maracuja ap6s a otimiza¢do
pH ART (%) Acido citrico (g/L) Biomassa (g/L)

2,11°% 3,84% 10,52 ¢ 34,36 °
1,83 ¢ 3,06° 11,01° 47,06
201°¢ 2324 11,45° 36,98 °
1,88 ¢ 1,728 11,82 35,55°¢
1,77° 2324 10,42 ¢ 31,46 °
2,02° 2,38°¢ 846" 30,328
1,65" 1,85° 8,05 ¢ 34,4949
1,74 ¢ 2,05°¢ 767" 26,17 "
1,62 1,59" 7171 24,931
1,641 1,541 7,017 23,447

* Médias seguidas das letras iguais na mesma coluna ndo apresentaram diferencas
estatisticas, a 5% de significancia, pelo teste Scott_Knott
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Como citado anteriormente por Kubicek; Rohr (1986), o pH < 3 inibe a
acdo de enzimas reguladoras do ciclo de Krebs, fazendo com que ocorra o o
actimulo de 4cido citrico e reduz a contaminag@o por outros microorganismos.
Sendo assim, pode-se observar na tabela 2 que o pH otimizado contribuiu para a
maior producdo de 4cido citrico e no pH 1,88 a producdo maxima de acido foi de
11,82 (gL"). Estatisticamente, os valores de pH, 4cido citrico, actcar
consumido e biomassa diferiram entre si a 5% de significancia, devido as
oscilagdes que ocorrem durante a fermentagcdo. As oscilagdes na producdo de
cido citrico ocorreram devido a producdo de gis carbdonico como relatado por
Priede; Thomas (1999). O grafico 2 mostra que o fungo ao consumir actcares do

meio, excreta dcido citrico promovendo a queda do pH.
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Grafico 2 Producéo de cido citrico durante a fermentagao

Sabe-se que a producdo de &cido citrico ocorre principalmente em
células na fase estaciondria e em menor quantidade nas células em fase de
crescimento (KUBICEK; ROHR, 1986). Esse fato pode ser observado no
grifico 2. Apds a fase estaciondria, o fungo voltou a germinar a partir do 6° dia
de incubacdo, porém ndo ocorreu aumento na producio de dcido. A otimizacio

da fonte de nitrogénio e fosforo, contribuiu para o aumento da producdo do
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dcido citrico, pois esse aumento estd relacionado as condi¢des limitantes de
nitrogénio e foésforo no meio (HANG et al, 1987). Os minerais, zinco e
magnésio também foram otimizados, pois auxiliam no aumento da produgdo de
dcido citrico. Assim, apds a otimiza¢do do meio de cultura, a produgdo de 4cido
citrico aumentou de 10,21 (g.L") para 11,82 (gL'") no mesmo tempo de
incubacdo (4 dias) (grafico 3) ou seja; houve um acréscimo de 1,61 (g.L’l) de
dcido citrico definindo-se assim como melhor condi¢gdo o pH de 1,88 sem a

adic@o de glicose no meio fermentativo.
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Grafico3 Comparacio de produgdo de acido citrico antes e depois da otimizagao do
meio de cultura

A seguir, serd feita uma abordagem sobre influéncia do nitrogénio,
fosforo e metais traco no metabolismo do fungo e no aumento da produgio
de 4cido citrico.

O nitrogénio € necessdrio na produgdo de dcido citrico por fungos, e
geralmente sua fonte € sulfato de amonio, nitrato de amoénio, nitrato de sédio,
nitrato de potdssio, uréia, etc (DHANKAR, 1974; HANG, 1977; KAHLON,
1982; LAL, 1980; MANONMANI, SREEKANTIAH, 1987. O consumo de



119

nitrogénio leva a diminui¢do do pH, que é um ponto muito importante para a
fermentacdo do dcido citrico (Rohr et al., 1983, e Kubicek Rohr, 1986).

O 4cido citrico s6 se acumula de duas maneiras: ou quando vérios nutrientes
estdo presentes em altas concentracdes (acuicar, acidez, oxigénio) ou quando estdo em
niveis abaixo do 6timo (fons metdlicos, nitrogénio, fosfato). Uma elevada
concentracdo de nitrogénio aumenta o crescimento de fungos e o consumo de
acucares, mas diminui a quantidade de 4cido citrico produzido (Cair et ai., 1977).

O nitrogénio tem influéncia na sintese de enzimas que regulam o ciclo de
Krebs e na via glicolitica (PANDA et al., 1984). Uma excessiva produgio de 4cido
citrico e isocitrico foi observada sob limitagio de crescimento por nitrogénio ou outros
componentes minerais como enxofre, fésforo e magnésio (RYMOWICZ et al., 2008).
De acordo com Habison et al. (1983); Rohr e Kubicek (1981), a deficiéncia de
manganés ou fosfato e limitacdo de nitrogé€nio, inibe o anabolismo de Aspergillus
niger e a degradacdo resultante de proteinas leva ao aumento da concentracio de ion
amdnio. Este aumento € capaz de contrabalancear a inibicdo exercida pelo 4cido
citrico na enzima fosfofrutoquinase, acarretando no acimulo de 4cido citrico no meio
(HABISON et al. (1983).

Elevadas concentragdes de fon amdnio e glicose também reprimem a sintese
da enzima o-cetoglutarato-desidrogenase, inibindo a via catabdlica do ciclo de Krebs,
contribuindo para a acumulacdo de écido citrico (HABISON et al. (1983).

O fésforo € conhecido por ser essencial para o metabolismo e crescimento de
Aspergillus niger, na sintese de dcidos nucléicos e nos processos de transferéncia de
energia. A presenca de fosfato no meio tem um grande efeito sobre a producdo de
acido citrico. Assim como o nitrogénio, baixos niveis de fdésforo favorecem a
producdo de 4cido citrico, no entanto, a presenca de excesso de fosforo provoca uma
diminuicdo na fixacdo de CO,, estimulacdo de crescimento do fungo (WOQD et al.,

2006; LI et al., 2008)e, consequentemente, a reducio da produgdo de dcido citrico.
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Os cétions bivalentes: zinco, cobre, manganés, ferro e magnésio tém
apresentado influéncia na producdo de 4acido citrico por Aspergillus niger
(MUSHNIKOVA; EGLIT 1986; ROUKAS; KOTZEKIDOU, 1987). Assim
como o nitrogénio, quando esses elementos limitam o crescimento vegetativo, ha
maior producido de 4cido citrico (CLARK et al., 1966; HORITSU, 1977;
SANCHEZ-MARROQUIN,1970). No caso do ion magnésio, a literatura cita a
sua importancia para o crescimento celular. A fonte utilizada comumente é o
sulfato de magnésio e a concentragdo 6tima varia entre 0,02-0,025% (KAPOOR
et al., 1983). Sendo assim, a combinagdo desses fatores, favoreceram o aumento
da producdo de dcido citrico neste estudo.

Kolicheski e Soccol (1995), obtiveram um aumento de 6,6% para 18%
no rendimento de dcido citrico apds a otimizagdo do meio de cultura contendo
70 (g.L") e pH 2,0. Rodrigues et al. (2006) ao otimizar os pardmetros fisico-
quimicos do processo obteve um aumento na producdo de édcido citrico de 383,5
(g.Kg™) para 450 (g.Kg™") utilizando polpa citrica seca de PC seca em pH de 3,5
solugdo a 108 (g.L™") de agtcares totais durante 4 dias a 30°C. Estes resultados
foram superiores ao encontrado neste trabalho, pois os meios continham maior
concentracdo de acticares e neste trabalho foi utilizada somente a concentracio

natural de actcares presente nos subprodutos do café e do maracujd.
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4 CONCLUSOES

Apds a otimizac¢do do meio de cultura, houve o aumento da produgédo de
4cido citrico por Aspergillus niger (A. niger 00114) de 10,21(g.L™") para 11,82
(g.L™"). Ficou comprovado que o ajuste do pH do meio fermentativo para 2,0 e a
otimizacdo das varidveis foram fatores importantes no aumento da produgdo do
dcido, pois evitaram possiveis contaminacdes do meio por outros
microorganismos e atuaram na inibicdo das enzimas reguladoras do ciclo de
Krebs, favorecendo o acimulo do 4cido citrico.

Assim, as condi¢des 6timas para o aumento da producdo de dcido citrico
neste estudo foram de pH 1,88, (1,12 g.L'l) de nitrato de amo6nio, (NH4NO3),
(200 mg.L") de dihidroxifosfato de potdssio, (500 mg.L") de sulfato de
magnésio heptahidratado e, (375 mg.L™") de sulfato de zinco heptahidratado.
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