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RESUMO GERAL

O café ¢ um dos produtos agricolas de maior importdncia econdomica no
agronegocio brasileiro. Durante o beneficiamento dos graos, sdo gerados
residuos, os quais sdo dispostos de formas inadequadas no meio ambiente. O
Processamento do café por via Umida gera grandes volumes de aguas
residudrias ricas em materiais organicos e inorganicos com alto poder poluente,
além de uma grande quantidade de solidos sedimentaveis, aglicares, compostos
fenolicos, elevada demanda quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioquimica
de oxigénio (DBO). Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
produgdo de acido citrico por fungos do género Aspergillus e Penicilium em
fermentagdo submersa utilizando a agua residuaria do processamento timido do
café como meio fermentativo a fim de agregar valor a esse residuo e propor
uma alternativa para a reducdo dos niveis de matéria organica presentes. Foram
avaliados vinte isolados produtores de acidez em meio contendo a agua
residuaria do café e em meio controle. Durante a fermentacdo, foram
analisados os teores de agucares tatais, pH, peso micelial e produgdo de acido
citrico. Como resultado, verificou-se que a produ¢do maxima de acido citrico
no meio contendo 4gua residuaria do café foi de 5,250 mgL' e no meio
controle foi de 20,102 mgL"' apdés 196 h de fermentagdo para a espécie
Aspergillus niger. Portanto, ¢ possivel a utilizagdo desses residuos
agroindustriais para a producdo de acido citrico. Do género Penicillium, a
espécie mais produtora de 4cido citrico foi Penicillium citrinum que apresentou
teores de 3,086 mgL! no meio com dgua residudria e de 12,584 mgL! no meio
controle, para o mesmo tempo de fermentacdo. Em relagdo a degradagdo da
matéria organica presente na agua residuaria, a espécie Aspergillus niger (A.
niger 00194) apresentou a maior degradacdo. Os valores de DBO ¢ DQO
encontrados apds a fermenta¢do foram de 8655,00 mgL' e 9156,30 mgL™!,
respectivamente. Sendo assim, uma etapa preliminar no tratamento da agua
residudria do café, seria a utilizacdo desses isolados para auxiliar na
degradagdo da matéria organica presente.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Agua residudria do café. Fermentacao



ABSTRACT

Coffee is one of the most economically important agricultural products in
Brazilian agribusiness. During grain processing, waste is generated, which is
disposed of in inappropriate ways in the environment. Wet coffee processing
generates large volumes of wastewater rich in organic and inorganic materials
with high pollutant power, as well as a large amount of sedimentable solids,
sugars, phenolic compounds, high chemical oxygen demand (COD) and
biochemical demand oxygen (BOD). The objective of this work was to
evaluate the production of citric acid by Aspergillus and Penicilium fungi in
submerged fermentation using the wet processing wastewater as a fermentative
medium in order to add value to this residue and to propose an alternative for
this residue. reduction of the levels of organic matter present. Twenty acidity
producing isolates were evaluated in medium containing coffee wastewater and
in control medium. During fermentation, the sugar content, pH, mycelial
weight and citric acid production were analyzed. As a result, it was found that
the maximum yield of citric acid in coffee wastewater containing medium was
5,250 mgL"! and in the control medium it was 20,102 mgL™! after 196 h of
fermentation for specie Aspergillus niger (A. niger 00194). Therefore, it is
possible to use these agroindustrial residues for the production of citric acid. Of
the genus Penicillium, the most citric acid producing species was Penicillium
citrinum, which presented levels of 3,086 mgL™! in the wastewater medium and
12,584 mgL' in the control medium, for the same fermentation time.
Regarding the degradation of the organic matter present in the wastewater,
Aspergillus niger (A. niger 00194) showed the highest degradation. BOD and
COD values after fermentation were 8655,00 mgL'! and 9156,30 mgL,
respectively. Thus, a preliminary step in the treatment of coffee wastewater
would be the use of these isolates to assist in the degradation of the organic
matter present.

Keywords: Filamentous fungi. Coffee wastewater. Fermentation.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUGAO

O café é uma das principais culturas de plantagdo em
crescimento em todo o mundo e € uma das bebidas populares mais
consumidas (BISHT; SISODIA, 2010; SELVAMURUGAN;
DORAISAMY; MAHESWARI,

2010). O Brasil € o maior produtor e exportador de café, sendo que a
maior produgdo encontra-se no estado de Minas Gerais (BRASIL,
2013).

O café é processado por via umida ou por via seca. No método
de processamento via seca, o café é processado na sua forma intacta,
produzindo frutos secos, como café em coco ou café natural
(PIMENTA 2003). O método de processamento via Umida apesar de
reduzir o custo de secagem dos graos e proporcionar uma bebida de
maior qualidade, gera grandes volumes de aguas residuarias ricas em
materiais organicos e inorganicos com alto poder poluente, além de
uma grande quantidade de solidos sedimentaveis, agucares,
compostos fendlicos, elevada demanda quimica de oxigénio (DQO) e
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (SAENGER et al., 2001).

Algumas alternativas sdo propostas para a destinagédo e/ou
diminuicdo da agua residuaria do processamento do café, como a
implantagao de lagoas anaerdbicas, filtros anaerdbicos, reatores, entre
outros. Porém, como cada alternativa apresenta diversas limitagbes ou
desvantagens, varios aspectos devem ser levados em consideragao

para a escolha do melhor método (MELO, 2009).
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Alguns métodos sao ineficazes na remogao de poluentes
especificos em 4aguas residuarias tais como os compostos
fendlicos, e por esta razdo, mais atengdo tem sido dada ao
desenvolvimento de alternativas elou tecnologias
complementares.

Uma grande variedade de substratos pode ser utilizada na
producao de acido citrico por fermentagdo, principalmente os
subprodutos e residuos da agroindustria. No cenario nacional
existem inumeras oportunidades para o estabelecimento de
atividades industriais voltadas ao beneficiamento e/ou
reprocessamento de bioresiduos (KOLICHESKI, 1995, SOCCOL
e VANDENBERGHE, 2000).

O uso de residuos agroindustriais como suporte na
fermentacdo é 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 geragido de tecnologia de
produgcdo e aproveitamento de residuos, tém-se estudado
algumas alternativas de utilizagdo dos subprodutos da
agroindustria, selecdo de microrganismos mais competitivos e
adaptados a processos fermentativos para a fermentagao citrica
(KOLICHESKI, 1995, SOCCOL e VANDENBERGHE, 2000).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de
estudar a viabilidade da utilizagdo da agua residuaria do
processamento Umido do café como substrato para a producgao de
acido citrico por fungos do género Aspergillus, Penicillium e

Talaromyces.
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2 REFERENCIAL TEORICO
21 CAFE

Consideragdes gerais

A Etiopia é o pais onde o café se originou e,
posteriormente, ele teria migrado para Arabia, em data néao
estabelecida. Admite-se, contudo, que ja no século XV os arabes
tomavam café, cabendo a eles a exclusividade da lavoura até o
século XVII. Assim, considerando-se esta a primeira regido em
que o uso do café se difundiu em larga escala, pode-se dizer que
a denominagédo de uma de suas principais espécies comerciais —

Coffea arabica - é bastante apropriada (FERRAO, 2004).

A entrada das primeiras sementes de café plantadas no
Brasil deu-se em 1727, por intermédio de Francisco de Melo
Palheta, sargento-mor, oficial de linha do Exército Portugués, que
na época veio ao Brasil a fim de resolver questdes de fronteiras
(FERRAO, 2004). O café é uma das principais culturas de
plantagdo em crescimento em todo o mundo, e € uma das
bebidas populares mais consumidas (BISHT; SISODIA, 2010;
SELVAMURUGAN; DORAISAMY; MAHESWARI, 2010).

Somente nos Estados Unidos, existem 108 milhdes de
consumidores de café, e esses numeros representam apenas
uma fragdo da populagdo global, um grande numero de pessoas
que incorporam o café como uma parte importante em suas
praticas culturais (BISHT; SISODIA, 2010). Cerca de 60 paises
tropicais e subtropicais produzem café extensivamente, sendo
para alguns deles o principal produto de exportagdo agricola
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).
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O cafeeiro € 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 arabica (Coffea arabica) é o fruto de uma planta
tropical de altitude adaptada a clima Umido com temperaturas
amenas. As condi¢cdes térmicas para a cultura encontram-se
definidas pelas temperaturas médias anuais entre 18 °C e 23 °C
(faixa ideal: 19 °C a 22 °C). O café robusta, Coffea canephora,
oriundo de regides equatoriais baixas, quentes e umidas, esta
adaptado a condi¢des de temperatura com médias anuais entre
22 °C e 23 °C (ARGOLLO, 2004).

O café, no Brasil, destaca-se econémica e socialmente
desde a chegada das primeiras mudas e diante de sua rapida
adaptacdo ao solo e clima, o produto adquiriu importancia no
mercado, transformando-se em um dos principais itens de
exportacdo, desde o Império até os dias atuais (BRASIL, 2019). E
um dos produtos agricolas de grande importancia para o estado
de Minas Gerais e para o pais, e € sem duvida de notéria
importancia e expressividade para sua economia no que diz
respeito ao mercado de trabalho e a geragdo de empregos
diretos e indiretos, geracao de impostos e fixacdo de mao de obra
no meio rural, proporcionando melhoria nas condigdes financeiras
regionais (RIGUEIRA et al., 2007).

Devido a diversidade de regides ocupadas pela cultura do
café, o pais produz tipos variados do produto, fato que possibilita
atender as diferentes demandas mundiais, referentes ao paladar
e até aos pregos (BRASIL, 2019). O Brasil € o maior produtor e
exportador mundial de café, sendo responsavel por 35% da
producdo mundial, e segundo maior consumidor do produto,
apresentando, atualmente, um parque cafeeiro estimado em 2,3

milhdes dehectares.
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Sao cerca de 287 mil produtores que, fazendo parte de
associagoes e cooperativas, distribuem-se em 15 estados: Acre,
Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Parana,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Rondbénia e Sdo Paulo. Com
dimensdes continentais, o pais possui uma variedade de climas,
relevos, altitudes e latitudes que permitem a produgdo de uma
ampla gama de tipos e qualidades de cafés (DUARTE; PEREIRA;
FARAH, 2010).

A produgcao de café para a safra de 2018 foi de 61,7
milhdes de sacas beneficiadas, um crescimento de 37% em
relagdo ao ano anterior. Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), foi a maior colheita registrada na série
historica do gréo, superando em cerca de 10 milhdes de sacas o
melhor desempenho registrado em 2016. A quantidade total
engloba o café arabica e o conilon. Com relagao ao arabica, a
producao foi de 47,5 milhdes de sacas, um acréscimo de 38,6%.
Ja a quantidade de conilon chegou a 14,2 milhdes de sacas, com
aumento de 32,2%. Os numeros confirmam o Brasil na posicéo
de maior produtor de café no mundo.

O estado de Minas Gerais registra uma colheita de 32,97
milhdes de sacas de arabica e 390,3 mil sacas de conilon. No
estado que possui os maiores numeros do pais, destaca-se a
regidao do cerrado mineiro que apresentou uma produgao 95%
superior ao ano passado, devido ao aumento de area e
produtividade, bem como o norte de Minas, que mesmo com
gueda na area de plantio, a colheita é 22,7% superior a de 2017.
Ja o Espirito Santo registra aumento de 52% na produgdo do
conilon, chegando a uma colheita de aproximadamente 9 milhdes
de sacas. O estado capixaba ainda registra uma producao de 4,7

milhdes de sacas de arabica, mantendo-se como o segundo
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maior produtor da cultura. A estimativa para a produgao de café
em 2019 (espécies arabica e conilon) indica que o pais devera
colher cerca de 50,92 milhdes de sacas de café beneficiado como

ilustrada no Grafico 1.

Grafico 1 Estimativa da produgao total de café (arabica e conilon)
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O resultado representa diminuicdo de 17,4%, quando
comparado a producdo obtida em 2018. Estima-se que séao
geradas aproximadamente 225 milhdes de toneladas de residuos
liquidos (25 toneladas de aguas residuarias por tonelada de
graos de café) e 9,9 milhdes de toneladas de residuos sélidos,
incluindo casca, polpa, mucilagem, pergaminho, pelicula prateada
e borra de café (1,1 t de residuos sdlidos por tonelada de graos
de café) (MUSSATTO et al., 2011).

2.1.2Componentes do fruto do cafeeiro

O fruto do café (Figura 1) é ovéide e é formado por:

a) Epicarpo: formado pela casca do grao de café. A casca

com o amadurecimento passa de verde a vermelha ou amarela.
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O epicarpo €& constituido principalmente por material
lignoceluldsico;

b)Mesocarpo ou Mucilagem: E uma camada de
espessura de 0,5 a 2 mm; é um sistema coloidal liquido, um
hidrogel. Quimicamente constituido por agua, pectinas, agucares
e acidos organicos;

c¢) Endocarpo: conhecido como pergaminho. E uma
membrana cartilaginosa que recobre a semente ou gréo de café.
Constituido essencialmente de material celuldsico;

d) Espermoderma: conhecido como pelicula prateada,
que rodeia o endosperma, e é eliminado quando o grdo entra no
processo de torra;

e) Endosperma: é o grao de café, parte utilizada na
preparagdo da bebida de café. A dimensdo dos graos varia no
comprimento de 7 a 15 mm, na largura de 6 a 8 mm e no peso de

0,1e0,2g.

Figura 1 Componentes do fruto do cafeeiro

Casca Polpa

Grio

Pergaminho

Pelicula
prateada

Mucilagem

Fonte: (MUSSATTO et al., 2011).

No processamento do café, existem principalmente dois
métodos, um por via seca e outro por via Umida.

Na via seca, os frutos frescos colhidos sdo espalhados
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uniformemente em um terreiro limpo (de terra ou concreto) até
uma espessura de 8 cm, onde sao fermentados e secos com
revolvimento constante. O café cereja fica totalmente seco em
12-15 dias com boas condigbes meteoroldgicas, dando origem ao
café natural e gerando o subproduto conhecido como casca
(MURTHY; NAIDU, 2012). Esta pratica é preferida na Etidpia,
Haiti, Indonésia e Brasil (MUSSATTO et al., 2011).

Na via umida, o café cereja colhido € mecanicamente
descascado, despolpado, desmucilado e transferido para tanques
de fermentagdo, onde é digerida a camada de mucilagem que
fica aderida no grao. Este processo pode durar de 24 a 72 horas
a 30 - 35 °C. Finalmente os graos com pergaminho s&o secos ao
sol até uma umidade de 11 - 12% para continuar com o
processamento. Este processo da origem ao café descascado,
despolpado e desmucilado, gerando como subproduto a polpa de
café. A via umida é utilizada na Coldmbia, paises de América
Central, Etidpia, Havai e india (MURTHY; NAIDU, 2012).

Com base na literatura, observa-se uma grande
diversidade sobre a composicdo quimica dos componentes do
fruto do cafeeiro. Brum (2007) avaliou os teores dos constituintes
da polpa em g/100 g de matéria seca, sendo: 25,90 de celulose;
16,48 de lignina insoluvel; 1,07 de lignina soluvel; 26,60 de
hemiceluloses; 9,65 de cinzas; 3,90 de tanino condensado; 1,85
de nitrogénio; 0,16 de fésforo; 3,65 de potassio; 0,30 de calcio;
0,07 de magnésio; 0,18 de enxofre. Para o pergaminho os niveis
em g/100 de matéria seca foram: 41,20 de celulose; 20,49 de
lignina insoluvel; 1,50 de lignina soluvel; 34,77 de hemiceluloses;
1,37 de cinza; 0,70 de tanino condensado; 0,59 de nitrogénio;
0,02 de fosforo; 0,38 de potassio; 0,14 de calcio; 0,03 de
magneésio; 0,06 de enxofre.

De acordo com a revisdo de Murthy e Naidu (2012), os
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componentes organicos presentes na polpa de café (em peso
seco) incluem celulose (63%), lignina (17%), proteinas (11,5%),
hemiceluloses (2,3%),

taninos (1,80 a 8,56%), substancias pécticas (6,5%),
acucares redutores

(12,4%), acucares nao redutores (2,0%), cafeina (1,3%),
acido clorogénico (2,6%) e acido cafeico (1,6%). Informacbes
sobre os taninos na polpa de café sao algumas vezes
contraditérias e os dados que estdo disponiveis sdo dificeis de
interpretar, uma vez que diferentes métodos analiticos tém sido
utilizados.

Dependendo do tipo de cultivar, o conteudo de taninos
também pode diferir (PANDEY et al., 2000). Parra et al. (2008)
determinaram a composi¢do quimica da casca dos frutos do
cafeeiro melosa em g/100 de matéria seca sendo: 9,69 de
proteina bruta; 5,95 de matéria mineral; 85,80 de matéria
organica; 39,37 de fibra detergente neutro; 31,36 de fibra
detergente acido; 1,34 de extrato etéreo; 7,39 de hemicelulose;
8,69 de lignina; 0,30 de calcio; 0,13 de fosforo total; 0,66 de
cafeina; 0,92 de taninos. Pode haver diferencas nos teores dos
constituintes da polpa e das cascas de café, dependendo da
eficiéncia e do modo de processamento, da variedade de
culturas, das condi¢cbes de cultivo, tal como, tipo de solo, etc.
(PANDEY et al., 2000).

A mucilagem é composta de 84,2% de agua, 8,9% de
proteina, 4,1% de acucar, 0,9% de substancias pécticas e 0,7%
de cinzas (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). O
pergaminho € composto por 40 a 49% de a-celulose, 25 a 32%
de hemicelulose, 33 a 35% de lignina e 0,5 a 1,0% de cinzas
(BEKALO; REINHARDT, 2010).

A pelicula prateada pode ser facilmente encontrada como
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um subproduto do processamento dos frutos do cafeeiro em
plantas de torrefacdo do café, e é atualmente utilizada como
combustivel ou recomendados como ingrediente funcional para
compostagem devido a baixa quantidade de gorduras e agucares
redutores, alto teor de fibras dietéticas soluveis (60%) e marcada
atividade antioxidante (BORRELLI et al., 2004).

A caracterizacdo de compostos fendlicos na polpa de café
vem sendo estudada e varios tipos de fendis foram encontrados,
como os de baixo peso molecular e taninos, os quais sao
responsaveis por efeitos anti- nutritivos ou téxicos quando esta
polpa foi testada como ragdo animal (CLIFFORD; RAMIREZ-
MARTINEZ, 1991; RAMIREZ-MARTINEZ, 1988).

E conhecido que o processamento pds-colheita tem
efeitos pronunciados sobre a composicao quimica de sementes
de café, especialmente em componentes solUveis em agua tais
como agucares, cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos
(SMITH, 1985). Enquanto taninos condensados s&o os principais
compostos fendlicos encontrados na polpa de café, nas
sementes, os acidos clorogénicos estdo presentes como uma
grande familia de compostos fendlicos que representam 6 a 12%
dos constituintes do café em massa (FARAH et al., 2006) e séo
conhecidos por serem responsaveis pela adstringéncia e
pigmentagao do café (FARAH; DONANGELO, 2006).

Esses acidos sdo compostos fendlicos formados pela
esterificagao de determinados acidos hidroxicinamicos, tais como,
acido cafeico, ferulico e p-cumarico com o acido quinico.

Os principais subgrupos de isOmeros de acidos
clorogénicos sao os acidos cafeoilquinicos, feruloilquinicos,
dicafeoilquinicos e, em menor quantidade, p-cumaroilquinicos
(CLIFFORD, 1999; TRUGO; MACRAE, 1984). Outros compostos

fendlicos, tais como taninos, lignanas e antocianinas também
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estdo presentes nas sementes de café, embora em pequenas
quantidades (FARAH; DONAGELO, 2006).

Duarte, Pereira e Farah (2010) compararam a
composigao de alguns tipos de acidos clorogénicos em sementes
de café verdes processados por via Umida e pelo método semi-
seco. Os autores observaram que apesar do perfil de distribuicido
das classes de acidos clorogénicos em amostras de cafés
processados pelo método semi-seco tenha sido semelhante aos
processados por via umida, em média, os processados por via
Umida apresentam teores totais de acidos clorogénicos
significativamente mais altos do que os processados pelo método
semi-seco. Esta diferenca foi observada em todas as classes de
acidos clorogénicos, com excec¢ao do acido dicafeoilquinico.

O conteudo total de acido clorogénico em gréos de café
verde pode variar de acordo com a genética (espécie e cultivar),
grau de maturacdo e, menos importante, as praticas agricolas,
clima e solo. Além disso, esses niveis também podem variar de
acordo com a metodologia de analise empregada (FARAH;
DONAGELO, 2006). Nao s6 o conteudo total de acido
clorogénico, mas a sua composicdo também pode variar
consideravelmente durante a maturacdo dos frutos.
Considerando as variacbes entre espécies e cultivares, um
aumento no teor total de acido clorogénico é observado com a
maturagéo (CLIFFORD; KASI, 1987).

Em um certo estagio antes da completa maturagdo, o
conteudo de acido clorogénico comega a cair devido a oxidacgao.

Deste ponto em diante, uma associagao inversa entre os
niveis de acido clorogénico e a maturagcao dos frutos de café é
observado (FARAH; DONAGELO, 2006). O mais alto teor de
acido clorogénico no café Canephora comparado com o café

Arabica tem sido amplamente relatado (CLIFFORD;
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RAMIREZMARTINEZ, 1991; FARAH; DONANGELO, 2006).

Os acidos hidroxicindmicos mais comuns em café sdo os
acidos cafeico, seguido do acido ferulico e do p-cumarico
(CLIFFORD et al., 2003). Ramirez-Martinez (1988), mediante a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, estudou a
caracterizacdo de compostos fendlicos na polpa de café e o acido
clorogénico (acido 5-cafeoilquinico) foi o principal constituinte
(42,2%), seguido da epicatequina (21,6%), catequina (2,2%),
rutina (2,1%), acido protocatecuico (1,6%) e acido ferulico (1,0%).
O autor observou que estes teores nao devem ser considerados
como valores absolutos, ja que o conteldo dos compostos na

polpa de café pode variar de tempos em tempos.

Ramirez-Coronel et al. (2004) quantificaram e
caracterizaram os compostos fendlicos presentes na polpa fresca
de café, sendo que os que apresentaram os maiores teores em
g.kg-1 de matéria seca foram: acido cafeoilquinico (11,8), acido
p-cumaroilquinico (0,6) e derivados dos acidos cafeoilquinicos
(2,4) respectivamente, seguido dos flavonoides com 0,6 e
antocianidinas com 0,4. Para os flavan-3-6is os niveis (g.kg-1 de
matéria seca) foram de 0,2 para os monémeros e 20,1 para as
protocianidinas. A presenca de cafeina, taninos e outros fendlicos
na polpa do fruto do cafeeiro, embora em pequenas quantidades,
tem causado sérios problemas de poluicdo ambiental, uma vez
que estes compostos sao altamente toxicos (PANDEY et al.,
2000).

2.1.3 Processamento pos-colheita do café
O método escolhido para preparar o grdao de café nos

paises produtores depende das espécies cultivadas, das

condigdes e dos recursos de cada regidao (GONZALEZ-RIOS et
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al., 2007). O processamento dos frutos do cafeeiro pode ser de
duas formas: processamento por via seca ou via Umida é
mostrado no esquema da Figura 2.

No processamento via seca os frutos sdo secos na
integra dando origem ao café natural (também chamado de café
coco ou de terreiro). Apds o recebimento do café colhido, este
passa por um processo de limpeza para a separagdo de
impurezas, como folhas, paus, pedras, terra e selecionado nos
seus diversos estagios de maturagéo (verde, cereja, coco e
passa). Esta limpeza, geralmente, é feita com a realizagédo da
lavagem do café, utilizando-se lavadores de alvenaria ou
metalicos pré-fabricados gerando uma pequena parte de
residuos. Posteriormente, o café passa pela etapa de secagem

em terreiros ou secadores mecanicos.
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Figura 2 Sequéncias de operagdes dos tipos de processamento poés-

colheita do café.
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Fonte: Pimenta (2003).



O processamento por via Umida consiste na utilizagédo de agua
no processo de lavagem, separacao e retirada da casca (exocarpo) e
da mucilagem (mesocarpo), dando origem aos cafés descascados,
despolpados e desmucilados (PRADO; CAMPOS, 2008). Além de
fazer uso do lavador/separador, usam-se também descascador,
peneiras de separacdo, tanques de fermentagdo e/ou desmucilador
(PIMENTA, 2003). A primeira etapa do processo de lavagem visa a
eliminagdo de impurezas contidas no café colhido assim como no
processamento via seca. A etapa seguinte consiste na separacao dos
cafés verdes e cereja do café seco ou “bdia”, nome dado por se tratar
de um processo em que envolve a densidade do café, logo o café seco
acaba boiando na agua enquanto os cafés verdes e os cereja
afundam. Com isso ja se ganha em qualidade, visto que cafés de
diferentes teores de agua serédo secos separadamente (MATIELLO et
al., 2005).

Quando se faz o processo de descascamento, ha uma
separagao dos frutos cerejas (frutos que serdo descascados) e dos
frutos verdes (MATIELLO et al., 2005). O descascador utilizado no
processamento via Uumida sdo maquinas que pressionam os frutos
(cereja e verde) contra um cilindro de chapa metalica, contendo
"mamilos”, e um encosto de borracha, fazendo com que as cascas e
os graos dos frutos cerejas saiam por um lado, enquanto os frutos
verdes que ndo rompem suas cascas, por té-las bem aderidas,
acabam saindo por outro (BARTHOLO; GUIMARAES, 1997;
MATIELLO, 1999; MATIELLO et al.,

2005).

A seguir, os frutos cerejas descascados e as cascas passam por
outro cilindro coberto por uma lamina de cobre, com mamilos, que
aprisionam os grédos e o0s pressionam em um movimento rotativo
contra uma barra de borracha, separando assim os grdos ainda com
um pouco de mucilagem de um lado, e a polpa com casca e parte da

mucilagem do outro (MATIELLO et al.,
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2005). O despolpamento € o processo de retirada da mucilagem
através de um tanque de fermentagdo, onde o café apds ser
descascado, permanece neste tanque de 12 a 36 horas
juntamente com a agua.

A mucilagem é rica em acgucares que possibilitam o
desenvolvimento de microrganismos nos graos, podendo
depreciar sua qualidade (MOREIRA, 1999). Nesta etapa, a
mucilagem ¢é hidrolisada por enzimas dos tecidos do café e por
microrganismos encontrados nas cascas dos frutos (ESQUIVEL,;
JIMENEZ, 2012). O desmucilamento também é um processo de
retirada da mucilagem, porém ocorre de forma mecénica, sendo
que logo apds o descascamento o café passa pelo desmucilador,
que retira a mucilagem por atrito entre os gréos e a parede do
implemento e ainda pela inje¢do de agua sob pressao (LEITE,
2007).

No final da fermentagéo, os grdos séo lavados e secos
(DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010). E um processo ainda
pouco usado no Brasil, mas que vem ganhando mais adeptos
devido a sujeitar os graos de café a menores fermentacdes
(PIMENTA, 2003). O processamento via seca, geralmente
utilizado para o café Robusta, € tecnologicamente mais simples
do que o processamento via Umida, que € geralmente usado para
os graos de café Arabica (GONZALEZ-RIOS et al.,, 2007). A
maior vantagem da despolpa completa (retirada da casca, polpa
e mucilagem) é evitar a fermentacdo e o desenvolvimento de
fungos nos graos, que prejudicam a qualidade da bebida do café
(MOREIRA, 1999).
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2.1.4 Agua residuaria do processamento umido do café

A geracado de residuos e subprodutos €& inerente em
qualquer setor produtivo. Os setores agroindustriais e
alimenticios produzem grandes quantidades de residuos, tanto
liquidos quanto solidos. Entre os produtos mais comercializados
no mundo, destaca-se o café, sendo superado apenas pelo
petréleo e, portanto, a industria do café é responsavel pela
geracdo de grande quantidade de residuos, como as polpas,
cascas e agua residuaria do processamento Uumido dos grdos
(MUSSATO et al.,, 2011; NABAIS et al., 2008), representando
uma ameaga ao meio ambiente devido a disposicao insegura
destes residuos, que levam a uma poluicdo da agua e da terra
em torno das unidades de tratamento (MURTHY; NAIDU, 2012).

O processamento via umida resulta em um café de
qualidade superior quando comparado ao processamento via
seca. Atualmente na india, cerca de 75% a 80% do café Arabica
e 15% a 20% do café Robusta sdo processados por este método
(SELVAMURUGAN et al., 2010). Apesar das inumeras vantagens
como reducdo dos custos e do espaco de secagem, este tipo de
processamento utiliza uma grande quantidade de agua nas suas
diferentes fases. De acordo com Delgado e Barois (1999), para
cada tonelada de graos de café processados sdo consumidos,
em meédia, 4.000 L de agua.

A agua residuaria desse procesamento é rica em solidos
suspensos totais e dissolvidos contendo uma grande variedade
de compostos organicos, tais como acgucares (frutose, galactose
e glicose), pectinas e compostos fendlicos (acidos clorogénico,
cafeico e taninos). Devido a alta concentragdo de poluentes, a
sua disposicdo diretamente em corpos d’agua naturais sem

tratamento prévio tornou-se indesejavel, pois além de poluir o
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corpo hidrico receptor pode ser perigoso a vida aquatica e a
saude humana (BRUNO; OLIVEIRA, 2008; DEVI; SINGH;
KUMAR, 2008; GONGCALVES et al., 2008; SELVAMURUGAN;
DORAISAMY; MAHESWARI, 2010).

Haddis e Devi (2008) avaliaram a carga poluente das
aguas residuarias geradas por uma planta de processamento de
café na Etiopia, seu efeito em corpos d’agua localizado nas
proximidades, além do efeito sobre a saude das comunidades
que residem na vizinhanga. Todos os parametros analisados
como pH, demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda
quimica de oxigénio (DQO), sdlidos suspensos totais, fosfato e
nitrato, excederam os limites estabelecidos pela Organizagao
Mundial da Saude. Os autores relataram muitos problemas de
saude graves entre os moradores de areas proximas, como
sensacgoes de tontura, irritacdes nos olhos, ouvidos e pele, dores
no estdbmago, nauseas e problemas respiratérios.

Segundo Fia et al. (2007), o langamento de residuos
organicos em corpos d’agua leva a deplecdo do oxigénio
dissolvido no meio, devido a utilizacdo desse gas pelos
microrganismos, durante a decomposi¢cdo aerdbica. Este
decréscimo na concentragédo do oxigénio dissolvido pode ser fatal
para peixes e outros animais aquaticos. As aguas residuarias
também podem produzir gases como o metano, diéxido de
carbono, gas sulfidrico e aménia, como resultado da atividade
bacteriana, poluindo o ar. Além de existir o risco de poluicao das
aguas subterraneas

Devido a pressdao exercida nos frutos para
descascamento dos grdos, espera-se encontrar na agua
residuaria muito dos componentes encontrados na polpa
(GONCALVES, 2006). Estudos realizados na distribuicdo dos

macrocomponentes do fruto do cafeeiro do tipo cereja, desde o
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inicio do processamento pés-colheita até a sua infusao, permitem
constatar que somente 6% do peso do fruto fresco sé&o
aproveitados na preparacdo da bebida. Os 94% restantes,
constituidos por agua e subprodutos do processo de
beneficiamento, na maioria dos casos nao recuperados, podem
ser fonte de contaminagdo do meio ambiente (LO MONACO,
2005).

A ideia do aproveitamento dos residuos do
processamento do café surge da necessidade de minimizar seus
efeitos negativos no ambiente, dando-lhes um destino alternativo
com geracdo de produtos com valor agregado (NAVIA;
VELASCO; HOYOS, 2011). Atualmente, a alta produtividade de
café por hectare, as rigorosas legislagdes ambientais, o alto custo
dos combustiveis e dos fertilizantes favorecem o uso desses
residuos para sua transformacédo em produtos de valor agregado
(DIAS et al., 2014).

2.2 ASPECTOS AMBIENTAIS

Para devolver a agua residuaria do café ao corpo hidrico,
€ necessario que seja tratada de modo que remova os residuos e
atenda as condigcbes e padrdes para o lancamento de efluentes
estabelecidos pela legislagdo (CONAMA, 2005).

De acordo com a legislagdo ambiental vigente, € proibido
o langamento da agua residuaria do café em corpos hidricos por
nao atenderem aos parametros de langamentos de classe 2 e 3,
tornando a fertirrigacdo a forma mais difundida para destinacao
(CAMPOS, PRADO e PEREIRA, 2010). A legislacdo tem como
principal objetivo minimizar os problemas de poluicdo causados
pelo descarte de efluentes (MIERZWA, HESPANHOL, 2005).

A resolugdo N° 430 dispde sobre as condicbes, os
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parametros, os padrbes e as diretrizes para a gestdo do
lancamento de efluentes em corpos d’agua receptores.
Estabelece como condi¢cdo, dentre outras, pH entre 5 a 9 e
materiais sedimentaveis até 1mL.L-1. Apesar de nao abordar
sobre a disposicao de efluente no solo, mesmo tratados, caso
seja feita, preconiza que essa acdo nao podera causar poluigdo
ou contaminagdo das aguas superficiais ou subterraneas
(CONAMA, 2011).

A Instrugdo Normativa N° 09, de 17 de setembro de 2008,
estabelece diretrizes para o processo de licenciamento ambiental
das atividades de descascamento e ou despolpamento de café,
por considerar que essa etapa, se mal manejada, pode gerar
sérios riscos ao meio ambiente e a4 saude e bem estar da
populagdo. Orienta sobre a destinacdo adequada da agua
residuaria do café, através de fertirrigacdo; da disposigcdo em
lagoas de estabilizacdo; e tratamento através de qualquer outro
sistema fisico-quimicobiolégico, com comprovagcdao de sua
eficacia e eficiéncia (IDAF, 2008).

Também instrui sobre a lavagem dos graos, permitindo o
retorno da agua aos mananciais, desde que seja implantado um
adequado sistema de retengcao de sodlidos (Art. 6°); sobre a
captagéo de agua e para o langamento de efluentes (Art. 8°); e
sobre a destinagdo adequada das cascas de café, que nao
podera ficar armazenada na area do empreendimento (IDAF,
2008). O langamento da agua residuaria do café em corpos

hidricos, sem tratamento adequado, é proibido (CONAMA, 2011).

2.3COMPOSTOS FENOLICOS EM AGUAS RESIDUARIAS

Os compostos fendlicos sdo uma das maiores classes de
metabdlicos secundarios de plantas envolvidos na defesa contra

radiacao ultravioleta e na adaptacdo a condicdes de estresse
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ambiental, cuja sintese nado ocorre na espécie humana.
Quimicamente, podem ser definidos como substancias que
possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos
hidroxilas. Os compostos fendlicos presentes nos alimentos
abrangem acidos fendlicos, flavonodides, taninos e cumarinas
(MORAES; COLLA, 2006; RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). Duas
classes de acidos fendlicos podem ser distinguidas, os derivados
do acido benzoico e os derivados dos acidos cinamicos (Figura
3).

Figura 3 Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos

R1

OH OH

Rl=R2=0H,R3=H: Acido protocatecuico  R1 = OH: Acido cumirico
R1=R2=R3=0H: Acido gilico Rl =R2=0H: Acido cafeico
R1=0CH3, R2=0H: Acido feralico

Fonte: Adaptado de Manach et al. (2004)

Acido cafeico e acido quinico se combinam para formar o
acido clorogénico, que € encontrado em muitos tipos de frutos e
em altos teores no café. Este acido, tanto na sua forma livre
quanto esterificada, € geralmente o acido fendlico mais abundante
e representa entre 75% e 100% do conteudo total de &cidos

hidroxicindmicos da maioria dos frutos (MANACH et al.,2004).

O fenol e seus derivados sao poluentes produzidos por
varias atividades industriais, tais como no refino do petréleo,
conversao de carvao a alta temperatura, produgao de resina e

industrias de papel e celulose, téxteis, ferro e agco (ASHRAF;
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HUSAIN, 2009; LIU et al., 2002) estando presentes nas aguas
residuarias geradas por estes setores e notavelmente em aguas
residuarias do processamento dos frutos do cafeeiro (FIA et al.,
2010).

Essas substancias causam uma constante preocupagao

do ponto de vista ambiental (KRINGSTAD; LINDSTROM, 1984),
devido ao alto grau de toxicidade, bioacumulagdo nas diferentes
cadeias alimentares, mesmo em baixas concentracbes e
persisténcia no ambiente, além de ser altamente téxicos aos
microrganismos no tratamento biolégico (GONCALVES et al.,
2008; NIELSON et al, 1991; OHLENBUSCH; KUMKE;
FRIMMEL, 2000; PUIG;
BARCELO, 1996). Se essas substancias forem liberadas no meio
ambiente elas podem se acumular em aguas superficiais e
subterraneas e no solo (CONIGLIO et al., 2008; GIANFREDA et
al., 2003).

O impacto ambiental e a toxicidade destes compostos
fendlicos e seus derivados pode variar dependendo do numero,
tipo e posigcao dos grupos substituintes no anel do fenol. Muitos
deles nao sao apenas toxicos em baixas concentragdes, mas sao
também possiveis cancerigenos e desreguladores enddcrinos.
Portanto, a remogéo de tais compostos a partir de uma instalacéo
industrial, antes da sua disposicdo final é necessaria
(GONZALEZ; AGOSTINI; MILRAD, 2008; SAKURAI; MASUDA;
SAKAKIBARA, 2003; STEEVENSZ et al., 2009).

A Resolugédo no 430 do CONAMA, de 13/5/2011, dispde
sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais
para seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes e
padrées de langcamento de efluentes. Esta resolucdo estabelece
que o controle dos teores maximos de compostos fendlicos em

corpos de agua é sujeito a analise de “fendis totais”. Segundo o
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Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2011), os
efluentes de quaisquer fontes poluidoras somente poderao ser
lancados, direta ou indiretamente, em corpos de agua se
apresentarem concentragbes maximas de fendis totais de 0,5
mg.L".

Campos, Prado e Pereira (2010) caracterizaram as aguas
residuarias do processamento do café e encontraram a presenga
de compostos fendlicos (teor médio de 954,2 mgL'), que
ultrapassaram a resolugao n° 430 do CONAMA.

Segundo os autores, estes compostos sdo considerados
toxicos, atuando como inibidores das atividades biolégicas de
microrganismos e de organismos vegetais e animais (peixes,
crustaceos, entre outros), e em excesso, podem interferir no
tratamento biolégico destes efluentes, inibindo as bactérias e
outros microrganismos presentes.

O fenol em uma concentracao igual ou superior a 1 mgmL-
' pode afetar a vida aquatica (VEERESH; KUMAR; MEHROTRA,
2005). Bruno e Oliveira (2008) encontraram concentragbes
médias de fendis totais na agua residuaria do beneficiamento de
café por via Umida de 80 a 97 mgL™", que excede o permitido para
lancamento de efluentes. Fia et al. (2010) também encontraram
uma concentracao elevada de compostos fendlicos nas aguas do
processamento dos frutos do cafeeiro, 127,00 mgL", que

ultrapassa o limite permitido.

2.4ACIDO CITRICO
2.41Evolucgao Histoérica

A descoberta do acido citrico foi atribuida ao alquimista
islamico Jabir Ibn Hayyan no oitavo século depois de Cristo e foi

isolado e cristalizado pela primeira vez a partir de suco de lim&o
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pelo quimico sueco Karl Wilhelm Scheele em 1784. Sua
producao comercial comecou na Inglaterra em 1860 na forma de
citrato de calcio extraido de limao importado da Italia (GREWAL e
KALRA, 1995; PAPAGIANNI, 2007). Em 1880, Grimoux e Adams
sintetizaram o acido citrico a partir de glicerol e Wehmer (1893)
relatou que certos fungos do género Citromyces (hoje incluidos
no género Penicillium) eram capazes de elaborar e secretar acido
citrico a partir de agucar (LIMA et al., 2001; SOCCOL et al., 2006;
PAPAGIANNI, 2007).

Em 1917, o quimico americano James Currie descobriu
que certos cultivos de Aspergillus niger podiam ser produtores
eficientes de acido citrico em processo de fermentacido em
superficie. Aspergillus niger era conhecido como produtor de
acido oxalico, mas o baixo pH (2,5 — 3,5) usado no trabalho de
Currie suprimiu a formagao dos acidos oxalico e glucénico. Em
1923, a industria Pfizer nos Estados Unidos iniciou a producgdo
em escala industrial usando esta técnica (GREWAL e KALRA,
1995; PAPAGIANNI, 2007). Na década de 1950, foi desenvolvida
nos Estados Unidos uma técnica mais eficiente que o processo
anterior, a fermentagdo submersa (GREWAL e KALRA, 1995),
que ¢é atualmente o modo de condugcdo mais utilizado no

processo de obtengao de acido citrico em larga escala.

2.4.2Caracteristica e Aplicagoes

O acido citrico ou citrato de hidrogénio, de nome oficial
acido 2- hidroxi-1,2,3- propanotricarboxilico, € um acido organico
tricarboxilico fraco com peso molecular de 210,14 Da
(PAPAGIANNI, 2007). Esse acido é um metabdlito intermediario
pertencente ao ciclo de Krebs e é encontrado como um
constituinte natural de uma variedade de frutas citricas como

limao, laranja, abacaxi, péra, péssego e figo (GREWAL e KALRA,
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1995). Sua formula quimica é C6H807 conforme ilustrado na

Figura 4.

Figura 4 Representacao da estrutura quimica do acido citrico

HO a
0 X “oH
OH
o ©

Fonte: (LIMA et al., 2010).

Na temperatura ambiente, o acido citrico é um po
cristalino branco. Pode existir na forma anidra e como
monohidrato, que contém uma molécula de agua para cada
molécula de acido citrico (NELSON e COX, 2002). O acido citrico
€ amplamente utilizado em produtos alimenticios (70%),
farmacéuticos (12%), cosméticos e em outros produtos industriais
(18%) devido as suas propriedades como acidulante,
conservante, regulador de pH, aromatizante e antioxidante. E
utilizado também como aditivo funcional em detergentes e
cosméticos (TRAN et al., 1998; WANG, 1998; RYMOWICZ et al.,
2008; LAZAR et al., 2011).Seu emprego em alimentos representa
55 a 65% do mercado total de acidulantes, contra 20 a 25% pelo
acido fosforico e 5% correspondendo ao acido malico
(MAGNUSON, LASURE, 2004). E comumente utilizado como
conservante natural (antioxidante), conhecido também como
acidulante INS 330, dando um sabor &cido e refrescante em
alimentos e bebidas (RYMOWICZ et al., 2008).

O 4cido citrico é um aditivo alimentar versatil e inécuo. E
aceito mundialmente como GRAS (Generally Recognized As
Safe/ Geralmente Reconhecido como Seguro) pela United States

Food and Drug Administration e aditivo alimenticio seguro pelo
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“Experts Committee FAO (Food and Agriculture Organization/
Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura) e WHO (World
Health Organization/Organizagdo Mundial da Saude), sem
restrigdes a quantidade (SOCCOL et al., 2006).

Na industria de alimentos, esse acido € usado em larga
escala na fabricagéo de refrigerantes, sobremesas, conservas de
frutas, geléias, doces, vinhos, na composi¢do de sabores
artificiais de refrescos em p6é e na preparagao de alimentos
gelatinosos (GREWAL e KALRA, 1995).

Na industria farmacéutica, é usado como estabilizante do
acido ascorbico devido a sua acdo quelante. Nos antiacidos e
analgésicos efervescentes, o acido citrico € usado juntamente
com carbonatos e bicarbonatos para gerar CO2 (GREWAL e
KALRA, 1995) e atua como coagulante em transfusdo sanguinea
(LIMA et al., 2001).

Na industria de cosméticos é usado para ajustar o pH de
logBes adstringentes, como sequestrante em cremes de lavagem
(“rinse”) e fixadores de cabelo (LIMA et al., 2001).

No setor de embalagens, ésteres de acido citrico, como trietil,
Tributil e acetildibutil, sdo usados como plastificantes nao téxicos
nas peliculas plasticas de embalagens de alimentos
(RODRIGUES, 2006).

Ha um interesse crescente em aumentar a producido de
acido citrico devido a muitas aplicacées. Os estudos revelam o
potencial uso de acido citrico em biopolimeros, em drug delivery,
em engenharia de tecidos para o cultivo de uma variedade de
células e em muitas outras aplicacbes biomédicas e
ambientalmente sustentaveis, como o uso de acido citrico para a
remocao eficiente de residuos de fluxo pds-solda por militares
(ROBIN et al., 1995; ASHKAN et al., 2010; GUILLERMO et al.,
2010).
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2.5PRODUGAO DE ACIDO CITRICO

2.5.1Microorganismos Produtores de Acido Citrico

Um grande numero de microorganismos como bactérias,
fungos filamentosos e leveduras tem sido utilizados em uma
variedade de substratos para a producdo biolégica de acido
citrico, sendo indicados na Tabela 1 (CROLLA e KENNEDY,
2004; ANDRE et al, 2007; FORSTER, 2007; PAPAGIANNI,
2007).

Tabela 1 Microorganismos produtores de acido citrico

Fungos filamentosos  Aspergillus niger, A awamori, A. clavatus, A nidulans, A
Sfonsecaeus, A. luchensis, A. phoenicus, A. wentii, A. saitoi, A,
Sflavus, Absidia sp., Acremonium sp., Botrytis sp.,
Eupenicillium sp., Mucor piriformis, Penicillium citrinum, P.
Janthinellu, P. luteum, P. restrictum Talaromyces sp..
Trichoderma viride, Ustuling vulgaris

Leveduras Candida tropicalis, C. catenula, C. guilliermondii, C.
imtermédia, Pichia, Debaramyces, Kloekera, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces. Yarrowia lipolyiica, Hansenula, Torula,
Torulopsis,

Bactérias Arthrobacter paraffinens, Bacillus licheniformis,
Corynebacterium ssp

Fonte: DHILLON et al. (2011)

Entretanto, a maior parte destes microorganismos nao é
capaz de produzir rendimentos comercialmente aceitaveis devido
ao fato de que o acido citrico € um metabdlito do metabolismo de
energia e o seu acumulo em quantidades apreciaveis é o
resultado de severas irregularidades no metabolismo causado por
deficiéncias genéticas ou desequilibrios metabdlicos (SANCHEZ-
RIERA, 2010). Entre as estirpes referidas, o fungo Aspergillus
niger, devido a sua maior producdo de acido citrico por unidade
de tempo, é o principal microorganismo utilizado na produgéo
industrial de acido citrico que ocorre principalmente por cultivo
aerobio submerso (YOKOYA, 1992; PAZOUKI et al., 2000;
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CROLLA e KENNEDY, 2001; ANASTASSIADIS et al., 2008)

Linhagens de Aspergillus niger que sao utilizadas
industrialmente na producdo de acido citrico nao estéo
disponiveis gratuitamente e apenas algumas podem ser obtidas a
partir de colegbes de cultura internacionais (SOCCOL et al.,
2006). Cepas mutantes de Aspergillus niger também sao usadas
na produgao comercial de acido citrico (JIANLONG et al., 2000).

Os substratos mais utilizados sao a beterraba e melago de
cana-de- acucar (ANASTASSIADIS et al., 2008). Entretanto, sua
alta demanda tem implicado no emprego de novos processos,
mais econdmicos e sustentaveis, como a utilizacdo de residuos
agroindustriais em cultivo em estado sélido, dentre eles o bagago
de cana-de-agucar, que oferece inumeras vantagens em relagao
as técnicas convencionais, pois além de reduzir os custos de
producdo e impactos ambientais, oferece uma extracdo mais
eficiente do produto (JIANLONG et al., 2000).

Atualmente, o &cido citrico é o segundo metabdlito
microbiano mais produzido no mundo, perdendo apenas para o
etanol, sendo estimado em mais de 1,7 milhdes de
toneladas/ano, com um aumento anual em sua demanda de 5%,
e valor de mercado ultrapassando 2 bilhdes de délares por ano
(DHILLON et al., 2011).

Suas propriedades o tornam um produto multifuncional,
cerca de 70% de sua producdo total é utilizada na industria
alimenticia como acidificante e no melhoramento do sabor de
alimentos e bebidas, seguida pela industria farmacéutica que
utiliza cerca de 12% do bioproduto na sintese de biopolimeros, e
18% sao utilizados para outras aplicacbes como aditivos
detergentes, cosméticos, produtos de higiene pessoal, na
agricultura para a biorremediagdo de metais pesados no solo
(VANDENBERGHE et al., 2000; KAMZOLOVA et al.,, 2003;
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KUBICEK, 2001; SOCCOL; VANDENBERGHE; RODRIGUES,
2006; DHILLON et al., 2011).

2.5.2Matéria-prima e Substrato

Os meios fermentativos devem conter todos os elementos
imprescindiveis a sintese de material celular e formagado de
produto, além de serem economicamente viaveis (VENTER et al.,
2004; RYMOWICZ et al.,, 2006; LAZAR, et al.,, 2011). Os
microrganismos necessitam de carbono, nitrogénio, minerais,
agua, eventualmente fatores de crescimento e, caso seja aerdbio,
oxigénio, para formar biomassa e impulsionar reacdes de
biossintese e manutengdo celular (LEANGON et al., 2000;
KUMAR et al., 2003).

Os substratos ricos em carboidratos s&o os melhores e as
mais baratas fontes de carbono, uma vez que podem ser
adquiridos a baixo custo como subprodutos ou residuos da
industria alimenticia ou atividades agricolas. Normalmente os
carboidratos s&o as principais fontes de carbono acessiveis aos
fungos, sdo metabolizados proporcionando energia, atuando
também como precursores na sintese do material celular
(LEANGON et al., 2000; KUMAR et al., 2003).

Atualmente, a producdo de acido citrico em escala
industrial por Aspergillus niger é realizada utilizando meios de
produgao contendo sacarose (VENTER et al., 2004; RYMOWICZ
et al., 2006; LAZAR, et al., 2011), milho
hidrolisado, caldo de cana, melago decationizado e agucar cristal
usando fermentagéo submersa (LEANGON et al., 2000; KUMAR
et al., 2003) por empresas como ADM (Archer, Daniels, Midland
Company), Cargil, Tate & Lyle, DSM Nutritional Products,

Junbunzlauer, lIsrael's Gadot Biochemical Industries, China’s
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Anhui BBCA Biochemical.

No Brasil, o melago é preferencialmente utilizado como
fonte de carbono para a produgdo microbiana de acido citrico
devido ao seu custo relativamente baixo e elevado teor de agucar
(40-55%) (SOCCOL et al., 2006). Porém, a presenca de metais
trago (ferro, calcio, magnésio, manganés, zinco) no melago de
cana retarda a sintese do acido citrico, portanto, ha necessidade
de algum pré-tratamento para redu¢cdo dos mesmos na matéria-
prima a fim de torna-la adequada para o uso na fermentacao
submersa (SOCCOL et al., 2006). O melago de beterraba é
preferivel ao de cana de acgucar devido ao seu baixo contetdo de
metais traco, fornecendo melhores rendimentos de producao do
que o melaco de cana. Entretanto, existem variacdes
consideraveis de rendimento dentro de cada tipo.

Em escala laboratorial, estdo sendo utilizados como
matérias-primas hidrocarbonetos, residuos agroindustrias, e
materiais ricos em amido (HANG e WOODAMS, 1998;
JIANLONG et al. 2000; MOURYA e JAUHRI, 2000;
VANDENBERGHE et al., 2000; AMBATI e AYYANNA, 2001).

Uma variedade de subprodutos e residuos agroindustriais
também tem sido investigada como matéria-prima para a
producdo de acido citrico, como bagagco de mandioca, casca de
café, farelo de trigo, bagaco de maca, residuos de abacaxi, casca
de kiwi, bagaco de uva, residuos de citrinos entre outros,
utilizando técnicas de fermentagdo em estado sélido (SOCCOL et
al., 2006).

2.5.3Formas de condugao do processo

A sintese de acido citrico através da fermentagdo é o

processo mais econémico e amplamente utilizado para obtencao
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deste produto. Noventa e nove por cento do acido citrico
produzido mundialmente s&o obtidos por fermentacao (KUFORIJI
et al., 2010). O processo de obtengdo de &acido citrico por
fermentagdo apresenta vantagens como operagdo simples e
estavel, requerimento de sistemas de controle menos
sofisticados, menor consumo de energia e pouca influéncia de
falhas de energia no funcionamento da planta (SOCCOL et al.,
2006).

O fungo filamentoso Aspergillus niger é preferencialmente
utilizado, pois possui alto potencial de producao de acido citrico
(DHILLON et al., 2011). A producéo industrial de acido citrico por
fermentagdo pode ser conduzida por trés formas: fermentacao
em estado sdlido, fermentacdo em superficie e fermentacao
submersa (YOKOYA, 1992; VANDENBERGHE, 2000). A
fermentagdo em estado sélido, originalmente desenvolvido no
Japdo, consiste em uma bioconversdo em meio solido
empregando-se geralmente farelo de arroz ou residuos de frutas,
que apos tratamento, sdo inoculados com uma suspensio de
esporos, sendo utilizada uma linhagem especifica de Aspergillus
niger (YOKOYA, 1992; VANDENBERGHE, 2000).

O processo de fermentagdo em superficie foi o primeiro
método empregado para obtengado biotecnoldgica de acido citrico
em grande escala (GREWAL e KALRA, 1995). Nesta operacéo, o
micélio do fungo Aspergillus niger cresce sobre a superficie do
meio de cultura liquido e estatico, que se encontra em bandejas
de aluminio de elevada pureza contendo uma camada de meio
de 5 a 20 cm de altura. Estas bandejas sdo colocadas em
camaras ventiladas, onde ha circulagcado de ar esterilizado, o qual
€ responsavel pelo fornecimento de oxigénio assim como pela
retirada do calor produzido durante o processo fermentativo e a
temperatura € mantida entre 28 — 30°C (GREWAL e KALRA,
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1995).

A fermentagao submersa € a técnica mais utilizada para a
produgdo de acido citrico, onde o fungo se desenvolve
inteiramente submerso no meio de cultura liquido sob agitacao,
gue serve para assegurar a homogeneidade tanto da distribuigdo
dos microorganismos quanto dos nutrientes. Estima-se que cerca
de 80% da producdo mundial é obtida através deste modo de
condugao (SOCCOL et al.,, 2006) utilizando Aspergillus niger
crescido em meio contendo glicose ou sacarose
(VANDENBERGHE et al., 1999; KUMAR et al., 2003) em tanques
agitados de 40-200 m 3 ou fermentadores airlift de 200-

900 m 3 de capacidade (WAITES et al., 2001).

Este processo de fermentagdo empregado em larga
escala requer instalagdes mais sofisticadas e controle rigoroso.
Por outro lado, apresenta diversas vantagens, como maior
produtividade e rendimento, custos operacionais mais baixos e
menor risco de contaminagao. A fermentagdo submersa pode ser
realizada em batelada simples, batelada alimentada ou sistemas
continuos, embora seja mais freqlente o uso da batelada simples
(SOCCOL et al., 2006).

Normalmente, a fermentacdo submersa para obtencao de
acido citrico ocorre entre 5 e 12 dias, dependendo das condi¢des
de processo. O método de fermentagao utilizado influencia no
rendimento de producgéo de acido citrico com a mesma estirpe do
fungo Aspergillus niger. Assim, uma estirpe que produz bons
rendimentos na fermentagdo sélida ou superficie liquida nao é
necessariamente um bom produtor na fermentagdo submersa.
Desse modo, cada um dos métodos e de matéria-prima de
interesse industrial deve ser testado com a estirpe de estudo
(YOKOYA, 1992) e uma ampla gama de substratos pode ser

empregada para a produgao eficiente e viavel de acido citrico de
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acordo com o tipo de fermentacao (DHILLON et al., 2011).

2.6BIOQUIMICA DE PRODUGAO DE ACIDO CITRICO

A degradagao da glicose (glicdlise, sequéncia de reagdes
bioguimicas catalisadas por enzimas especificas) produz energia
e metabdlitos. O produto final da glicélise é o acido piravico 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 fermentagdo com Aspergillus niger ambas as vias séo
usadas durante todo o tempo. A de maior atividade durante a
fase de crescimento, quando pouco acido citrico € produzido, € a
HMP. Ja a via EMP, cuja maior atividade ocorre durante a fase
vegetativa, desempenha o principal papel na glicdlise da
fermentagao citrica, pois é através dela que a maior parte do
citrato é formada (YOKOYA, 1992; PANDEY et al., 2001).

A via glicolitica tem duplo papel: degradacdo da glicose
para geracao de ATP e fornecimento de elementos para
biossinteses celulares. A velocidade da glicélise é regulada para
atender a essas duas necessidades. Em condicdes aerdbias, o
piruvato gerado da glicose sofre descarboxilagdo oxidativa
formando acetil-CoA. O aceti CoA derivado da via EMP
condensa-se com o oxalacetato para formar citrato (Figura 5).
Acredita-se que a entrada desse composto no ciclo de Krebs seja
abortada, devido a excessiva acidez do meio (pH préoximo de 2)
(YOKOYA, 1992; PANDEY et al., 2001).
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Figura 5 Esquema geral do acumulo de acido citrico no ciclo de Krebs
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Fonte: PAGAGGIANI (2007)

Biogquimicamente, € possivel simplificar a biossintese
basica do acido citrico a partir da glicose (PAGAGGIANI, 2007). A
Figura 6 demonstra o processo que envolve trés etapas: (A)
quebra da glicose gerando piruvato e acetil-CoA através da

glicdlise, (B) formacao de oxaloacetato a partir do piruvato e CO2

e (C) acumulo do acido citrico no ciclo de Krebs.
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Figura 6 Esquema simplificadodaglicélise paraacumulode &cido citrico no Ciclo

de Krebs
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Fonte: KUBICEK, ROHR (1986)

O processo cinético de producdo apresenta uma fase de
crescimento rapido do fungo, e uma segunda fase em que o
crescimento diminui e a producdo de acido citrico € maxima,
assim fica caracterizado um processo bifasico (PRATA, 1989).
Rohr et al. (1981) e Kubicek e Rohr (1986) concluiram que a
producdo de acido citrico é realizada numa pequena proporgcao
por células em crescimento e, na maior parte, por células em fase
estaciondaria. Duas enzimas chaves foram estudadas em detalhe
com relacdo a fermentacao citrica, que sdo a aconitase e a
isocitrato desidrogenase.

A atividade dessas enzimas diminui para um nivel muito
baixo com o acumulo de &acido citrico. Rohr et al. (1981),
verificam que a enzima isocitrato desidrogenase € inibida na
presenca de acido citrico, pH baixo (1,7-2,0) e de ferrocianeto. A
adigao de ferrocianeto de potassio ao meio inibe a atividade da
aconitase e a da enzima isocitrato desidrogenase, estimulando

assim o acumulo de acido citrico.
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Os valores de pH mais elevados (por exemplo 3,0) levam
a uma condicdo que inativa a glicoseoxidase, que normalmente
da origem ao acido glucénico (acido organico indesejavel). Em
aproximadamente 4-5 dias, 80% do acgucar total é convertido para
acido citrico, com picos que atingem cerca de 100 (gL-1)
(YOKOYA, 1992), dependendo da concentracdo inicial de

sacarose.

2.6.1 Citrato sintase

O acumulo de acido citrico por Aspergillus niger é
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 produgcdo de acido 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
acido 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 e ROHR (1986) em estudo com enzimas
envolvidas na producéao de citrato por Aspergillus niger, avaliaram
cepas produtoras de acido citrico e todas apresentaram atividade
da citrato sintase. A biossintese de citrato envolve pelo menos
uma etapa mitocondrial, ou seja, a citrato sintase, esta localizada

exclusivamente na mitocéndria. A enzima cataliza a reacédo de
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condensacao 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 7).

O oxaloacetado sera regenerado apds completada uma
série do ciclo de Krebs. Esta reacdo de equilibrio favorece a
producdo de citrato em consequéncia da tioéster que ocorre

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

Figura 7 Citrato Sintase catalisando a reagdo de condensacao reversivel
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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
reacao acima, estes dois compostos competem com a acetil-CoA
para o sitio ativo (PAPAGIANNI; MATTEY, 2007).
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2.7FERMENTAGAO SUBMERSA

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

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

A fermentacdo submersa é caracterizada pela utilizagao
de um meio fermentativo liquido, com nutrientes soluveis. Este
processo tem como vantagens a facilidade de controle de
parametros como aeragao, agitagdo, pH, temperatura e a
possibilidade de automagdo. A maior probabilidade de
contaminagdo, pela maior quantidade de agua, é um
inconveniente do processo. Outra limitacdo € quando a enzima
produzida € extracelular, obtendo-se uma preparacdo mais
diluida, sendo necessaria a inclusdo de uma etapa de
concentracdo mais trabalhosa no processo de purificacdo
(Alonso, 2001).
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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. Wet coffee processing generates large volumes of
wastewater rich in organic and inorganic materials with high pollutant
power, as well as a large amount of sedimentable solids, sugars, phenolic
compounds, high chemical oxygen demand (COD) and biochemical demand
oxygen (BOD). The objective of this work was to evaluate the production of
citric acid by Aspergillus and Penicilium fungi in submerged fermentation
using the wet processing wastewater as a fermentative medium in order to
add value to this residue and to propose an alternative for this residue.
reduction of the levels of organic matter present. Twenty acidity producing
isolates were evaluated in medium containing coffee wastewater and in
control medium. During fermentation, the sugar content, pH, mycelial
weight and citric acid production were analyzed. As a result, it was found
that the maximum yield of citric acid in coffee wastewater containing
medium was 5,250 mgL! and in the control medium it was 20,102 mgL"
after 196 h of fermentation for specie Aspergillus niger (A. niger 00194).
Therefore, it is possible to use these agroindustrial residues for the
production of citric acid. Of the genus Penicillium, the most citric acid
producing species was Penicillium citrinum, which presented levels of 3,086
mgL"! in the wastewater medium and 12,584 mgL™! in the control medium,
for the same fermentation time.

Keywords: Coffee wastewater. Fermentation. Citric acid. Filamentous fungi.
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1 INTRODUGAO

Uma grande variedade de substratos pode ser utilizada na
producao de acido citrico por fermentagdo submersa, principalmente
residuos da agroindustria. No cenario nacional existem inumeras
oportunidades para o estabelecimento de atividades industriais
voltadas ao beneficiamento e/ou re- processamento de bioresiduos
(KOLICHESKI, 1995, SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003), entre os
quais podem ser citados como por exemplo, a agua residuaria
oriunda do processamento umido do café.

O uso de subprodutos e residuos agroindustriais como
suporte na fermentagdo submersa € economicamente importante do
ponto de vista ambiental, pois além de reduzir o impacto causado
sobre o meio ambiente, valoriza os subprodutos e residuos agricolas
e agroindustriais (ANDRE et al., 2007)

Visando maior produtividade, baixo custo na geragcdo de
tecnologia de producdo e aproveitamento de residuos, tém-se
estudado algumas alternativas de utilizagdo dos residuos da
agroindustria, selecdo de microrganismos mais competitivos e
adaptados a processos fermentativos para a fermentagao citrica
(BORRELLI et al., 2004).

O processamento via Umida gera um grande volume de agua
residuaria oriunda do processo de descascamento dos graos
(CAMPOS et al.,, 2010). A agua residuaria & rica em solidos
suspensos totais e dissolvidos contendo uma grande variedade de
compostos organicos, tais como agucares, pectinas e compostos
fendlicos. Uma vez que esse residuo é rico em carboidratos e outros
nutrientes, apresenta-se como uma alternativa para producdo de

acido citrico por fermentacao submersa (FIA et al., 2010).

77



O 4acido citrico é o principal constituinte das frutas citricas,
atualmente um dos mais importantes acidos orgéanicos produzidos
por via microbiana. Em virtude das suas caracteristicas, é
amplamente utilizado na industria de alimentos (acidulante,
flavorizante, antioxidante), na industria farmacéutica (tamponante,
sequestrante, quelante) e outros (DHILLON et al., 2011). Sua
importancia deve-se a caracteristicas como baixa toxicidade,
palatabilidade e ser faciimente assimilado pelo organismo.

Com o emprego de técnica de processos microbiologicos foi
possivel obter esse acido reduzindo o custo de obtencdo e
possibilitando um grande aumento do uso em escala industrial (Lo
Monaco, 2005). Muitos microorganismos desempenham papel
importante na producéao industrial de bebidas, produtos alimenticios,
substancias quimicas, suplementos, antibiéticos e biomassa. A
principal razdo 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, 2013). Com isso tem sido registrados aumentos de
até mil vezes na produgdo de metabdlitos de interesse
biotecnolégico (JALGAONWALA et al., 2011).

Uma aplicagdao consideravel da microbiologia esta na
industria biotecnologica em que os microorganismos sdo utilizados
como fabricas para produgado de proteinas, surfactantes, adogantes
e acidos organicos, e, como um membro comum dos
microorganismos encontrados, fungos do género Aspergillus e
Penicillium exercer muitas fungdes na industria da biotecnologia.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi utilizar a agua
residuaria oriunda do processamento Umido do café para a

producao de acido citrico por fungos do género Aspergillus e
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Penicillium.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Agua residuaria do processamento imido do café

A agua residuaria do processamento umido do café (Coffea
arabica L.) utilizada no experimento foi obtida na Fazenda
Experimental da EPAMIG, localizada na cidade de Trés Pontas,
Minas Gerais. Os graos eram lavados e descascados/despolpados e
a agua residuaria produzida era transportada semanalmente para um
reservatério. O efluente foi coletado durante o descascamento dos
graos e armazenado diretamente em galdes de 20 L previamente
higienizados e secos. Posteriormente, o material foi transportado ao
Laboratério de Analises Avangadas do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos e armazenado em freezer até o momento das analises.

2.2 Caracterizag¢ao da agua residuaria do café

A caracterizalgao da agua residuaria utilizada no experimento
foi realizada nos Laboratérios de Bioquimica e Analise de Alimentos
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos-UFLA; Qualidade de
Agua do Departamento de Engenharia - UFLA em conformidade com
as recomendagdes do Standard Methods for Examination of Water
and Wastewater (APHA, 1995) e de Analise Foliar do Departamento
de Quimica — UFLA. As andlises realizadas com seus respectivos

métodos encontram-se listadas abaixo.

2.2.1 Demanda bioquimica de oxigénios (DBO 20°C)

Obtida pela determinagéo do oxigénio dissolvido pelo método

iodométrico (Processo Winkler) (APHA, 1995).

79



2.2.2 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Determinada pelo método de oxidacdo quimica em refluxo

aberto (APHA, 1995).

2.2.3 Solidos totais (ST), solidos volateis totais (SV) e soélidos
dissolvidos (SD)
Os ST foi medido gravimetricamente apds secagem em

estufa a 105°C e o conteudo volatil apds incineragao em mufla a
550°C. Os SFT foram obtidos por diferenca entre os ST e SVT
(APHA, 1995).

2.2.4 Solidos suspensos (SS)

Determinados pelo método gravimétrico, com utilizacdo de
membranas de fibra de vidro com 0,45 ym de didmetro de poro

(APHA, 1995).

2.2.5 Compostos fendlicos (FenolT)

Os fendis totais foram determinados pelo método
colorimétrico, com o uso do reagente Folin-Denis, sendo que o acido
ténico foi utilizado para construgdo da curva padrdao (FOLIN &

DENIS, 1912).

2.2.6 Nitrogénio

Determinado pelo processo Kjeldahl com a adicdo do acido

salicilico (AOAC, 1995).

2.2.7 Macronutrientes (P, K, Ca, Mg, S) e Micronutrientes (Cu, Fe,
Zn e Mn)

A determinagdo dos nutrientes foi realizada segundo

metodologia proposta por Malavolta et al., (1997)

2.2.8 Acidez total

Determinacdo pelo método volumétrico, seguindo-se a
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metodologia descrita por Dilallo & Albertson (1961) modificada por

RIPLEY et al. (1986).

2.2.9 Oxigénio Dissolvido

Foi determinado segundo Standard Methods, methods 4500
(APHA, 1995). Este método consiste em fixar o oxigénio dissolvido
da amostra por meio da adi¢cdo das solu¢des de sulfato manganoso
(MnSO4) e a solugao alcali-iodeto-azida, que contém hidroxido de

sodio (NaOH), iodeto de sédio (Nal) e azida sédica (NaN3).

2.210 pH

O pH foi determinado através de leitura direta em
potencidmetro de marca Tecnal, modelo TEC-7
(TECNAL/BRASIL), calibrado a cada utilizagdo com solucbes
tampao de pH 7,0 e pH 4,0 conforme AOAC (1995).

2.2.11 Condutividade elétrica (CE)

Quantificada em condutivimetro portatil (APHA, 1995).

2.2.12 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com o
emprego de calor, o qual se baseia na perda de peso do material
quando submetido a aquecimento de 105°C, até atingir peso
constante. Os resultados foram expressos em g/100 g (Instituto

Adolfo Lutz, 1985).

2.2.13 Proteina

A proteina bruta foi determinada pelo método de Kjeldahl,
conforme procedimento da AOAC (1995). Apdés a digestdo da
amostra com a mistura digestora (sulfato de cobre e sulfato de

potassio) e acido sulfurico, foi realizada destilagdo e posterior
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titulagdo com solugcdo de acido cloridrico. Os resultados foram

expressos em g/100 g.

2.2.14 Extrato etéreo

Para a obtencao do extrato etéreo, foi utilizado o método de
Soxhlet (gravimétrico), baseado na perda de peso do material
submetido a extragdo com éter etilico, ou na quantidade de material

solubilizado pelo solvente (AOAC, 1995).

2.2.15 Cinzas

O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado submetendo-
se as amostras a 550°C. Os resultados foram expressos em g/100g
(AOAC, 1995).

2.2.16 Pectina total e pectina soluvel

O doseamento de pectina total e soluvel foi realizado pelo
meétodo colorimétrico, por meio da condensacao colorida por reagao
da pectina hidrolisada (acido galacturénico) com o carbazol (Bitter &
Muir, 1962).

2.2.17 Acgucares Totais

Foram determinados espectrofotometricamente, a 620 nm de

acordo com o método de antrona proposto por Dische (1962).

2.3 Microorganismos

Foram testados 143 isolados obtidos da Colegao de Cultura
do Laboratério de Micologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos -UFLA e da Micoteca da EPAMIG-UFLA a fim
de selecionar os melhores produtores de acido citrico através do

meio Foster (FOSTER e DAVID, 1949).
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2.4Selegéao dos isolados produtores de acido citrico

Para a selecdo dos isolados, foram realizados testes
qualitativos. A escolha qualitativa foi realizada através de uma
analise comparativa entre os isolados onde se fez uma comparagéao
da relagéo entre o tamanho do halo de produgdao de acido (halo
amarelo) e do halo de crescimento da colénia em meio Foster
(FOSTER e DAVID, 1949).

As placas contendo os esporos dos isolados foram incubadas
durante 96 horas a 28 ° C. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

2.4.1 Formagao do halo de produgao de acido em meio Foster

Este teste foi realizado através da observacao de formagao
de halo de coloragcdo amarela em meio Foster revelado pela
degradacdo da glicose presente no meio e conseqlente

abaixamento de pH, sendo obtidos resultados em placas.

2.5 Detecgao da producao de ocratoxina A (OTA) e Citrinina por

Cromatografia de Camada Delgada - CCD

Para os testes do potencial micotoxigénico pelo método Plug
Agar as espécies do género Aspergillus pertencentes a Segao Nigri
(para avaliagdo da OTA) foram inoculadas em meio CYA - Agar
Czapek: (K:HPO4: 1,0 g; Concentrado Czapec: 10,0 mL; Extrato de
Levedura: 5,0 g, Agar: 15,0 g, Agua Destilada: 1L; (Concentrado
Czapec: NaNOs: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS047H.O: 5,0 g,
FeS04.7H,0: 0,1 g, ZnS04.7H,0: 0,1 g, CuS04.5H,0: 0,05 g, Agua
Destilada: 100mL) por 7 dias a 25°C.

As espécies pertencentes ao género Penicilium e

Talaromyces (para avaliagao da Citrinina) foram inoculadas em meio
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YES - Agar Extrato de Levedura Sacarose (Extrato de levedura: 20,0
g; Sacarose: 150 g; Agar: 20,0 g; ZnS04.7H.0: 0,1 g, CuS04.5H.0:
0,05 g; Agua destilada: 1L), por 7 dias a 25°C conforme Filtenborg e
Frisvad (1980).

Foram retirados plugs contendo o fungo e o meio de cultura
dos centros das placas de Petri e estes foram aplicados sobre as
placas de cromatografia de camada delgada (MERK-SILICA GEL 60,
20x20) juntamente com 10 pL das solugdes padrao de Ocratxina A e
de Citrinina (SIGMA ALDRICH). Como fase movel foi utilizado TEF -
Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90% nas proporgdes
60:30:10.

Apods a eluicdo, as placas foram secas em capela de fluxo
laminar. A confirmacdo quanto a produgcdo das micotoxinas foi
realizada em luz ultravioleta com A 366nm em Cromatovisor CAMAG
(UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores
apresentaram um RF (fator de retengao) e um spot de fluorescéncia
semelhante ao do padrao: roxo para OTA e verde brilhante para

Citrinina.

2.6 Composicao do meio fermentativo

2.6.1 Meio fermentativo com agua residuaria do café

O meio utilizado no experimento para a fermentagao
submersa foi constituido de: Glicose: 50,0 gL™'; NHsNOs: 1,0 gL™;
KH2PO4: 1,0 gL', MgS0.4.7H.O: 0,23 gL', Peptona: 5,0 gL™;
(NH4)2S04: 5,0 gL™'. O pH inicial foi ajustado para 6,0 com solugdo
concentrada de NaOH. (Adaptado do meio PRESCOTT & DUNN por
PASTORE, 2011). O meio foi foi distribuido em erlenmeyers de 250

mL na propor¢ao de 100 mL por frasco.
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2.6.2 Meio controle

A fim de averiguar e comparar os futuros resultados do
processo fermentativo da agua residuaria do café, utilizou-se um
meio controle com os mesmos nutrientes do meio anterior [Glicose:
50,0 gL™"; NH4NO3: 1,0 gL™"; KH2PO4: 1,0 gL'; MgS04.7H,0: 0,23 gL-
1. Peptona: 5,0 gL"; (NH4).SO4: 5,0 gL'] e agua destilada ao invés
da agua residuaria. O pH inicial do meio controle também foi

ajustado para 6 com solugao concentrada de NaOH.

2.7 Descrigao do experimento

Para o meio controle e para o meio contendo agua residuaria
do café, foram realizados os mesmos procedimentos e analises
descritos a seguir. Apos a esterilizagdo, os meios (com agua
residuaria e controle) foram resfriados, inoculados com 1,0 mL da
suspensao com 106 esporos/mL e incubados a 30°C e 100 rpm em
“shaker”.

Esse procedimento foi realizado a cada 48 h até o final de
192 h. A coleta dos fermentados ocorreu a cada 48h. Os ensaios
foram feitos em ftriplicata para os isolados selecionados. Apds o
término do periodo de fermentagéo, o conteudo de cada erlenmeyer
foi filtrado em papel de filtro Whatman previamente pesado. O papel
de filtro contendo os esporos retidos foi utilizado para a
determinagdo da massa de micélio produzida e o filtrado de cada
frasco foi utilizado para a determinacdo do pH, acido citrico

produzido e agucar consumido.

2.8 Métodos analiticos

2.8.1 Quantificagado do acido citrico

O acido citrico produzido foi determinado pelo método
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titulométrico com solugdo padrdo de NaOH usando fenolftaleina
0,1% como indicador segundo técnica estabelecida pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985) e fundamentado no peso molecular do acido

citrico.

2.8.2 pH

O pH foi determinado através de leitura direta em
potencidmetro de marca Tecnal, modelo TEC-7 (TECNAL/BRASIL)
conforme AOAC (2000).

2.8.3 Acucar total

Foram determinados espectrofotometricamente, a 620 nm de

acordo com o método de antrona proposto por Dische (1962).

2.8.4 Peso micelial

Os papéis com o micélio foram levados a estufa a 65 °C e
pesados diariamente até atingirem peso constante. O peso seco foi
determinado pela diferenca entre o peso final e o peso do papel de

filtro.

2.9 Analise estatistica

Os resultados da fermentacao para meio com agua residuaria
do café e para o controle foram submetidos ao teste Tukey com 5%
de significancia. Em seguida foi realizado o teste de correlagdo de
Pearson para verificagdo das relagbes entre as variaveis do
processo de fermentacdo e determinacdo do melhor tempo,
utilizando o software R.

Apoés observar as diferencas entres as médias dos dados
obtidos, mapas auto organizaveis de Kohonen foram aplicdos para
classificar as amostras em clusters, de acordo com a semelhancga de

suas propriedades. O programa Matlab R2015 foi utilizado em
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conjunto com o pacote SOM Toolbox 2.1 (Vatanen et al. 2015),
juntamente com as devidas modificagdes para aplicacdo dos indices
de Davies-Bouldin e de Silhueta, a fim de melhorar a obtencao e a

validac¢ado dos clusters.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

88

3.1 Caracterizagao da agua residuaria do café

A composigao quimica e fisico-quimica esta representada na Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizagdo da agua residuaria do café

Analises Valores
Umidade (%) 99,67 + 0,01
Proteina (%) 0,37 £0,05
Cinza (%) 0,22 + 0,008
Extratoetéreo (%) ND

Pectina Total (mgL-1)
Pectina soluvel (mgL-1)
Acucares totais (gL-1)
pH
Acidez total (mgL-1)
Turbidez(UT)

CE (dSm-1)
DQO+(mgL™)
DBO5%°° (mgL-1)

Sodlidos Totais
(mgL-1)
Solidos Volateis
(mg L-1)
Solidos suspensos
(mg L-1)
Sdlidos dissolvidos
(mg L-1)
Compostos fendlicos
(mg L-1)
Oxigénio Dissolvido
(mgL-1)
N (mg L-)
P (mg L-)
K(mg L-)
Mg (mg L-1)
Ca (mg L-1)

1290,00 £ 0,15
1020,00 +0,15
4,27 + 0,12
4,31 £0,03
1480,00 + 0,05
581,00 £0,05
4,69 + 0,01
4040,00 +0,03
1800,00 + 0,05
4083,00 + 0,03

3213,00 + 0,05

968,00 + 0,12

3115,00 + 0,15
918,00 + 0,03
7,70 £ 0,07

89,04 + 0,05
45,35+ 0,05
873,99 + 0,05
35,12+ 0,04
105,60 £ 0,05



S (mg L-1) 101,81 £ 0,09
Mn (mg L") 0,37 £0,15
Cu (mg L-1) 0,68 £ 0,12
Zn(mgL") 0,27 £0,05
Fe (mg L-1) 1,87 £ 0,04

O café cereja nado possui altas concentragdes de compostos
acidos, adstringentes e taninos no epicarpo, produzindo menor
acidez. Ao contrario, os graos verdes tém muito tanino e ligninas que
liberados na agua residuaria do café aumentam a acidez
drasticamente (Campos, Prado e Pereira, 2010). Desta forma, ao
processar frutos nao selecionados incluindo verdes, boias e cerejas,
as aguas residuarias geradas tendem a possuir acidez elevada.

O pH encontrado na agua residuaria do café de 4,31.
Segundo (Campos, Prado e Pereira, 2010), valores baixos de pH
sdo caracteristicas proprias da agua residuaria, independente do
processamento do fruto, pois estido relacionados com o aumento da
concentragdao de H* presente nos compostos organicos da agua
residuaria do café ocasionado pelo aumento do volume de frutos
processados, bem como, em consequéncia do percentual de frutos
verdes presentes, pela propria oxidagdo da matéria organica,
atribuindo a agua residuaria do café um carater corrosivo.

O alto valor de acidez de 1480 mgL™" justifica o baixo valor de
pH observado.

Os solidos totais (4083 mgL-1), sdlidos volateis (3213 mgL™"),
solidos suspensos (968 mgL™") e sdlidos dissolvidos (3115 mgL™)
encontrados estdo dentro da faixa dos valores encontrados por FIA
et al. (2007).

O alto valor de turbidez (581 mgL™") é devido a presenca de
materiais sélidos em suspensao, que reduzem a sua transparéncia.

Pode ser provocada

89



também pela oxidacdo da matéria organica presente e de outras
substancias como o zinco, ferro, manganés (BRASIL, 2005) e a
presengca de pigmentos da casca dos frutos cereja. A Portaria n°
518/2004 do Ministério da Saude estabelece que o valor maximo
permitido € de 1,0 uT para agua subterranea desinfectada e agua
filtrada apds tratamento completo ou filtragcao direta, e 5,0 uT como
padrdo de aceitacdo para consumo humano. Para agua resultante
de filtracao lenta o valor maximo permitido € 2,0 uT.

Os elevados valores de DQO (4040 mgL™') e DBO520°C
(1800 mgL™") encontrados estdo bem acima dos valores permitidos
para langamento em corpos d’agua classe 2 pela legislacdo
CONAMA 357/2005, que € de 180 mgL™" para DQO e 60 mgL-1 para
DBO. Isso significa que se a agua residuaria do café fosse
despejada em um curso hidrico, causaria grande problema de
poluicdo, pois retiraria o oxigénio dissolvido da agua, podendo
provocar a mortandade de peixes e desequilibrio da vida aquatica.

O valor de proteina encontrado (0,37%) corresponde ao
elevado valor de nitrogénio e é inferior ao encontrado por Campos,
Prado e Pereira (2010) (0,44 % de proteina).

O teor de nitrogénio encontrado (89,04 mgL™) é inferior aos
teores determinados por Soares et al. (2009) em diferentes unidades
de processamento da regiao de Vigosa-MG.

O valor de nitrogénio determinado (89,04 mgL") esta acima
de 20 mgL-1 permitido pela legislacdo federal CONAMA 357/2005.
Caso a agua residuaria do café fosse vertida em qualquer recurso

hidrico, estimularia o crescimento de algas causando eutrofizagao.
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Os valores determinados para a condutividade elétrica (CE)
de 4,69 dSm' e compostos fendlicos de 918 mgL" para foram
proximos aos valores determinados por Campos, Prado e Pereira
(2010) que foi de 4,9 dSm™" para a condutividade elétrica (CE) e de
954,2 mgL"' para compostos fenolicos. Os valores elevados de
condutividade elétrica (CE) estao relacionados com a presencga de
matéria orgénica, aos teores elevados de salinidade e sdlidos totais
dissolvidos.

Verificou-se a presencga consideravel de compostos fendlicos
(918 mgL™"), na agua residuaria do café que ultrapassam a resolugéo
CONAMA 357/2005, cuja concentragdo maxima é de 0,5 mgL-1 para
langamento no meio ambiente. Esses compostos sdo considerados
téxicos, atuando como inibidores das atividades bioldgicas de
microrganismos e de organismos vegetais e animais (plantas,
peixes, crustaceos, etc.). Em excesso, podem ainda interferir no
tratamento biolégico das aguas residuarias do café, tanto aerdbio
como anaerdébio, inibindo as bactérias e outros microrganismos
presentes (Lincoln e Zeiger, 2004).

Os valores encontrados nas analises bromatoldgicas da agua
residuaria do café: 99,67 % de umidade; 1290 mgL™" de pectina total;
1020 mgL™' de pectina soluvel e 4,27 % de agulcar total estéo
préximos aos teores encontrados por CAMPOS, PRADO e PEREIRA
(2010) (97,32 % de umidade; 1.315 mgL™" de pectina total; 1.189
mgL"' de pectina solivel e 4,47 % de aglcares totais. Essa
composicao demonstrando o elevado potencial poluidor da agua

residudria do processamento Umido do café.
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3.2 Selegao dos isolados produtores de acido citrico

Apods o periodo de 96 horas de incubacgao, foi observado a
formagdo de um halo de coloragdo amarela ao redor da colbnia,
indicando a producao de acido. Dos 143 isolados testados, 22 foram
selecionados por apresentarem os maiores halos de acidez (halo

amarelo) como mostrado na Figura 1.

Figura 1 Produgao de acido em meio Foster & Davis.

¢

A. niger 00194 A. niger 00118 A. niger 00104

N

CCDA 10284 CCDCA 10285 CCDCA 10205

92



CCDCA 10283 CCDCA 10495 CCDCA 1035

CCA 11402. CCDCA 11327 CCDCAi 1375

CCDCA 1065 CCDCA 11365 CCDCA 11362

CCDCA 1092 ) CCDCA 10232 CCDCA 11363



CCDCA 11372 CCDCA 11376 CCDCA 11345

CCDCA 11321

O meio Foster apresenta coloragéo inicial verde devido a
presenca do indicador de variacdo de pH, Verde de Bromocresol.
Esse indicador muda de coloragado de verde para amarelo devido ao
abaixamento de pH causado pela degradacido da glicose presente

no meio com formagao de acido (RODRIGUES, 2006).

Apods a medigdo com régua dos didmetros das colbnias e dos
halos amarelos formados foi possivel determinar o indice de acidez
para cada isolado. O indice de acidez foi calculado através da
relagdo entre o didmetro do halo de formagao de acido (coloragao
amarela) e o didmetro da colénia de crescimento do fungo como

mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 Valores dos didametros dos halos de producdo de acido, das
colénias de crescimento dos isolados e dos indices de acidez.

Didametro Diametro indice
Isolados Espécies Halo Colénia acidez
{cm) {cm) {cm)
A. niger 00194 AS-‘;I ﬁ;ﬂf"‘” 8,567:0,15  2,500%0,10 3,427 0,13
A. niger 00118 AS’; T;i’:ms 8033:0,06 2,567+0,06 3,130 +0,06
A. niger 00104 Mﬁ;ffm 8,600£0,00 3,533£0,06 2,434 0,03
CCDCA 10284 Aspergillus o 0004010 3,167£0,06 1,863 £0,08
foetidus
CCDCA 10285 Aspergillus o 001 p00  3.133%0,11 1,915 £0,06
foetidus
CCDCA 10205 Aspergilus - 21006  3.500£0,10 2,248 10,08
foetidus
CCDCA 10283 Aspergillus o oo 011 24334124 2288407
foetidus
CCDCA 10495 Aspergillis - o3 .015 22004000 3,424 £0,07
foetidus
CCDCA 1035 Mp:?ggius 7,600+0,36  3,000+40,00 2,533+0,18
CCDCA 11402 Pen;i;:ggm 4433£0,11  1,567+0,11 2,830 £0,11
CCDCA 11327 Penicillium = 300+0,01  2,333+0,06  2,82140,08
wotroi
CCDCA11375 T. sp. 5533£0,06  2,400+0,00 2,306 0,03
CCDCA 1065 Penicilum o 040,00 2,067£0,06 2,419 £0,03
simplicissimum
CCDCA 11365 pe"é“m”m 4833+0,06  1,98320,01 2,437 0,03
oleae
Penicillium
CCDCA 11362 lilacinoechi 4,100+0,17  1,633#0,06  2,510%0,11
nulatum
Penicillium
CCDCA 1092 : 4850+0,08 2,050+0,07 2,366 +0,07
spinulosum
Penicillium
CCDCA 10232 G 4833+0,06 1,033+0,11 4,677 +0,09
citrinum
Talaromyces
CCDCA 11363 i3 4,467 +0,25 220+0,00 2,233+0,13
angelicus
Penicillium
CCDCA 11372 5500+0,00 2,967+0,06 1,685+0,03
onobense
CCDCA 11376 PE”:‘;H’W‘ 4,033+025 1,633+0,06 2,469 +0,16
CCDCA 11345 P‘?”’gg””m 5500+0,00  2,500+0,01 2,200 +0,01
CCDCA 11321 Fendilium 5 ch3i01 13934001  2,514+0,01

sp.




Dentre os isolados do género Aspergillus (segao Nigri) os que
apresentaram os maiores indices de acidez foram: A. niger 00194
(Aspergillus niger); A. niger 00118 (Aspergillus niger) e CCDCA
10495 (Aspergillus foetidus). Do género Penicillium, os maiores
indices de acidez foram para CCDCA 11402 (Penicillium biliae);
CCDCA 11327 (Penicillium wotroi) e CCDCA 10232 (Penicillium
citrinum).

Os fungos filamentos sdo amplamente utilizados na producao
de acidos organicos. Atualmente, o fungo Aspergillus niger é o
principal microorganismo empregado para a produgdo comercial de
acido citrico (SIEBERT; SCHULZ, 1974). No género Penicillium, a
espécie Penicillium citrinum é conhecida como produtora de acido
citrico. Souza (2018) observou a producao de acidez em meio CREA

(Creatina Sacarose agar) para Penicillium biliae.

3.3 Potencial toxigénico dos isolados

Os isolados selecionados no teste de acidez foram
submetidos aos testes de toxicidade para as as micotoxinas:

ocratoxina A (OTA) (Figura 2) e Citrinina (Figura 3).
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Figura 2 Placa de cromatografia de camada
delgada para os testes de producéo de
ocratoxina A

P = Padrao de Ocratoxina A.

1 = A. niger; 2 = A. foetidus; 3 = A.niger; 4 = A.
foetidus; 5 = A. foetidus; 6 = A. niger; 7 = A. foetidus;
8 = A.niger; 9 = A. foetidus; 10 = P. biliae; 11 =
Talaromyces sp.

Figura 3 Placa de cromatografia de camada
delgada para os testes de produgdo de
Citrinina

P=Padrao de Citrinina.

1 = P. citrinum; 2 = P. wotroi; 3 = P. sp.; 4 = P.
onobense; 5 =P. daleae; 6 = P. simplicissimum; 7 =

P. sp., 8 = Talaromyces angelicus; 9 = P.
lilacinoechinulatum; 10=P. sp.; 11 =P. spinulosum

Dos isolados testados quanto a producdo de Ocratoxina A,
nenhuma espécie de foi detectada como produtora da micotoxina. A
espécie Talaromyces sp. produziu outras substancias luminescentes
a luz ultravioleta com A 366 nm. Diante disso, a realizacado de testes
bioquimicos pode auxiliar no esclarescimento destas substancias e

corresponder a novas fontes de compostos de interesse industrial.



Em relagdao a produgéo de Citrinina, a espécie Penicilium
citrinum nao foi produtora da micotoxina, no entanto produziu outras
substancias luminescentes a luz ultravioleta com A 366 nm. A
espécie Penicillium sp. (10) foi descartada por apresentar uma
banda verde paralela ao padrao de citrinina. O isolado de cédigo
CCDCA 11321 nao possuiu a quantidade de esporos suficientes
para o prosseguimento das etapas posteriores, por isso, foi

descartado.

3.4 Processo fermentativo

Para avaliar o comportamento de cada variavel (pH, peso micelial,
agucar total e acido citrico) ao longo do processo fermentativo, elas foram
agrupadas entre si para o meio com agua residuaria e para o controle, como

mostram os graficos a seguir.

3.4.1 Acido citrico

A producdo de acido citrico pelos isolados no meio com a
agua residuaria do café e no meio controle € mostrada no Grafico 1

e 2, respectivamente.

Grafico 1 Acido citrico (gL™) para o meio com agua residuaria do café
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Grafico 2 Acido citrico (gL™") para o meio controle
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No meio com a agua residuaria do café, a produgéo de acido
citrico foi baixa para todos os isolados, sendo que os do género
Aspergillus (secao Nigri) se sobressairam em relagdo aos do género
Penicillium e Talaromyces para ambos os meios fermentativos.
Também foi observado que nos dois meios utilizados, varios fungos
tiveram a producao semelhante de acido citrico.

A espécie Aspergillus niger (A.niger 00194) de destacou entre
o restante dos isolados por apresentar a produ¢cao maxima de acido
citrico de 5,250 gL-1 no tempo de 196 horas de fermentacgéao.

Dos isolados do género Penicillium, as espécies Penicillium
biliae (CCDCA 11402) e Penicillium citrinum (CCDCA 10232) foram
as que mais produziram acido citrico, sendo que a dultima se
destacou com producdo maxima foi de 3,086 gL-1 para o mesmo
tempo de fermentacao.

Verificou-se no meio controle que a producgéo de acido citrico
foi muito acima da encontrada para os mesmos isolados no meio
com agua residuaria do café.

A baixa produtividade de acido citrico encontrada no meio
com a agua residuaria do café pode ser explicada em razdo dos
componentes soluveis e insoluveis da polpa e da mucilagem que séo
transferidos para a agua residuaria (ASOCIACION NACIONAL DEL

CAFE, 2005). Portanto essas aguas s&o ricas em matéria organica,
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contendo agucares (frutose, glicose e galactose), proteinas,
pectinas, celulose, hemicelulose, polifendis (acidos clorogénico e
caféico), taninos e cafeina e pequenas quantidades de corantes
naturais (antocianinas) (ZAMBRANO et al., 1999; DIAS et al., 2014).

A presenca desses compostos na agua residuaria aumenta
consideravelmente as demandas quimica (DQO) e bioquimica (DBO)
de oxigénio de modo que os valores encontrados para essas
analises sdo superiores aqueles permitidos pela legislacédo
ambiental. Os compostos fendlicos presentes sado considerados
téxicos porque atuam inibindo as atividades de microrganismos,
vegetais e animais. Além disso, as aguas residuarias também
apresentam uma salinidade de 2,56% (CAMPOS; PRADO;
PEREIRA, 2010).

A producgao de acido citrico utilizando residuos agroindustriais
como substrato para fermentagdo é uma solugao para a redugao da
carga organica desses poluentes, além de agregar valor econémico

pela geracdo de produto rentavel.

342 pH
As varia¢des dos valores do pH ao longo do processo estdo
represemtadas nos Graficos 3 e 4 no meio com agua residuaria do

café e no meio controle, respectivamente.

Grafico 3 pH para o meio contendo agua residuaria do café
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Grafico 4 pH para o meio controle
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Foi observado que houve uma diminuicdo dos valores de pH
para todos os isolados em ambos os meios de fermentagao.
Segundo LEHNINGER et al. (1995) esse fato ocorre devido a
produgdao de algumas moléculas acidas pelos fungos quando
cultivados na presenga de meios contendo fontes de nitrogénio. De
acordo com YOKOYA (1992), o pH de uma cultura pode variar em
razao da atividade metabdlica dos microrganismos. O motivo é a
secrecao de acidos organicos que irdo causar o abaixamento do pH.

O controle de pH pode ser critico nos processos de
fermentagdo (NAGEL et al., 1999), pois como consequéncia da
degradacado dos acgucares ou matéria organica presente no meio,
ocorre a formacao de acidos organicos que baixam o pH, assim
como o consumo de sais de amonio favorecendo o desenvolvimento
fungico e o acumulo do acido citrico. Isso justifica a redugao do pH
observada ao longo da fermentagao.

De forma geral, o decréscimo do pH foi mais pronunciado
para as espécies do género Aspergillus (secao Nigri) em ambos os
meios, pois esse género é um dos mais comuns e possui grande
eficiéncia na degradagdo de compostos residuais de diversas
industrias, como corantes, residuos com metais pesados e de
refinarias de petroleo e tratamentos de solos contaminados (RAO;
VIRARAGHAVAN, 2002; KOTSOU et al., 2004; SANTOS; LINARDI,
2004; FREITAS NETO et al., 2007).
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No meio controle houve uma queda mais pronunciada do pH,
indicando uma maior assimilagdo dos nutrientes presente no meio e
aumento daproducdo de acidos pelos isolados, ao contrario do
observado no meio com agua residuaria do café. Ainda que o pH
mais favoravel ao desenvolvimento dos fungos esteja entre 5, 6 e 7,
a maioria dos fungos toleram amplas variagbes de pH. Os fungos
filamentosos podem crescer na faixa entre 1,5 e 11, entretanto
algumas leveduras nao toleram pH alcalino (PAPAGIANNI ,1995). O
menor valor de pH determinado foi para o Isolado A.niger 00194 para

196 horas de fermentacéo.

3.4.3 Peso micelial

Os Graficos 5 e 6 mostram a evolugao do desenvolvimento de
crescimento dos isolados no meio com agua residuaria do café e no

meio controle, respectivamente.

Grafico 5 Peso micelial (gL™") para o meio com agua residudria do café
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Grafico 6 Peso micelial (gL™") para o meio controle
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Foi observado que houve um aumento do peso micelial em
ambos 0s meios ao longo da fermentagdo para todos os isolados,
sendo que para os do género Aspergillus, os valores determinados
foram superiores aos encontrados para os isolados do género
Penicillium e Talaromyces.

O aumento do peso micelial esta diretamente relacionado
com o consumo de agucar e a produgéo de acido citrico. Segundo
Rodrigues (2006), a concentragcdo de nitrogénio esta ligada a
producdo de uma certa concentragdo de biomassa, para garantir a
produgao de acido citrico e manutengao do fungo.

Das varias formas de nitrogénio encontradas na natureza, os
microorganismos assimilam mais facilmente a aménia. Dependendo
da espécie do fungo, o nitrogénio pode ser obtido nas formas de
nitrato, nitrito, aménia ou nitrogénio organico. PUTZKE (2002)
relatou que a maioria dos fungos usa nitrato que é reduzido a nitrito
com mediacdo da enzima nitrato redutase e depois a amodnia. A
determinagdo da fonte de nitrogénio é essencial, pois o nitrogénio
esta intimamente relacionado ao metabolismo dos microorganismos.

Outro fator importante para o crescimento microbiano é a
atividade de agua. Em trabalho desenvolvido por CASTRO et al.
(2002), maiores produgdes de biomassa foram observadas quando

valores de atividade de agua mais altos foram utilizados.
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A aeragdo do meio também estimula o crescimento e,
portanto, a esporulacdo. Sendo assim, quanto maior o crescimento,
maior a esporulagdo. De acordo com RAIMBAULT (1997), a
biomassa celular pode ser estimada indiretamente através de
medidas metabdlicas. O consumo de O, e a produgao de CO, séo
resultado da respiragcdo do fungo e estdo associadas ao
crescimento).

No meio com agua residuaria do café, o crescimento
microbiano foi baixo, o que pode ser explicado pela presenca de
compostos organicos téxicos como os fendlicos ja mencionados que
prejudicam o desenvolvimento.

No presente estudo, a maior formacédo de peso micelial foi
para o tempo de 196 horas de fermentagcdo para ambos os meios.
Esses resultados estdo de acordo com a maior producido de acido

encontrada para o mesmo tempo fermentativo.

3.4.4 Acucar total

Os Graficos 7 e 8 mostram o consumo de acgucares pelos
isolados durante a fermentagéo no meio com agua residuaria do café

€ no meio controle, respectivamente.

Grafico 7 Agucar total (gL™") para o meio com agua residuaria do café
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Grafico 8 Acucar total (gL™") para o meio controle
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No meio com agua residuaria do café, o consumo de agucares
pelos isolados foi baixo, em decorréncia do pequeno microbiano,
gerando como consequéncia, pequenas concentra¢gdes de acido
citrico. As espécies do género Aspergillus tiveram um consumo
relativamente superior ao dos isolados do género Penicillium e
Talaromyces.

No meio controle, foi observado que os agucares foram
rapidamente metabolizados pelos isolados. Todas as espécies do
género Aspergillus consumiram significativamente os acgucares
presentes e dentre os isolados do género Penicillium, CCDCA 10232
e CCDCA 11402 foram os que apresentaram o maior consumo. Esses
resultados corroboram com os baixos valores de pH encontrados,
aumento do crescimento microbiano e aumento da produgao de acido
citrico.

Fontes de carboidrato sdo necessarias para a producido de
acido citrico, sendo que a presenga de carboidrato prontamente
metabolizavel (como a glicose utilizada no presente estudo) é
essencial para uma boa produgcdo de &cido citrico. A maltose,
sacarose, manose, glicose e frutose sdo os agucares mais
apropriados para a producéo de acido.

A concentragcdo de acgucares afeta significativamente a
producdo de acido citrico, sendo que a taxa de produgdo maxima é
usualmente obtida entre 14-22% de agucar (PAPAGIANNI et al.,

1999). A faixa otima de concentragdo de agucar encontra-se entre
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10-14%, de acordo com Xu et al. (1989).

Ap6s o periodo de fermentagao, foi realizada a correlagao de
Pearson para avaliar em qual tempo houve maior relacéo entre as
variaveis estudadas, resultando no melhor rendimento. A correlagao
foi avaliada tanto para o meio contendo agua residuaria de café

como no meio controle como mostra a Tabela 3.



Tabela 3 Correlagcéo de Pearson envolvendo os dois meios utilizados e os tempos de fermentacéo

Peso Micelial | Agucar Total -| pH - Acido Pesq Micelial !Des.o Acgucar
-Acido Citrico | Acido Citrico| Citrico aical Micelial - | 7 oea - pH
Totais pH

46h r 0,813 -0,824 -0,797 -0,953 -0,972 0,988
p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
® 96h r 0,442 -0,665 -0,673 -0,810 -0,791 0,958
ﬂ<¢ p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
_% 144h r 0,935 -0,922 -0,934 -0,965 -0,965 0,974
= p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
196h r 0,976 -0,968 -0,952 -0,949 -0,927 0,983
* | p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
46h r 0,919 -0,992 -0,971 -0,899 -0,921 0,970
o p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
E 96h r 0,915 -0,983 -0,982 -0,870 -0,917 0,977
5 p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
g 144h r 0,950 -0,984 -0,964 -0,923 -0,937 0,969
§ p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
196h r 0,986 -0,987 -0,899 -0,971 -0,924 0,892
* p-valor <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
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Segundo Nair et al. (2005), o coeficiente de correlagao de
Pearson (r) é utilizado para verificar relagdes lineares entre variaveis.
Dessa forma, a correlagdo é determinada pelos intervalos dos
coeficientes (-1, 1), sendo que o coeficiente positivo infere que as
variaveis variam juntas no mesmo sentido, logo a medida que uma
aumenta a outra também concomitantemente, enquanto que o
coeficiente negativo indica que elas variam em sentido contrario, ou
seja, quanto maior uma variavel, menor a outra.

Partindo desse pressuposto e com base na Tabela 3 pode-se
inferir que os coeficientes de correlagao (r) entre o peso micelial e a
producao de acido citrico e entre o teor de aguca total e o pH foram
positivos, os quais variaram de 0,813 a 0,986 para 48h — meio ARC
e 196h — meio controle, respectivamente e 0,892 e 988 para 196h -
meio controle e 48h - meio ARC, respectivamente.

Os demais coeficientes de correlagdo expostos na tabela
foram negativos para ambos os meios analisados, os quais foram
superiores a - 0,60. De acordo com Dancey e Reidy (2006), a
magnitude dos coeficientes em moédulo de 0,10 até 0,30 é
classificado como fraco; de 0,40 até 0,60 como moderado e de 0,70
até 1,00 como forte. Portando, todos os coeficientes de correlacao
positivos e negativos do presente estudo podem ser considerados
com magnitude entre moderado e forte, levando em consideragao
que todos os coeficientes foram superiores a 0,60 e - 0,60,
respectivamente, além das correlagdes terem apresentado
significancia com p<0,05, ou seja, as variaveis estdo linearmente

fortemente correlacionadas umas as outras.
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Pelo exposto acima, a medida que aumentou o tempo de
fermentagdo, mais forte foi o coeficiente de correlagdo, entdo foi
selecionado o tempo de 196h para ambos os meios analisados,
tendo em vista que os resultados do presente estudo indicaram que
as variaveis correlacionadas estdo fortemente relacionadas umas as

outras, entdo espera-se que o rendimento nesse tempo seja melhor.

Portando, as proximas analises estatisticas foram realizadas
utilizando os dados referente ao tempo de 196h de fermentacéo.

Os resultados obtidos para o peso micelial, acido citrico, pH e
acucar total foram utilizados na obtengdo de um mapa auto-
organizavel de Kohonen, um tipo de Rede Neural Artificial. Mapas
com diferentes dimensbes foram gerados a fim de obter o arranjo
que possui os melhores indices de validagao de clusters (indice de
Davies-Bouldin e de Silhueta), juntamente com menores erros de
medi¢ao (quantizacao, topografico e combinado).

O indice de Davies-Bouldin representa o grau de similaridade
entre os clusters, independentemente do numero de clusters e o
método de particao utilizado. Quanto mais préximo de zero, melhor a
particdo dos dados. O indice de silhueta define a qualidade do
grupamento baseado na proximidade entre os objetos de um certo
grupo e a proximidade desses objetos com o grupo mais proximo.
Logo, quanto mais préximo de 1 o valor desse indice, mais efetivo
sera o agrupamento realizado (Davies & Bouldin, 1979; Moreira et
al., 2019; Pearce, Shaar, & Crosbie, 1977).

Partindo desse pressuposto, a rede escolhida foi a hexagonal
14x8, que teve o indice de Davies-Bouldin igual a 0.387 e de
Silhueta igual a 0.853. Além disso, 0 mapa escolhido teve o erro de

quantizacao de 0.017, erro topografico de 0.100 e erro combinado de
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0.040, que sao medidas de acuracia, continuidade e as duas
medidas combinadas, respectivamente (Serrien, Goossens &
Baeyens, 2017). De acordo com Silva et al., (2019) quanto mais
proximos de zero, melhores sédo os erros de medidas, apesar de nao
terem um valor padréo.

O mapa neural bidimensional de agrupamento (ou mapa
topolégico da rede) e os mapas de componentes das analises
descritas foram apresentados na Figura 4 para melhor visualizagao
da distribuicdo da amostra e formagao dos grupos de acordo com as
similaridades para as 20 amostras de fungos e os 2 meios de cultura,
totalizando 40 amostras. A variacdo dos resultados obtidos nas
determinagdes analiticas pode ser observada pelo gradiente de cor
(extremidade direita do mapa).

Considerando que cada hexagono representa um neurénio no
mapa e cada amostra é representada por um neurénio, foi possivel
analisar o mapa neural bidimensional de agrupamento (Figura 4) e
notar a divisdo das amostras em trés grupos.

Na parte superior esquerda do mapa, encontra-se um
agrupamento constituido pelos fungos do género Aspergillus e o
isolado CCDCA 10232 do género Penicillum cultivados em meio
controle, as quais encontram-se proximos por apresentarem maiores
semelhancas entre si em relacdo as andlises realizadas. No outro
agrupamento, localizado na parte superior direita do mapa,
encontram- se os demais fungos do género Penicillum e cultivados
em meio controle. Apesar de estarem mais distribuidas entre os
hexagonos, estas apresentam semelhancgas entre si, indicadas pelo

agrupamento realizado.
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Ja as amostras de fungos do género Aspergillus e Penicillum
e Talaromyces cultivados no meio de café encontram-se no mesmo
agrupamento localizado na parte inferior do mapa, entretanto,
observa-se uma subdivisdo das amostras em 2 grupos, um

localizado na parte superior € um na parte inferior do agrupamento.
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Figura 4 Mapa bidimensional de agrupamento

10285.W
10495.W HEW 10205.W 10232. W
194.W
10283. W
1035W  104.W
10284 W
10495.C
194.C
1035.C
10283.C
10284.C
104C 10285C "0 10205.C
11402.C 11345.C
1085 C
11382.C
10232.C 1002.C 1:3;33 1372.C
€ 11383c
11365.C

Legenda: W = Meio controle, C = meio com agua residuaria do café
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Esses dois grupos estdo relacionados as amostras dos
géneros Aspergillus, Penicillum e Talaromyces respectivamente, que
apresentaram diferenca nos resultados das analises realizadas,
conforme observado no teste média realizado.

Os mapas de componentes para cada analise realizada e a

matriz U estdo representados na Figura 5.

Figura 5 Mapas de componentes para cada analise realizada e a matriz U
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A partir do plano de componente do Peso micelial pode-se

inferir que as amostras que se encontram na parte superior esquerda
do mapa (fungos do género Aspergillus e o fungo CCDCA 10232 do
género Penicillum cultivados em meio controle) apresentaram

maiores valores de peso micelial.
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Valores intermediarios foram observados no agrupamento
superior direito (demais fungos do género Penicillum e do género
Talaromyces cultivados em meio controle) e menores valores de
peso micelial foram observados no agrupamento inferior (fungos do
género Aspergillus e Penicillum e Talaromyces cultivados no meio de
café), sendo que quanto mais inferior a posicdo no mapa de
componente, referente a subdivisdo de géneros de fungos, menor o
peso micelial.

O mapa de componentes relativos a analise de acido citrico
mostrou que o agrupamento superior esquerdo possui maiores
valores, enquanto o agrupamento superior direito e a subdivisdo
superior do agrupamento inferior possuem valores menores, mas
semelhantes. Ja a subdivisédo inferior do Ultimo agrupamento possui
0s menores valores para acido citrico.

O mapa de componentes para acucar total mostrou
comportamento inverso ao mapa de componentes do peso micelial,
onde o agrupamento superior esquerdo possui menores valores para
agucar total, o agrupamento superior direito, valores intermediarios e
0 agrupamento inferior, valores superiores para agucar total, sendo
que as amostras localizadas na subdivisdo inferior, os maiores
valores.

Ja o plano de componente referente aos resultados de pH
mostrou que o0s agrupamentos superiores possuem 0S menores
valores de pH, sendo que o superior esquerdo possui amostras com
pH proximo a 0,6. Ja o agrupamento inferior possui valores
superiores de pH, com a subdivisio inferior possuindo amostras com

0S maiores valores observados.
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Os resultados obtidos com o mapa auto-organizavel de
Kohonen (Figura 4 e 5), corroboram com os dados anteriormente
discutidos (teste de média), além de demonstrar a aplicabilidade
deste tipo de rede neural artificial para descrever e agrupar amostras
de acordo com suas similaridades, de forma mais intuitiva e visual
quando comparado com outros métodos estatisticos convencionais,

conforme citado por Novaes et al., (2017).

4 CONCLUSOES

A agua residuaria oriunda do processamento via umida
demonstrou ser um substrato adequado para o processo
fermentativo de producido de compostos de valor agregado como o
acido citrico, embora foi observado baixo rendimento de producgao.

As espécies Aspergillus niger (A. niger 00194) e Penicillium
citrinum (CCDCA 10232) apresentaram os melhores desempenhos
fermentativos para o meio contendo agua residuaria do café e para o
meio controle.

Os teores de acido citrico encontrados para A. niger 00194
foram de (5,250 gL-1 e 20,102 gL-) para o0 meio com agua residuaria
e controle, respectivamente. Para o isolado CCDCA 10232, os
valores de acido citrico encontrados foram de (2,347 gL-1 e 12,584
gL-1) para o meio com agua residuaria e controle, respectivamente.
O melhor tempo de fermentacao foi 196 horas para ambos os meios
e isolados.

A espécie Penicillium biliae (CCDCA 11402) produziu acido
citrico em concentragbdes proximas as encontradas para Penicillium
citrinum (CCDCA 10232).

Este estudo mostrou uma alternativa para a obtencéo de
acido citrico a partir de residuo oriundo do processamento umido do

café.
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ABSTRACT

Wet grain processing reduces drying costs and improves beverage quality and
generates large volumes of solid and liquid wastes rich in organic and
inorganic material that, if discarded in the untreated environment, can cause
flora and fauna destruction and compromise water quality and soil quality. The
main effect of organic pollution on a water-receiving body is a decrease in
dissolved oxygen concentration, as aerobic bacteria use dissolved oxygen in
the medium to effect their metabolic processes, making it possible to degrade
the released organic material in the medium. With the scientific recognition of
the ability of microorganisms of degrading compounds these organisms were
used to over time in biological treatment processes wastewater and solid waste.
Expiration ofr this capacity, biotechnological processes were developed,
among which pollutant degradation, mineral leaching, oil well purification and
recovery from contaminated sites - soil, surface water and underground. Such
microorganisms may be found in the impacted environment itself. Most often
responsible for the disappearance of contaminants. The initial BOD, COD and
total pectin values found in the wastewater were (10040; 9800; 2520 mgL-1;
respectively). Isolates of the genera Aspergillus and Penicillium were
evaluated and it was observed that after 196h of fermentation, the species
Aspergillus niger (A. niger 00194) presented the largest reduction of BOD and
DQO values which were (8655,00; 9156,30 mgL-1, respectively). Thus, a
preliminary step in the treatment of coffee effluents would be the use of this

isolate in the degradation of current organic matter.

Keywords: Coffee wastewater. Organic matter. Filamentous fungi. Aspergillus
niger.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de cafezais de forma adequada, por si s6, ndo garante
a obtenc&o de produto de boa qualidade e hoje se sabe que cuidados
na colheita e no processamento dos frutos devem ser,
necessariamente, incluidos no processo produtivo do café
(CHALFOUN, 1996).

Para se obter um produto de boa qualidade, que reuna as
caracteristicas de tipo e qualidade exigidas pelo mercado interno e,
principalmente, pelo externo, € indispensavel um adequado
processamento pos-colheita do fruto do cafeeiro (Lo MONACO, 2005).

O processamento dos graos por via Umida promove a redugao
do custo de secagem e a melhoria da qualidade de bebida e gera
grandes volumes de residuos solidos e liquidos, ricos em material
organico e inorganico que, se dispostos no meio ambiente sem
tratamento, podem causar a destruicdo da flora e da fauna, além de
comprometer a qualidade da agua e do solo (MATOS e Lo MONACO,
2003).

O principal efeito da poluicao organica em um corpo d’agua
receptor € a diminuicdo da concentragdo de oxigénio dissolvido, uma
vez que bactérias aerdbias utilizam o oxigénio dissolvido no meio para
efetuar seus processos metabdlicos, tornando possivel a degradacao
do material organico langado no meio (DELGADO e BAROIS, 1999).

Assim, um dos grandes problemas na atividade cafeeira a ser
enfrentado é a busca de alternativas que combinem redugéo de custos
financeiros com eficiéncia no tratamento dos residuos gerados,
minimizando os impactos negativos causados ao meio ambiente pelo

processamento dos frutos
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do cafeeiro, ao solo e as aguas superficiais e subterraneas (MATOS et.
al, 2001a).

Os fungos filamentosos possuem uma alta flexibilidade
metabdlica, sendo capazes de degradar polimeros complexos e
sobreviver em ambientes considerados extremos, com valores de pH
baixos, pobres em nutrientes e com baixa umidade relativa (Pereira;
Lemos, 2003). Além disso, apresentam uma grande capacidade de
adaptacédo a diversos tipos de substratos.

Nesses casos, a inoculagdo de culturas com as habilidades
desejadas de catabdlitos produzidos através da bioaumentacao torna-
se uma opgao essencial. Este processo de adaptacdo é chamado de
aclimatacdo e permite que microorganismos sejam capazes de
produzir metabdlitos como as enzimas utilizando os substratos
xenobidticos como fonte de carbono e produzindo biomassa (Mancera-
Lopez et a., 2008; Wang et al., 2009).

O crescimento fungico por meio do alongamento e ramificagao
das hifas permite a colonizagdo de grandes areas, aumentando a
superficie de contato do fungo com o contaminante (Tavares, 2006).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilizagao de
fungos filamentosos na degradagdao da matéria organica presente na

agua residuaria do processamento umido do café.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Agua residuaria do processamento umido do café

A agua residuaria do processamento umido do café (Coffea
arabica L.) utilizada no experimento foi obtida em uma propriedade
rural localizada no municipio Campestre, Minas Gerais. A matéria-

prima foi coletada durante a



desmucilagem dos graos, armazenada em garrafas PET higienizadas
e secas. Apos a coleta, o material foi congelado e transportado dentro
de bolsas térmicas ao Laboratério de Analises Avancadas do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e armazenado em freezer até

o momento das analises.

2.2 Caracterizagao da agua residuaria do café

As anadlises fisico-quimicas, quimicas e biolégicas foram
realizadas nos Laboratérios de Bioquimica e Analise de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos-UFLA; Qualidade de Agua do
Departamento de Engenharia - UFLA em conformidade com as
recomendacgbdes do Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1995) e de Analise Foliar do Departamento de
Quimica — UFLA. As analises realizadas com seus respectivos

métodos encontram-se listadas abaixo.

2.2.1Demanda bioquimica de oxigénios(DBO 20°C)

Obtida pela determinagdo do oxigénio dissolvido pelo método
iodométrico (Processo Winkler) (APHA, 1995).
2.2.2Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Determinada pelo método de oxidagcdo quimica em refluxo
aberto (APHA, 1995).

2.2.3Solidos totais (ST), solidos volateis totais (SV) e soélidos
dissolvidos (SD)

Os ST foi medido gravimetricamente apds secagem em estufa a
105°C e o conteudo volatil apds incineracdo em mufla a 550°C. Os

SFT foram obtidos por diferenca entre os ST e SVT (APHA, 1995).

2.2.4S06lidos suspensos (SS)

Determinados pelo método gravimétrico, com utilizacdo de
membranas de fibra de vidro com 0,45 pym de didmetro de poro (APHA,
1995).
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2.2.5Compostos fenolicos (FenolT)

Os fendis totais foram determinados pelo método colorimétrico,
com o uso do reagente Folin-Denis, sendo que o acido tanico foi

utilizado para construgao da curva padrao (FOLIN & DENIS, 1912).

2.2.6Nitrogénio

Determinado pelo processo Kjeldahl com a adicdo do acido

salicilico (AOAC, 1995).

2.2.7Macronutrientes (P, K, Ca, Mg, S) e Micronutrientes (Cu, Fe,
Zn e Mn)

A determinacdo dos nutrientes foi realizada segundo

metodologia proposta por Malavolta et al., (1997).

2.2.8 Acidez total

Determinacdo pelo método volumétrico, seguindo-se a
metodologia descrita por Dilallo & Albertson (1961) modificada por

RIPLEY et al. (1986).

2.2.90xigénio Dissolvido

Foi determinado segundo Standard Methods, methods 4500-O
(Apha, 1998). Este método consiste em fixar o oxigénio dissolvido da
amostra por meio da adigdo das solugdes de sulfato manganoso
(MnSO4) e a solugao alcali- iodeto-azida, que contém hidréxido de
sédio (NaOH), iodeto de sodio (Nal) e azida sodica (NaN3) (APHA,
1995).

2.210pH

O pH foi determinado através de leitura direta em potenciémetro
de marca Tecnal, modelo TEC-7 (TECNAL/BRASIL), calibrado a cada
utilizagcdo com solugdes tampao de pH 7,0 e pH 4,0 conforme AOAC
(1995).
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2.2.11 Condutividade elétrica (CE)

Quantificada em condutivimetro portatil (APHA, 1995).

2.212Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com o
emprego de calor, o qual se baseia na perda de peso do material
quando submetido a aquecimento de 105°C, até atingir peso
constante. Os resultados foram expressos em g/100 g (Instituto Adolfo
Lutz, 1985).

2.2.13 Proteina

A proteina bruta foi determinada pelo método de Kjeldahl,
conforme procedimento da AOAC (1995). Apds a digestdo da amostra
com a mistura digestora (sulfato de cobre e sulfato de potassio) e acido
sulfurico, foi realizada destilagdo e posterior titulagdo com solugdo de

acido cloridrico. Os resultados foram expressos em g/100 g.

2.2.14 Extrato etéreo

Para a obtengdo do extrato etéreo, foi utilizado o método de
Soxhlet (gravimétrico), baseado na perda de peso do material
submetido a extracao com éter etilico, ou na quantidade de material

solubilizado pelo solvente (AOAC, 1995).

2.2.15Cinzas

O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado submetendo-se
as amostras a 550°C. Os resultados foram expressos em g/100g

(AOAC, 1995).

2.2.16 Pectina total e soltvel

O doseamento de pectina total e solpuvelcfoi realizado pelo
meétodo colorimétrico, por meio da condensacgao colorida por reacao da
pectina hidrolisada (acido galacturénico) com o carbazol (Bitter & Muir,
1962).
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2.2.17 Acucares Totais

Foram determinados espectrofotometricamente, a 620 nm de

acordo com o método de antrona proposto por Dische (1962).

2.3Microorganismos

Foram testados 20 isolados obtidos da Colecdo de Cultura do
Laboratério de Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia
dos Alimentos - UFLA e da Micoteca da EPAMIG-UFLA (Tabela 1) a
fim de selecionar os fungos que mais degradaram pectina em meio

Mac. llvaine.

24 Selegdo dos isolados quanto a capacidade de produzir
pectinases

Para a selecao dos isolados, foram realizados testes qualitativos.
A escolha qualitativa foi realizada através de uma analise comparativa
entre os isolados onde se fez uma comparacao da relacdo entre o
tamanho do halo de degradacéo de pectina e o halo de crescimento da
colbnia.

O meio utilizado foi composto de (KH2PO4: 2g; K2HPO4: 7g;
(NH4)SO4: 1g; MgS04.7H20: 1g; Pectina citrica: 3g; Extrato de
levedura: 0,6g; Agar: 18g e agua destilada: 1L, pH = 7,2) (Pereira,
2009). As placas contendo os esporos dos isolados foram incubadas
durante 5 dias a 28 ° C. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

Em seguida, a partir de cada repetigéo, foi transferido um plug
(disco de 6 mm de didmetro) para placas de Petri com cerca de 25 mL
de meio Mac. llvaine (Acido citrico: 7,74g; Pectina citrica: 2,5g;
Na2HPO4: 17,93g, Agar: 18g e Agua destilada: 1L, pH = 6,0) o qual
permitiu a difusdo das pectinases para o meio circundante. Essas
placas foram incubadas durante 2 dias a 40°C.

Decorrido o periodo de incubagao, verteram-se 2 mL de

solucao lugol sobre a superficie do meio de cultura, os quais foram
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descartados apds 10 minutos de repouso. Foram medidos com o
auxilio de uma régua, o tamanho das colénias e dos halos de
degradacao de pectina. Os isolados em estudo nao foram produtores

de micotoxinas.

25 Composig¢ao do meio fermentativo

2.5.1Meio fermentativo com agua residuaria do café

O meio utilizado no experimento para a fermentagdo submersa
foi constituido de: (KH2POs: 2g; KoHPO4: 7g; (NH4)2SO4: 1g;
MgS04.7H20O: 1g; Extrato de levedura: 0,6g e pH = 7,2) (Pereira,
2009). O meio foi distribuido em erlenmeyers de 250 mL na proporgao

de 100 mL por frasco.

2.5.2Meio controle

Utilizou-se um meio controle com os mesmos nutrientes do meio
anterior (KH2PO4: 2g; KoHPO4: 7g; (NH4)SO4: 1g; MgS0O4.7H.0: 1g;
Extrato de levedura: 0,6g e pH = 7,2) (Pereira, 2009). O meio foi
distribuido em erlenmeyers de 250 mL na propor¢cao de 100 mL por

frasco.

2.6Descricao do experimento

Apbs a esterilizagdo dos dois meios, 0 meio com agua residuaria
do café foi inoculado com 1,0 mL da suspensao com 106 esporos/mL e
ao meio controle, adicionou-se a enzima pectinase (Pectinase de
Aspergillus niger, marca Sigma) na proporc¢ao de 1 %. Ambos os meios
foram incubados durante 196 horas a 30°C e 100 rpm em “shaker”.

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata.

2.7Determinacao da matéria organica apo6s fermentagao

Ap6s o periodo de 196 horas, os fermentados de cada
erlenmeyer foram filtrados em organza e os liquidos resultantes foram
analisados quanto aos teores de pectina total, DBO (Demanda

Bioquimica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) nos
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Laboratérios de Bioquimica e Analise de Alimentos do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos e de Qualidade de Agua do Departamento
de Engenharia da UFLA a fim de averiguar a capacidade de
degradacdo da matéria organica e da pectina presentes na agua

residuaria do café.

2.7.1Demanda bioquimica de oxigénios(DBO 20°C)

Obtida pela determinagdo do oxigénio dissolvido pelo método

iodométrico (Processo Winkler).

2.7.2Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Determinada pelo método de oxidagao quimica em refluxo aberto.

2.7.3Pectina total

O doseamento de pectina total foi realizado pelo método
colorimétrico, por meio da condensagao colorida por reacao da pectina

hidrolisada (acido galacturdnico) com o carbazol (Bitter & Muir, 1962).

2.8 Anadlise estatistica

Os resultados da fermentacéo para meio com agua residuaria do
café e para o controle foram submetidos ao teste de média Scott Knott

com 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao da agua residuaria do café

A composicao quimica e fisico-quimica da agua residuaria do

café utilizada no experimento € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizagdo da agua residuaria do processamento viaumidadocafé

Analises Valores
Umidade (%) 96,24 + 0,11
Proteina (%) 0,43 +£0,04

Cinza (%) 0,32 £ 0,03

Extrato etéreo (%) 0,11 £ 0,01
Pectina Total (mgL?) 2520,00 £ 0,11
Pectina soldvel (mglL?) 2215,00 £ 0,12
Acticares totais (gL} 6,63 +0,12
pH 4,21 +0,03
Acidez total (mgL™) 1520,00 + 0,04
Turbidez (UT) 842,00 + 0,04
CE (dSm™%) 7,82 +0,01
DO+ (mgl?) 10.040,00 + 0,01
DBOs™¢(mglL?) 9800,00+0,2
solidos Totais (mgl™) 9121,00+£0,01
Sdlidos Volateis (mg L?) 6012,00 £ 0,05
Sélidos suspensos (mg L) 1298,00+ 0,12

Solidos dissolvidos (mg L-1) 5315,00 + 0,15
Compostos fendlicos (mg L?) 995,00 + 0,03

Oxigénio Dissolvido (mglL?) 4,60 + 0,05
N (mg L) 90,12 + 0,04
P (mg L) 74,20 + 0,05

K (mg LY 1074,00 + 0,02



Mg (mg LY 62,85 +0,02
Ca(mglL™) 212,00 +0,03
S (mgL?) 182,50+ 0,1
Mn (mg LY) 0,73+0,11
Cu (mg L?) 0,79 +0,13
Zn (mg L) 0,32 + 0,05
Fe (mgL?) 2,56 £ 0,02

A matéria organica esta contida na fracdo de solidos volateis,
mas normalmente é medida de forma indireta pela demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO)
(Selvamurugan et al., 2010b).

Os indices DBO e DQO indicam o grau de poluicdo organica
biodegradavel e total na agua, de grande importancia, uma vez que a
presenca de matéria organica promove o alto consumo de oxigénio, o
que pode resultar na liberagcdo de odor e inviabilizar a existéncia de
peixes e outros seres aquaticos no corpo d’agua (Selvamurugan et al.,
2010a).

Segundo Matos et al., (2005), as aguas residuarias do café sao
ricas em material organico e inorganico em solugdo e organicos em
suspenséao, de grande poder poluente. Os teores de DBO, DQO e de
sélidos encontrados na agua residuaria do café foram elevados,
indicando a presenca de grande quantidade de matéria orgéanica e
estdo bem acima dos valores permitidos para langamento em corpos
d’agua classe 2 pela legislaggo CONAMA 357/2005, que é de 180
mgL™" para DQO e 60 mgL™" para DBO.

Tendo em vista que a agua residuaria foi obtida no processo da
desmucilagem dos graos, os teores encontrados de acgucares totais,

pectina total e soluvel, foram significativamente elevados.
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3.2Selecgao dos isolados quanto a degradagao de pectina.

Apods o periodo de 196 horas de incubacao, foi observada a
formagdo de um halo de degradacdo ao redor da colénia de cada

isolado evidenciando a capacidade de degradar pectina como mostra a

Figura 1.

Figura 1 Formacéao do halo de degradacgao de pectina para os isolados estudados

CCDCA 10284 CCDCA 11345 CCDCA 1092

CCDCA 10362 A. niger 00104 CCDCA 10495



CCDCA 10372

CCDCA 11363  CCDCA 11327 A niger 00118

CCDCA 11402 CCDCA 1065 CCDCA 10345

CCDCA 10365 CCDCA 10285 CCDCA 1035
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CCDCA 10205 A. niger 00194

Apds a medigdo com régua dos didmetros das colbnias e dos
halos de degradacéo, foi possivel determinar o indice de degradacgao
de pectina (indice enzimatico) para cada isolado que foi calculado
através da relagéo entre o didmetro do halo formado e o didmetro da

colénia como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 Valores dos didmetros dos halos de degradacéo de pectina (H.D.)
das colonias dos isolados (H.C.) e dos indices enzimaticos (I.E.).

Isolados Espécies H. D (em) H.C {cm) l. E. [cm)
A. niger 00194 mﬂ;g'y;f”s 2,910£0,001 0,800+0,000 3,638+ 0,013
; Aspergillus
A. niger 00118 ngir 2,81040,001 0,800 40,012 3,513 + 0,006
: Aspergillus
A. niger 00104 ’; Igir 27104 0,001 0,800+ 0,006 3,375+ 0,015
ccDcA 10288 Pergills 2,800+0,006 0,800+0,006 3,500+ 0,029
foétidus
As ill
CCDCA 10285 i 2,100 0,058 0,800+ 0,006 2,593 + 0,065
foétidus
cchcA10205  ASperdilus 2,71040,001 0,800 0,006 3,388 + 0,035
foetidus
ccDcA10283  serdills 2.40040,012 1,000+0,058 2,400+ 0,132
foétidus
ccDCA 10405 Perdillus 3,200+ 0,006 0,300+0,000 4,000+ 0,007
foétidus
CCDCA 1035 Mﬂiﬂm 2,810 0,001 0,800 40,000 3,513+ 0,013
CCDCA 11402 PE’;S;:L””" 3,20040,058 0,81040,010 3,951+ 0,115
CCDCA 11327 pe:g;f:;m 2,700+ 0,006 0,900 +0,012 3,000+ 0,041
CCDCA11375 mmzﬂms 2,710+0,001 2,400 +0,000 2,306 + 0,003
ccDcA 1065 Fenicilium 2,710+ 0,006 0,900 +0,006 3,011+ 0,025
simplicissimum
ccDcA 11365 Fenicillium 2,700£0,012 0,800+0,006 3,375+ 0,034
daleae
CCDCA 11362 Penicillum 2,000+ 0,058 0,800+0,012 2,500 0,095
lilacinoechinulatum
CCDCA 1092 Beniciim 2,100+ 0,058 0,800+0,006 2,625+ 0,083
spinulasum
ccpcA 10232 enicillium 4000£0,058 0,900+0,006 4,444 0,082
citrinum
Tal
CCDCA 11363 | OrOMyCes 2,200+ 0,006 0,900+0,006 2,418+ 0,058
angelicus
CcDcA11372  Feneilium 2,600+ 0,006 0,800+0,000 3,250+ 0,007
onhobense
Penicillium
CCDCA 11345 0,800+0,006 0,900+0,000 3,111+ 0,006

5p.




A partir dos resultados encontrados, foi possivel observar que
os isolados do género Aspergillus (secao Nigri) (CCDCA 10495 e A.
niger 00194) e os do género Penicillium (CCDCA 10232 e CCDCA
11402) tiveram os maiores halos de degradagcao de pectina. Sendo
assim, esses isolados foram selecionados para a etapa de

fermentagao.

3.3 Processo fermentativo

Apds 196 horas de fermentagao, foram determinados os valores

de pectina total e de DBO e DQO como mostrados no Grafico 1.

Grafico 1 Teores de Pectina total, DBO e DQO (mgL™)
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*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem significativamente entre si, de
acordo com o teste Scott-Knott (p>0,05).

Através dos valores encontrados foi possivel observar que
houve reducdo dos teores de pectinase total, DBO e DQO para todos

os isolados.
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Segundo Oliveira (2005), fungos filamentosos séo citados como
agentes transformadores eficazes, face a habilidade em degradar uma
ampla diversidade de substancias organicas, comumente encontradas
nos efluentes gerados pelas refinarias e industrias.

O Isolado A. niger 00194 (Aspergillus niger), obteve a maior
redugédo dos niveis de DBO (8655,00 mgL™") e DQO (9156,30 mgL™")
presentes na agua redisuaria do café, representando um potencial de
degradacéo de 11,68 % (DBO) e 8,80 % (DQO), indicando que houve
diminuicdo da quantidade de oxigénio consumido na degradacgido da
matéria organica por processos bioldgicos e também da quantidade de
oxigénio necessaria para oxidar a matéria organica biodegradavel.

Os teores de DBO e DQO determinados para o isolado CCDCA
10495, Aspergillus foetidus, foram proximos aos encontrados pelo
fungo Aspergillus niger que foram de 8682,20 mgL™' e 9170,10 mgL"",
respectivamente. O potencial de degradagao foi de 11,41 % (DBO) e
8,66 % (DQO). Os valores encontrados para esses espécies nao
diferiram estatisticamente a 5% de significancia.

Os isolados CCDCA 11402 (Penicillium biliae) e CCDCA 10232
(Penicillium citrinum) apresentaram valores de DBO e DQO de (9280,1
mgL"; 9368,1 mgL") e (9277,30 mgL"; 9342,2 mgL"),
respectivamente. As duas espécies apresentaram valores aproximados
de reducdo da matéria organica presente e ndo apresentaram
diferenca significativa a 5 % de probabilidade. As porcentagens de
degradacédo da DBO e DQO utilizando Penicillium biliae (CCDCA
11402) foram de 5,31 % e 6,69 %, respectivamente. Para a espécie
Penicillium citrinum (CCDCA 10232), os indices de reducao da DBO e
DQO foram de 5,33 % e 6,95 %, respectivamente.
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A agua residuaria do café pode apresentar também teores de
lignina, celulose e hemicelulose na sua composicdo. A utilizacdo do
fungo Aspergillus niger na degradacdo dessas substancias pode
ocorrer devido a uma ampla faixa de enzimas lignoceluloliticas, como
por exemplo a celulase e a xilanase (Slivinski, 2007).

A reducdo da matéria organica e da pectina total observada
para os isolados dos género Aspergillus e Penicillium também esta
associada a acado de enzimas pectinoliticas que sdo secretadas por
fungos filamentosos desses géneros (Kashyap et al., 2001, Jayani et
al., 2005).

Entre as enzimas pectinoliticas, a espécie Aspergillus niger é
produtora das enzimas: poligalacturonase, endo-poligalacturonase,
exo- poligalacturonase, pectina liases e pectinesterases. As pectinases
produzidas por Aspergillus niger sdo de grande importancia, pois sao
classificadas como GRAS (Generally Recognized As Safe), permitindo
assim sua aceitabilidade na industria de processamento de alimentos.
Além disso, a pectina liase produzida por Aspergillus niger € a Unica
enzima capaz de hidrolisar, sem acido prévia de outras enzimas,
pectinas altamente esterificadas, como a pectina de frutas (Moyo et al.,
2003).

O género Penicillium tem a capacidade de secretar as enzimas:
pectina liases e pectinesterases.

A pectina comercial utilizada como controle no presente
trabalho a fim de comparagédo € de origem fungica (Aspergillus) que
exibe caracteristicas de alta atividade de endo-poligalacturonase e de
pectina liase. Sendo assim, a maior degradagéo de pectina total foi
verificada com o uso da enzima comercial.

Os teores encontrados para pectina total (2100,10 mgL""), DBO
(9465,30 mgL") e DQO (9792,00 mgL') com o uso da enzima
comercialdiferiram estatisticamente dos demais a 5 % de significancia.
A porcentagem de degradagédo da pectina total para a enzima foi de
16, 67 %.
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Os teores de pectina total determinados pelos pelas espécies
Aspergillus niger e Aspergillus foetidus foram de 2303,17 mgL"' e
2318,25 mgL", respectivamente e ndo diferiram significativamente
entre si. A porcentagem de degradacdo da pectina total para as
espécies Aspergillus niger e Aspergillus foetidus foram de 8,60 % e
8,02 %, respectivamente

Para as espécies Penicillum citrinum e Penicillium biliae, os
valores de pectina total foram de 2397,54 mgL' e 2402,02 mgL™,
respectivamente e n&o diferiram significativamente entre si. A
porcentagem de degradagdo da pectina total para as espécies
Penicillium citrinum e Penicillium biliae foram de 4,90 % e 4,68 %,
respectivamente. Apesar de existirem varios fungos produtores de
pectinases, Jia et al. (2000), afirmam que as enzimas pectinoliticas
usadas na industria de alimentos sdo comercialmente produzidas em
sua maioria por Aspergillus niger.

A acao da enzima protease presente em Aspergillus niger (Li et
al., 2008) na degradacgéao de proteinas presentes na agua residuaria do
café também pode ter influencia positive nas quedas dos niveis de
DBO e DQO. Os fungos produzem enzimas extracelulares que
quebram moléculas complexas, como as encontradas em gorduras
animais, e as tornam de mais facil absorcdo ao seu metabolismo
(PINHEIRO et al., 2007).

De acordo com Griffin (1994), os fungos sdo importantes,
também, como primeiro agente de decaimento nos ciclos do carbono e
de alguns nutrientes como fésforo e nitrogénio.

Contudo, Rodrigues (2006) afirma que pouco ainda se sabe a
respeito das atividades metabdlicas desses microorganismos quando
empregados em processos de tratamento bioldgico de aguas
residuarias, o que torna necessario o aprofundamento do estudo dessa

nova tecnologia.
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A aplicagdo de enzimas para remover contaminantes
ambientais e industriais tem sido estudada nos ultimos 20 anos. As
reacdes realizadas utilizando técnicas baseadas em enzimas sao
caracterizadas por uma alta eficiéncia e seletividade e sao
significativamente mais benignas para o meio ambiente quando
comparadas com os métodos puramente quimicos de remediacio
ambiental (SZATKOWSKI et al., 2011).

Sendo assim, uma etapa preliminar no tratamento do efluente
seria a adi¢cdo do liquido resultante da fermentagdo que contém as
enzimas (extrato enzimatico) & um volume maior de agua residuaria a

fim de degradar substancias pécticas e a matéria organica presentes.

4CONCLUSOES

Os isolados A. niger 00194 (Aspergillus niger) e CCDCA 10495
(Aspergillus foetidus) foram os que microorganismos que degradaram,
com mais eficiéncia, a matéria organica presente na agua residuaria do
café apos 196 horas de fermentagao.

O Isolado A. niger 00194 obteve a maior redugéo dos niveis de
DBO (8655,00 mgL') e DQO (9156,30 mgL™") presentes na agua
redisuaria do café, representando um potencial de degradagédo de
11,68 % (DBO) e 8,80 % (DQO).

Sendo assim, o presente trabalho mostrou uma alternativa para
a redugao dos niveis de DBO, DQO e pectina total presentes na agua
residuaria do café utilizando microorganismos capazes de degradar

matéria organica.
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