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Resumo

A utilizacdo de micro-organismos isolados de ambientes diversos, principalmente de regides
pouco exploradas biotecnologicamente como a Caatinga Nordestina, tem gerado novos
estudos no sentido de isolar e identificar novas espécies microbianas com elevado potencial
biotecnoldgico, através da selecdo de novas amostras e ensaios envolvendo testes de
meios de producdo de metabdlitos secundarios microbianos com elevado potencial
biotecnoldgico. O &cido citrico (AC) é um acido organico comum de quase todos 0s seres
Vivos, presente naturalmente em frutas citricas e apresenta vasta aplicabilidade comercial.
Sua produgdo via micro-organismos € realizada por espécies capazes de converter
carboidratos em acido citrico, cuja producdo € fortemente influenciada pela natureza dos
substratos presentes nos meios de fermentacdo. Foram realizados inicialmente estudos de
selecdo de trés amostras de Aspergillus sp isoladas da Caatinga do Estado de Pernambuco,
denominadas de SIS 09, 10 e 16 para producdo de AC em meio sélido e producao de AC
através de fermentacdo submersa com a melhor amostra selecionada. Foram testados trés
meios com diferentes composicdes. Os experimentos foram realizados em shaker orbital a
28°C,150 rpm, durante 144 horas. Foram coletadas amostras a cada 24 horas para
determinacfes da presenca de AC, pH e acUcares redutores totais. Os resultados obtidos
evidenciaram que nos ensaios de selecdo de producao de AC em meio sélido, a amostra
SIS 09 apresentou a formacao do maior halo caracteristico, 3,0 cm, respectivamente. Ja na
producdo através de fermentacdo submersa, o0 meio denominado M;, que apresentou uma
producdo de AC de 3,05 g/L, pH final de 5,0. ApGs a sele¢cdo do melhor meio de producéo
juntamente com a melhor amostra, foram realizados novos ensaios envolvendo a
elaboragdo de meios alternativos utilizando residuos agroindustriais da industria de polpas
de frutas (abacaxi e acerola), através de um planejamento fatorial completo 22.0s resultados
obtidos revelaram que o meio alternativo contendo abacaxi na concentracdo de 50g/L
obteve a condicdo para a producdo do AC, tendo obtido 31,51 g/L durante de 120h de
fermentacdo. A sele¢do de novos microrganismos produtores de moléculas potencialmente
ativas e a formulagdo de meios alternativos contendo residuos agroindustriais geram a
realizacdo de novos estudos biotecnoldgicos para melhorem as condi¢Bes de produgédo dos

bioprodutos desejados.

Palavras-Chave: Producao acido citrico, Aspergillus, fermentacdo submersa, residuos
agroindustriais.

Vi



Abstract

The utilization of microorganisms isolated from diverse environments, mainly unexplored
regions as biotechnologically Northeast Caatinga, has generated new studies to isolate and
identify new microbial species with high biotechnological potential, through the selection of
new samples and tests involving tests means of production of microbial secondary
metabolites with high biotechnological potential. Citric acid (CA) is a common organic acid in
almost all living beings, naturally present in citrus fruits and has extensive commercial
applicability. Production via micro-organisms is performed by species able to convert
carbohydrates into citric acid, whose production is strongly influenced by the nature of the
substrates in fermentation media. Studies of selection of three samples isolated from
Aspergillus sp Caatinga of Pernambuco, named SIS 09, 10 and 16 for production of AC on
solid medium and production of AC through submerged with the best selected sample
fermentation were initially performed. Three media with different compositions were tested.
The experiments were performed on an orbital shaker at 28 ° C, 150 rpm for 144 hours.
Samples were collected every 24 hours for determination of the presence of AC, pH and total
reducing sugars. The results showed that for tests of selection of AC production on solid
medium, the SIS 09 sample showed the formation of higher characteristic halo, 3.0 cm,
respectively. Already in production by submerged fermentation, the medium termed M1,
which showed the yield of AC with 3.05 g / L, final pH 5.0. After selecting the best means of
production along with the best sample were conducted further tests involving the
development of alternative means using agro-industrial waste of mashed fruit (pineapple and
acerola) industry through a full 2° factorial design. The results showed that alternative
pineapple medium containing a concentration of 50g/L was obtained the condition for
producing the AC, obtaining 31. 51 g/L during the fermentation 120 h. The selection of new
potentially active molecules producing microorganisms and the formulation of alternative
media containing agro-industrial wastes generate the realization of new biotechnological

studies to improve the conditions of production of desired bioproducts.

Keywords: production citric acid, Aspergillus, submerged fermentation, agroindustrial

wastes.
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1. Introducéo

O 4cido citrico (AC) € um dos acidos carboxilicos mais importantes para a
Biotecnologia atualmente, ao lado de outros acidos organicos, como o acético e o latico. Ele
€ 0 responsavel pelo sabor acido das frutas citricas. O acido citrico atualmente é fabricado
pela fermentacdo aerdbica do aclUcar, mas também por fontes renovaveis e é bastante
utilizado na indastria alimenticia e de bebidas como um antioxidante, acidulante, cujo efeito
antibacteriano estd associado ndo somente a sua acdo acidulante, mas também a sua
atividade quelante de ions Ca*?, conforme demonstrado por Graham e Lund (1986) em

estudos com a bactéria proteolitica Clostridium botulinum.

O AC é um metabdlito comum de quase todos os seres vivos, presente naturalmente
em frutas citricas e apresenta vasta aplicabilidade comercial, desde preparagéo de citratos
medicinais, sais efervescentes até como produto biodegradavel (ANGUMEENAL;
VENKAPPAYYA, 2012). Sua biossintese é confirmada pela agdo microbiana do Aspergillus
niger e da Candida sp., espécies capazes de converter carboidratos em acido citrico, cuja
producao é fortemente influenciada pela natureza dos substratos (ANDRADE et al., 2009);
como também, as condigcbes do processo. O Aspergillus niger se destaca por suas
caracteristicas morfolodgicas quanto a formacdo deste acido; porém existem outros fungos
produtores como: Penicillium citrinum e Mucor piriformis (PASTORE et al., 2011), e as

leveduras Yarrowia lipolytica e Kluveromyces marxianus (SILVA et al, 2012).

Como principal produto intermediario dos carboidratos, este &cido é produzido
puramente por acdo enzimdtica, que depender4d da atuagdo das mesmas que Sao
controladas por alguns co-fatores, por exemplo, ions metalicos que controlam a

concentracdo de elementos trago.

Diversos substratos tém sido utilizados como fontes de carbono e nitrogénio para a
producdo de acido citrico, tais como melaco de cana-de-agUcar, melaco de beterraba,
residuos de frutas, como pinha e graviola (MARCELLINI et al, 2003) ou mangaba e acerola
(SILVA et al, 2012), manipueira (LEONEL e CEREDA, 1995), soro de queijo e de leite, soro
de soja, etc. Em sua pesquisa, Jamal et al (2005) aproveitaram lodo de estacdo de
tratamento de esgoto, devido a presenca de quantidade de nutrientes e elementos traco
suficientes para o crescimento de micro-organismos. Hoje em dia, na producdo de acido
citrico sao utilizados residuos do processamento de frutas citricas como substrato, tornando
0 processo mais rentdvel (ANGUMEENAL e VENKAPPAYYA, 2012), levando em conta que
tais residuos seriam descartados por terem perdido a utilidade (SILVA et al, 2012). Residuos
de frutas citricas, importantes economicamente, sao igualmente Uteis como fontes nutritivas

para o meio fermentativo, tais como a laranja, a acerola e o abacaxi, as quais sao ricas em
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sélidos soluveis, como agucares e vitaminas (B, B2, Bz e C), possuem alto aproveitamento
da polpa, e sdo comercializadas sob diversas formas, tais como sucos, sorvetes, geleias,
pedacos cristalizados, no caso do abacaxi e do caju, etc.

Dentre outros fatores que tornam o processo fermentativo mais eficiente pode-se
citar o pH, a temperatura, a composicdo nutricional do meio e o desempenho fangico.
Assim, este trabalho tem como intuito produzir &cido citrico a partir de fontes naturais
eficientes, introduzindo-se ao meio fermentativo residuos de polpa de frutas citricas (acerola
e abacaxi) o qual foi suplementado de diversas fontes de nitrogénio e carbono, baseando-se
no potencial biotecnolégico do Aspergillus sp, cujos estudos revelam a necessidade em

viabilizar comercialmente o processo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Produzir &cido citrico por Aspergillus sp por meio de fermentacdo submersa, utilizando como

substratos residuos do processamento de polpas de frutas (acerola, laranja e abacaxi).

2.2 Objetivos Especificos
e Selecionar amostras de Aspergillus sp produtores de &cido citrico através de um
screening em meio so6lido;

e Realizar fermentagcdo submersa em meios de producao de &cido citrico, utilizando as

amostras de Aspergillus sp previamente selecionadas;

e Utilizar residuos agroindustriais de polpas de frutas (acerola e abacaxi) para

formulacdo de meios alternativos para producéo do acido citrico;

e Realizar um planejamento fatorial completo para sele¢cdo do melhor meio alternativo

de producéo do &cido citrico.
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3 Revisao da Literatura

3.1 A Biotecnologia e os Bioativos

A Biotecnologia pode ser conceituada como um conjunto de técnicas que utiliza os
seres Vivos, ou parte deles, no desenvolvimento de processos que exercam uma funcdo
econbmica e social (FALEIRO, et al, 2011; ANGUMEENAL e VENKAPPAYYA, 2013). Pode-
se afirmar também que a Biotecnologia compreenda as técnicas de manipulacdo de micro-
organismos, plantas e animais, com 0 objetivo de se obter processos e produtos de
interesse para a sociedade (GARCIA, 2013). Dentre as diversas técnicas utilizadas, tém-se
como exemplo as fermentagfes industriais para producgéo de vinhos, cervejas, pées, queijos
e vinagres; bem como a producdo de farmacos e biofungicidas, o uso de microrganismos
visando a biodegradacédo de residuos solidos e liquidos e o desenvolvimento de plantas e
animais melhorados geneticamente (FALEIRO, et al, 2011). E o caso da agricultura
organica, que € um tipo de agricultura que valoriza os produtos agricolas, reduz o uso e a
dependéncia de insumos externos a propriedade rural, aumentando a sustentabilidade
ambiental e econdmica das familias rurais (GARCIA, 2013).

O numero de substancias excretadas pelos micro-organismos é considerado
infinito, e inUmeras substancias com elevado potencial biotecnoldgico tém surgido a medida
gue novos estudos tém sido realizados (ANGUMEENAL e VENKAPPAYYA, 2013). Por
causa disso, atualmente a Biotecnologia € uma das ferramentas mais importantes da ciéncia
e que encontra um emprego Util para essas substancias, proporcionando dessa forma varios
beneficios a diferentes setores da sociedade, por ser uma ciéncia de natureza

multidisciplinar, envolvendo profissionais de diversas areas (FALEIRO, et al, 2011).

Dentre os diversos beneficios a sociedade e ao mundo cientifico, podemos citar as
pesquisas realizadas pelo Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI), do
Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos, que desenvolve sistemas de informagdes
sobre Biologia Molecular por meio de programas aplicativos, disponiveis através de seu
website. O GenBank® é um desses aplicativos e consiste em uma base de dados de
sequéncia de &cido nucléico, que recebe informacdes através da colaboracéo internacional
de toda a comunidade cientifica (SAYERS et al, 2011).

Os micro-organismos, como os fungos e bactérias, sdo geralmente associados as
doencgas que podem provocar aos outros seres vivos, especialmente o homem. No entanto,
gragas aos avancos da ciéncia, em especial a biotecnologia, muitas sdo as substancias

quimicas conhecidas e que sdo produzidas pelos micro-organismos, pois eles
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desempenham papel fundamental nesse sentido (CHAPLA, 2012), através de seu
metabolismo secundario, as quais encontram aplicacdes, inclusive na industria
farmacéutica, cosmética e de alimentos, todas com um elevado potencial biol6gico. Dentre
esses produtos, denominados bioativos ou naturais, podemos citar os antibiéticos,
anticancerigenos, imunossupressores e agentes redutores de colesterol sanguineo (CONTI
et al, 2012); como também as endotoxinas produzidas por bactérias e que sao utilizadas
como inseticidas (MELO et al, 2013).

Bactérias sdo excelentes produtoras, como 0s actinomicetos endofiticos (bactérias
gue se assemelham aos fungos filamentosos, por apresentarem cadeias de esporos ou
conidios), que sao fontes de produtos bioativos, como a actinomicina (CARVALHO et al,
2012). Alguns desses bhioativos, como antibiéticos e antifingicos, sédo largamente aplicados

na agricultura para protecdo de plantas e sementes (SALAMONI et al, 2012).

3.2 Acidos Organicos

Da-se a denominagéo de acidos organicos aqueles que possuem atomos de carbono
em sua féormula molecular. Sdo produzidos pelas atividades metabdlicas dos seres vivos.
Acidos organicos de baixo peso molecular, quando encontrados no solo, s&o produzidos
pelas raizes das plantas ou durante a decomposi¢cédo da matéria organica (CARVALHO et al,
2013). Eles podem atuar como indicadores dos controles antissépticos e de temperatura em
processos de producdo, como o da aguardente (SERAFIM et al, 2011). Diversos sé&o 0s
acidos organicos obtidos por processos fermentativos, como o acido itacénico, o qual é
produzido pelo Aspergillus terreus (LI et al, 2013). Alguns desses acidos séo produzidos em
escala industrial e empregados como aditivos alimentares, como os &cidos citrico, acético,
latico, gliconico (CARVALHO et al, 2005)

O mais expressivo dos grupos de acidos organicos sao os acidos carboxilicos, ou
seja, aqueles que apresentam o grupo funcional carboxila (COOH) (FIORUCCI et al, 2002)
ligado ao carbono da cadeia principal, formado por um carbono ligado a uma hidroxila (OH)
por ligacao simples e a um atomo de oxigénio (O) por ligacdo dupla. Varias propriedades
organolépticas apresentadas por esses acidos sao utilizadas como critérios para a sua
classificacdo, tais como cheiro intenso, irritante e sabor azedo (Ex: acidos férmico e acético).
Os acidos de quatro a oito atomos de carbono possuem odores desagradaveis: acidos
capréico (hexandico), caprilico (octan6ico) e caprico (decandico). Porém, sob baixas
concentracdes, os acidos organicos podem exalar fragrancias agradaveis, como aqueles

presentes em alguns 6leos essenciais volateis: acidos benzoico, cindmico, miristico e
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isovalérico (FIORUCCI et al, 2002). O corpo humano produz &acidos carboxilicos de baixa
massa molar, resultantes do metabolismo de cada individuo, facilmente diferenciados pelos

caes, devido a sua alta sensibilidade olfativa.

A descoberta dos &cidos carboxilicos teve contribuicdo importante do notavel
quimico sueco Carl Wilhelm Scheele (1742-1786), o qual desenvolveu de 15 a 20 mil
experimentos quimicos, dentre 0os quais 0s compostos organicos de natureza acida (acidos
carboxilicos e os fendis), como os 4cidos tartarico (2,3 — dihidroxibutanodiéico), mélico (2-
hidroxibutanodidico), lactico (2-hidroxipropandico), oxalico (etanodibico), urico, gélico (3,4,5-
trihidroxibenzdico) e o citrico (2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico) (FIORUCCI et al, 2002).

3.3 Acido Citrico

O acido citrico, ou citrato de hidrogénio, € um acido organico do tipo fraco (2-

hidroxil,2,3,-propanotricarboxilico), cuja formula CsHsOs, conforme figura x.

Figura 1. Férmula estrutural do acido citrico

O OH
OH O

OH

Em Bioquimica, ele tem fundamental participacdo no ciclo do &cido citrico ou ciclo
de Krebs, também conhecido como o ciclo dos acidos tricarboxilicos. Corresponde a
subsequentes rea¢fes quimicas que ocorrem na vida da célula e seu metabolismo. Recebe
essa denominagédo por ter sido descoberto por Sir Hans Adolf Krebs (1900-1981), bidlogo,

médico e quimico aleméao.

O ciclo ocorre a nivel mitocondrial nos seres eucariotes e no citoplasma dos
procariontes, correspondente a uma parcela do metabolismo dos organismos aerébicos.
Tem como objetivo a oxidacdo de uma molécula da substancia conhecida como coenzima
A, a qual reage com o acido pirivico (resultante da degradacdo da glicose e outros
carboidratos), gerando acetil-CoA, CO, e hidrogénio; ou seja, € uma rota anfibdlica (de

caracteristicas catabdlicas e anabdlicas). De cada molécula de glicose metabolizada
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formam-se duas moléculas de ATP, seis moléculas de NADH, duas de FADH- e quatro de
CO.,, a partir do ciclo de Krebs (RODRIGES, 2014).

Apo6s o ciclo de Krebs, ocorre outro processo denominado fosforilacdo oxidativa. Ver

figura z.

Figura 2. Ciclo de Krebs ou ciclo do Acido citrico

Acido piravico
(3C)
1 NAD
Coenzima A
1 NADH,
co,

Acetil-coenzima A (2C) .

368 Coenzima A
Ac. oxalacético (4C

Ciclo de Krebs

Fumarato(4C)
- H

succinato(4C)

O acido citrico é amplamente utilizado na industria de alimentos, bebidas,
cosmeéticos e de farmacos (RODRIGUES et al, 2013), conforme aplicacBes descritas na
Tabela 1.

Deste modo, a demanda anual de &cido citrico no mundo atualmente ultrapassa 1,4
bilhdes de toneladas (LIU et al, 2013). Liebig (1838) foi quem o classificou como um &cido
hidroxi tribésico, o qual foi isolado pela primeira vez a partir do citrato de célcio. Wehmer, em
1893, foi o primeiro a observar a presenca do acido citrico como um dos subprodutos da
fermentacdo do fungo filamentoso da espécie Penicillium glaucum, em meio contendo
glicose (BEROVIC e LEGISA, 2007; MALAGONI, 2010), porém havia constantes riscos de
contaminacdo nos processos. Currie (1917) encontrou uma outra espécie de fungo que
realizava o processo de producao de acido citrico, crescendo muito bem nesses meios: o
Aspergillus niger (BEROVIC e LEGISA, 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosforila%C3%A7%C3%A3o_oxidativa
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Tabela 1. Aplicagées do acido citrico. Fonte: Soccol et al, 2006; S4, 2011.

Aplicagdes Industria Funcéo
Previne escurecimento em alguns vinhos
brancos. Previne turvacao de vinhos e cidras.
Vinhos e cidras Usado no ajuste do pH.

Bebidas Previne acidificacdo excessiva. Estimula flavour
Refrigerantes e natural de fruta. Acidulante em bebidas
xaropes gaseificadas a base de sacarose

Usado no ajuste de pH. Fornece grau desejado
Geleias, compotas e  de acidez e flavour. Aumenta a eficacia de
conservantes conservantes antimicrobianos.
Produtos lacteos Como emulsificantes em sorvetes e queijos

Alimentos processados. Agente acidificante e antioxidante

em produtos de queijo.
Frutas congeladas
Protege &cido ascérbico por inativacdo de
metais pesados. Abaixa pH, inativando enzimas
Oleos e gorduras oxidativas.
Sinérgico de outros antioxidantes, como
Alimento animal sequestrante. Acao estabilizante.
Complemento alimentar.
. o Avaliagédo de micronutrientes em fertilizantes.
Agricultura Agroindustria ¢

Aumenta disponibilidade de fésforo em plantas.

Como efervescente em pés e tabletes em
combinagdo com bicarbonatos. Anticoagulante.

O Produtos L . . ~ : .
Farmacéutica . L Promove rpida dissolucéo de ingredientes

farmacéuticos . . ~
ativos. Acidulante em formulacdes levemente
adstringentes.
Agente tamponante. Antioxidante como um

» quelante de ions metalicos.
Cosmeéticos

Outros

Aplicacgdes industriais

Atua como agente tamponante e sequestrante
de ions metdlicos. Neutraliza bases. Utilizado
em processos biodegradaveis nao toxicos e
Nao Corrosivos.
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Figura 3. Acido citrico anidro comercial.

Na industria alimenticia, o acido citrico € empregado como acidulante devido a sua
baixa toxicidade e alta solubilidade (RODRIGUS et al, 2013).

O acido citrico € um dos produtos obtidos por meio fermentativo mais largamente
utilizados no mundo atualmente (RODRIGUES, 2006). Atualmente, ele é quase que
exclusivamente produzido pelo fungo filamentoso amorfo Aspergillus niger (PASTORE et al,
2011), o qual realiza a fermentacdo da sacarose. O acido citrico € produzido por meio de
processos fermentativos de dois tipos: fermentacdo de superficie ou em estado soélido, e
fermentacdo submersa (PASTORE et al, 2011; SILVA, et al, 2012). O processo, em larga
escala, envolve diversas etapas como a preparacao do substrato de melaco; a fermentacao
aerébia da sacarose pelo A. niger; a separacdo do acido citrico do substrato por
precipitacdo, ao adicionar hidroxido de calcio, ou cal apagada, para formar citrato de calcio
e, depois, adiciona-se &cido sulfirico para decompor o citrato de calcio. Eliminam-se
impurezas com carvao ativado ou resinas de troca idnica, até a cristalizacdo, secagem,

desidratacdo e empacotamento do produto (SOCCOL et al, 2006).

Diversos sao os fatores que influenciam na producdo de &cido citrico, tais como
fontes de carbono, fésforo e nitrogénio introduzidos no meio de cultivo, elementos tragos,
presenca de ions metalicos, tempo e quantidade de inoculagéo (SA, 2011), etc. descritos na
tabela 2.
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Tabela 2. Fatores quimicos que afetam a producdo de acido citrico (Fonte: Soccol et al,

18

2006).
Fator Efeito positivo Nivel Efeito negativo
Amido
Sacarose .
. Xilose
Glicose .
Fontes de carbono 1-22% Arabinose
Frutose .
Sorbitol
Galactose . .
Acido piravico
Fosfato

Fonte de fosforo

Fonte de nitrogénio

Elementos traco

Alcoois inferiores

Oleos e gorduras

monopotassico
Nitrato de amdnio
Sulfato de amonio
Peptona

Extrato de malte
Ureia

Zinco

Cobre

Sulfato de magnésio
Metanol

Etanol

N-propanol
Isopropanol
Metilacetato

Baixo (0,5 a 5,0g/L)

Abaixo de 25%
(0,1 a4.0g/L)

Baixos niveis
(0,02 a 0,025%)

1-4% (volume por
unidade de massa)

0,05 a0,3%

Alta concentracao
(Producéo de
biomassa)

Manganés
(1ppm)

Outros componentes

Fluoreto de calcio
Fluoreto de sdodio
Potassio
3-hidroxi-2-acido
naftoico
4-metil umbeliferona
Acido benzoico
2-acido naftoico
Cianeto de ferro
EDTA
Vermiculite
H.0

Ferrocianeto de
potassio
Compostos de
guaternario de
amonio

Oxidos de aminas

3.4 Micro-Organismos Produtores de Acido Citrico

Além dos micro-organismos citados acima, ha outros que sao produtores de acidos
organicos, como o &cido citrico. Dentre eles, podemos citar a Yarrowia lipolytica, Penicillium
citrinum, Mucor piriformis, Ustilina vulgaris, Penicillium luteum, Aspergillus clavatus. As
espécies das quais se obtém os maiores rendimentos de acido produzido sédo de particular

interesse para a industria e o género Aspergillus tem-se apresentado como o maior produtor
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atualmente (PASTORE, et al, 2011). O Aspergillus niger tem como principal vantagem o fato
de poder crescer bem em meios com valores baixos de pH (em torno de 2,5 a 3,5), 0 que
pode evitar os riscos de contaminagdo, muito comuns nos processos fermentativos de
Wehmer (BEROVIC e LEGISA, 2007). Os fungos do género Penicillium necessitam de uma
solugdo de 10 a 12% de glicose no meio fermentativo, dos quais 50% serdo convertidos em
acido citrico (MALAGONI, 2010). A unica levedura descrita na literatura capaz de produzir
acidos organicos, tais como o citrico e o isocitrico, é a Yarrowia lipolytica (KAMZOLOVA, et
al, 2003; DARVISHI et al, 2009; YALCIN, 2012; AVILA-NETO et al, 2014).

Segundo Alexopoulos et al (1996), fungos s@o micro-organismos eucariéticos,
produtores de esporos, aclorofilados, com nutricdo por absorcdo, que se reproduzem tanto
de forma sexuada como assexuada, de cuja estrutura somatica podem ramificar-se
filamentos, denominados hifas — no caso dos fungos filamentosos — que sédo rodeados por

parede celular.

Tabela 3. Micro-organismos produtores de &cido citrico. (Fonte: Malagoni, 2010).

Aspergillus niger Penicillium janthinellum
Aspergillus awamori Penicillium restrictum
Aspergillus fonsecaeus Trichodema viride
Aspergillus luchensis Mucor piriformis
Aspergillus urentti Ustulina vulgaris
Aspergillus saitoi Botrytis sp

Aspergillus usami Ascochyta sp
Aspergillus fumaricus Absidia sp

Aspergillus phoenicius Talaromyces sp

3.5 Género Aspergillus

O género Aspergillus (principal género produtor de &acido citrico conhecido na
literatura) pertence ao filo Ascomycota, na ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae. O
filo Ascomycota caracteriza-se por apresentar micélio compartimentado, uma fase dicariotica
no seu ciclo de vida, certas estruturas associadas com producédo de esporos, conidios e,
algumas vezes, com um complexo sistema de dispersdo. Possuem dois tipos distintos de
reproducdo: sexuada, envolvendo a formacédo de ascos (células dicaridticas) e ascOsporos;
e assexuada, com esporos produzidos em diferentes periodos no mesmo micélio
(ALEXOPOULOS et al, 1996). Os fungos do género Aspergillus, em especial o Aspergillus
de cor preta, sdo um importante grupo que fazem parte da micologia de alimentos, micologia

médica e biotecnologia (PERRONE et al, 2013), podendo associar-se tanto com leveduras
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guanto com bactérias, em fermenta¢des mistas na industria de alimentos e bebidas em todo
o mundo, particularmente na Asia (ALEXOPOULOS et al, 1996).

Recentemente, estudos mostraram 0s perigos para a saude humana e animal que
espécies do género Aspergillus podem provocar, por serem produtores de duas micotoxinas:
a ocratoxina A e as fumonisinas (RODRIGUES, VENANCIO, LIMA, 2013), além de
apresentar mais ocorréncias de infecgdes humanas invasivas e nao invasivas que o A.
fumigatus, A. terreus ou A. flavus (PERRONE et al, 2013).

Figura 4. Micrografia de Aspergillus niger

3.6 Solo da Caatinga

Os solos de modo geral apresentam caracteristicas e propriedades que podem
variar de acordo com o tamanho das particulas ou agregados, a porosidade entre e no
interior dos agregados, bem como a quantidade destes, definindo assim a sua estrutura.
Além do mais, a estrutura do solo exerce uma importancia fundamental em diversos
processos fisico-quimicos, tais como, movimentagdo hidrica, aeracdo e transferéncia de
calor (COSTA et al, 2014).

De modo geral, os solos sdo ambientes amplamente enriquecidos de natureza
complexa, dindmica e heterogénea, em virtude de compor uma enorme variedade de
espécies, incluindo micro-organismos, 0s quais metabolizam substancias de forma
equilibrada a toda a biodiversidade existente nesse habitat (OSAKI, 2008; BRAZ et al,
2014), inclusive acidos organicos de baixo peso molecular e que possuem um ou mais
grupos carboxilicos (CARVALHO et al, 2013). Portanto, de todos os componentes do solo, a

fracao biolégica é a que se apresenta como a mais influente sobre as demais caracteristicas
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(BRAZ et al, 2014), em consequéncia da grande parcela de material organico que se dispde

sobre a sua camada mais superficial e passa a interagir com seus diversos componentes.

O bioma da Caatinga esta inserido entre os 42% correspondentes as florestas secas
que compdem todo o globo terrestre e caracteriza-se por apresentar vegetacao arbérea ou
arbustiva, com arvores e arbustos xerdfitos, apresentando espinhos, microfilia, caducifolia,
raizes tuberosas e dorméncia das sementes (FERREIRA, 2013). Predominante em grande
parte da Regido Nordeste do Brasil, os solos do semiarido nordestino ocorrem na transicao
entre a Mata Atlantica e a Caatinga (RODAL et al, 2008), apresentando caracteristicas de
alta complexidade e diversidade biolégica, resultante da heterogeneidade de
microambientes (CABRAL et al, 2013), sendo alvo de intensa exploracdo e degradagédo ao

longo dos anos.

Os solos da Caatinga apresentam caracteristicas singulares, intimamente atreladas
ao clima extremo que as envolve, que os obriga a sobreviver a longos periodos de seca e
falta de regularidade pluviométrica, o que corresponde a precipita¢cdes anuais em torno de
260 a 800mm (SOUTO, 2006; CABRAL et al, 2013).

3.7 Processos Fermentativos

Atualmente, o &cido citrico é quase que exclusivamente produzido pelo fungo
filamentoso amorfo Aspergillus niger (PASTORE et al, 2011), o qual realiza a fermentacéo
da sacarose. O acido citrico pode ser produzido pelos dois tipos de fermentacdo citados
anteriormente, ou seja, fermentacéo no estado soélido (FES), e fermentagdo submersa (FSm)
(PASTORE et al, 2011; SILVA, et al, 2012). Na FES adiciona-se geralmente o agar ao meio
fermentativo, onde 0s micro-organismos crescem nha auséncia ou quase na auséncia de
agua livre (FERNANDES et al, 2007). Esse processo ocorre na superficie de materiais
sélidos capazes de absorver agua, podendo ou ndo conter nutrientes solluveis (SILVA,
2002). O acréscimo de substratos fibrosos ao meio fermentativo é essencial como fonte
nutritiva para o micro-organismo (SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003). Na fermentacéo
submersa (FSm) os nutrientes sao disponibilizados para o micro-organismo em meio liquido,
ao qual sdo adicionados nutrientes como peptonas, aclcares e substancias complexas
(vitaminas e ions), dissolvidos em agua ou mesmo solucdes tampdes. A agitacao constante
¢ ideal para a aeracéo e disponibilidade de nutrientes (FERNANDES et al., 2007; FARINAS
et al., 2011).

Os bioativos assumem as caracteristicas dos fungos que os originaram direta ou
indiretamente, incluindo sabor e aroma. Isso se deve as atividades fermentativas dos

mesmos. Os processos fermentativos, portanto, sdo de vital importancia para a industria
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quimica, farmacéutica e a agricultura, no desenvolvimento de produtos, como etanol, &cidos
organicos (citrico, latico, acético, etc.), solventes (acetona, butanol, etc.), enzimas (lipases,
amilases, proteases, etc.), vitaminas e antibidticos. Essas atividades fermentativas podem
ser do tipo submersa ou em meio liquido, ou fermentacdo em meio soélido. Em ambos os
casos, o fungo especifico é inoculado no meio nutritivo apropriado para a producdo do
bioativo que se deseja, convertendo o substrato em produto. O sucesso de qualquer
processo fermentativo depende principalmente da escolha do melhor micro-organismo, do
meio de cultura selecionado, da forma com que sera conduzido o processo e das etapas de
recuperacdo dos bioativos. Carvalho e Zambiazi (2011) verificaram que no processo
fermentativo da producao da cerveja, certos fatores foram indispensaveis, como composicao
e concentracdo do meio (mosto), caracteristicas do micro-organismo, quantidade de
oxigénio, temperatura, pressdo do meio e tempo de fermentacdo. Um ajuste em cada um

deles influenciou na qualidade do produto final.

E importante também levar-se em consideracdo os principais constituintes do meio,
onde utilizam-se as fontes de nitrogénio adicionadas, pois o nitrogénio € um componente
essencial do tecido fangico e esta presente em todas as moléculas de aminoéacidos e,
consequentemente nas proteinas. Das varias fontes de nitrogénio conhecidas, 0os micro-

organismos, de modo geral, assimilam melhor a amoénia (PASTORE et al, 2011).

O sulfato de amonio prolonga o crescimento vegetativo dos fungos, enquanto que o
nitrato de amoénio o reduz, além de acumular o &cido oxdlico. O KNOs e o NaNOs sao
também mais efetivos que o nitrato de aménio para a produc¢édo, pois estimula o crescimento
de A. niger (PASTORE et al, 2011; MALAGONI, 2010). Outro aspecto que contribui para a
producdo de &cido citrico é a incorporacdo de outros componentes, além do nitrogénio,
como fésforo, enxofre e tracos de elementos. No que diz respeito a concentracao de agucar
utilizada, observa-se que a baixas concentracfes, o percentual de acido oxdlico formado
aumenta e a taxa de producéo de acido citrico diminui muito. Porém, a altas concentracoes,
0 processo de extracdo do acido citrico torna-se economicamente inviavel (MALAGONI,
2010).

3.8 Residuos Agroindustriais

A agroindudstria consiste em uma série de atividades que se relacionam com a
transformacdo de matérias-primas oriundas da agricultura, pecuaria, aquicultura ou
silvicultura, as quais visam ao fornecimento de insumos para o consumidor. A agroindustria
vive um grande momento no cenario nacional, registrando um crescimento de 4,7% em

2010, segundo o IBGE. O desenvolvimento dessas atividades contribui de forma significativa
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para a crescimento da industria alimenticia, em especial a industria de polpa de frutas, a
qual tem apresentado um grande aumento na producdo (SANT'ANNA et al, 2012).

Em todas essas atividades, devido ao acelerado desenvolvimento da agroindustria,
grande parte da matéria-prima passa a gerar uma enorme quantidade de residuos e rejeitos
(ASHOUR et al, 2014) que precisam ser descartados ou destruidos de forma a provocar o

minimo de impactos ao meio ambiente.

Dessa forma, faz-se necessario definir residuo e rejeito. Pode-se conceituar residuo
como algo que fez parte de um processo produtivo ou ndo, e que, a principio, torna-se
inservivel, necessitando ser disposto de maneira atoxica e, de preferéncia, que ndo seja
percebido pelas atuais e futuras geracdes; ou entdo ser reaproveitado, ao ser incorporado a
outros processos ditos sustentaveis. Rejeito consiste na parte inaproveitavel dos residuos,
restando apenas a sua disposi¢do final a qual compreende sua inativagdo, neutralizacéo,

descontaminagédo ou desintoxicacao.

Residuos de naturezas diversas tém sido utilizados como substratos para a
producdo do acido citrico, tais como melaco de cana-de-agucar, melaco de beterraba,
residuos de frutas, como manipueira (LEONEL, CEREDA, 1995), pinha e graviola
(MARCELLINI et al, 2003) ou mangaba e acerola (SILVA et al, 2012), soro de queijo e de
leite, soro de soja, sabugo de milho (ASHOUR et al, 2014) etc. Além do mais, diversos
outros produtos da agroindustria sdo empregados para producdo deste acido, conforme

Tabela 4 e 5, dependendo do tipo de fermentacéao utilizada:

Em sua pesquisa, Jamal et al (2005) aproveitaram lodo de estacdo de tratamento
de esgoto, devido a presenca de quantidade de nutrientes e tracos de elementos suficientes
para o crescimento de micro-organismos. Majumder et al (2010) realizaram estudos com o
Aspergillus niger utilizando como substratos para a producdo melaco de cana-de-acucar e
abobora. Sa (2011) e Avila-Neto et al (2014) utilizaram o glicerol, um derivado do biodiesel,
para a producdo do cido citrico por Yarrowia lipolytica. Kamzolova et al (2011) realizaram
ensaios com 66 cepas de diferentes géneros de leveduras, utilizando glicerol como

substrato para a producao do acido.
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Tabela 4. Matérias-primas empregadas em fermentacdo submersa e semi-sélida para
producdo de &cido citrico. (2 com base no consumo de aclcar; ® com base em éleos e
acidos graxos) Fonte: SOCCOL et al, 2006; SA, 2011.

Matérias-primas micro-organismos Y (AC) Rendimento
Kg/m?3 (%)
Melaco de beterraba A. niger ATTC 9142 109 --
Yarrowia lipolytica A101 54 68,7a
Melago preto A. niger GCM 7 86 --
Residuos de cervejaria A. niger ATTC 9142 19 78,5
Melaco de cana-de-acucar  A. niger T 55 -- 65
A. niger GCM 7 113,6 100
Extrato de alfarroba A. niger 86
Oleo de coco C. lipolytica N-5704 -- 99,6
Amido de milho A. niger IM-155 -- 62
Xarope de data A. niger ATTC 9142 -- 50
Glicerol C. lipolytica N-5704 -- 58,8
Amido hidrolisado Y. lipolytica DS-1 -- --
Y. lipolytica A101 -- 75
A. niger UE-1 74 49
n-parafina C. lipolytica N-5704 -- 161b
Azeite de oliva C. lipolytica N-5704 -- 119b
Oleo de palma C. lipolytica N-5704 -- 155b
Azeite de colza S. lipolytica A101 -- 57
A. niger -- 115b
Oleo de soja Y. lipolytica A101 -- 63
C. lipolytica N-5704 -- 115b
Hemicelulose da madeira A. niger IMI-41874 27 45a
S. lipolytica IFO-1658 9 41
Xilana hidrolisada A. niger YANG No.2 72 --
Inhame e amido de feijao A. niger YW-112 -- 74a
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Tabela 5. Matérias-primas empregadas em fermentacédo no estado sélido para a producéo
de &cido citrico. (a - com base no consumo de acucar; b - com base na matéria seca).
Fonte: SOCCOL et al, 2006; SA, 2011.

Matérias-primas Micro-organismos w (AC) Rendimento
Kg/m?3 (%)
Bagaco de maca A niger NRRL 2001 766a --
A niger NRRL 2270 816a --
A niger NRRL 599 771a --
A niger NRRL 328 798a --
A niger NRRL 567 883a --
A niger BCI 124 80
Alfarroba A niger ATCC 9142 264 60
Residuos de cenoura A niger NRRL 2270 29a 36
Bagaco de mandioca
(frascos) A niger LPB-21 347b 67
( escala semi-piloto ) A niger LPB-21 260b --
A niger CFTRI-30 234 -
Hidrolisado de Celulose e A niger 29 44
cana-de-acucar
Casca de café A niger CFTRI-30 150b -
Sabugo de milho A niger NRRL 2001 250 50
A niger NRRL 2270 603,5 -
Farelo de arroz oleoso A niger CFTRI-30 92 --
Bagaco de uva A niger NRRL 2001 413a 88
A niger NRRL 2270 511a --
A niger NRRL 599 498a --
A niger NRRL 328 523a --
A niger NRRL 567 600a --
Casca de kiwi A niger NRRL 567 100a --
Kumara (com amido) A niger YANG No.2 103b --
Melaco (bagaco de cana) A niger DSI
( clarificado ) 198 64,5
( néo clarificado ) 179 62,5
Residuos de process. de A niger 300 --
mexilhdo (espuma de
poliuretano)
Okara (residuo de soja) A niger 5la 53
Residuos de laranja A niger 46 -
Residuos de abacaxi A niger ATCC 1015 132b --
A niger ACM 4942 194b 74
Farelo de arroz A niger CFTRI-30 127 -
Sacarose (bagaco de cana- A niger CFTRI-30 174b --
de-acucar)
Caldo de cana e farelo de A niger CFTRI-30 116 --
trigo
Farelo de trigo A niger CFTRI-30 85 --
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Atualmente, na producdo de &cido citrico também sado utilizados residuos do
processamento de frutas citricas como substrato, tornando o processo mais rentavel
(ANGUMEENAL e VENKAPPAYYA, 2012), levando em conta que tais residuos seriam
descartados por terem perdido a utilidade (SILVA et al, 2012).

Esses residuos de frutas citricas, além de importantes economicamente, s&o
igualmente Uteis como fontes nutritivas para o meio fermentativo, tais como a acerola e o
abacaxi, as quais séo ricas em sélidos soluveis, como acucares e vitaminas (B1, B2, Bs e C),
possuem alto aproveitamento da polpa, e sdo comercializadas sob diversas formas, tais
COmo sucos, sorvetes, assim como em pedacos cristalizados, no caso do abacaxi e do caju,

etc.

3.9 Frutas Citricas

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de frutas (MACIEL et al, 2009) e
possui uma vasta diversidade de frutas citricas as quais s@o responsaveis, em grande parte,
por um impulso na economia, tanto pelo comércio interno quanto pela exportacéo. A regido
do Vale do Séo Francisco é considerada uma das areas mais produtoras e exportadoras do
pais (MACIEL et al, 2009). Como representantes da Regido Nordeste, podemos citar a
acerola (Malpighia glabra e Malpighia emarginata) e o abacaxi (Ananas comosus). Outro
exemplo, pertencente ao Sudeste, é a laranja (Citrus aurantium), que é produzida em larga
escala, fato que coloca o Brasil, e mais especificamente o Estado de Sao Paulo, como o

maior produtor de laranjas do mundo.

O cultivo de frutas citricas, ou também chamadas de citros, foi introduzido no Brasil
ainda no periodo colonial, entre 1530 e 1540, e desde essa época passou a fazer parte dos
hébitos alimentares da populag&o. No entanto, o Brasil s6 assumiu sua posicdo como maior
produtor mundial apenas em meados da década de 80 (USP, 2004; COUTO e CANNIATTI-
BRAZACA, 2010).

Os citros carregam em si substancias que fornecem diversos beneficios a saude
humana. Essas substancias sdo capazes de reduzir os radicais livres e possuem atividades
antioxidantes e antinflamatoérias; sédo elas: acido ascérbico (vitamina C), flavonoides,
antocianinas, carotenoides e diversos compostos fendlicos (MACIEL et al, 2009; FERREIRA
et al, 2012; NUNES et al, 2012; PEREIRA et al, 2013; OLIVEIRA-JUNIOR et al, 2014).
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A capacidade antioxidante e o valor nutricional, devido principalmente ao acido
ascorbico e compostos fendlicos, variam de acordo com a composi¢cédo dessas substancias
encontradas nas frutas. Outros fatores que influenciam s&o as condigbes de plantio,
estacbes do ano e condi¢gbes climéticas. De acordo com os estudos realizados por Couto e
Canniatti-Brazaca (2010) com diversas espécies de laranjas e tangerinas, em colheitas
feitas entre outubro de 2006 e maio de 2007, eles concluiram que as laranjas sdo mais ricas
em vitamina C e em antioxidantes do que as tangerinas. (Tabelas 6 e 7).

E de extrema importancia o conhecimento das propriedade fisico-quimicas de frutas
nativas (MELO, SELEGUINI, VELOSO, 2013) para que assim se possam encontrar as
aplicacdes biotecnologicas mais apropriadas. A despeito do conhecimento que se tem com
respeito & composicdo nutricional dessas frutas e de todos os efeitos benéficos a saude da
populacdo, ainda é grande o desperdicio de alimentos, alcangando, de acordo com a
Embrapa (2007), cerca de 26 milhdes de toneladas ao ano, o que poderia alimentar uma
populacdo de 35 milhGes de pessoas. Ainda ndo se tem uma preocupagdo em se utilizar
todas as partes que as compdem, tais como, folhas, talos, cascas e sementes, ao invés de
apenas fazer um aproveitamento da parte nobre das mesmas, sabendo-se que a maior
parcela nutricional se concentra justamente nessas partes que séo rejeitadas. Sabe-se que
cascas, talos e folhas séo ricos em fibras e lipidios, como as cascas da banana, laranja e
limdo (ROCHA et al, 2008).

Tabela 6. Teores de acido ascorbico das variedades de citros.

Amostra Acido ascérbico

(mg.100mL™* suco)

Tangerina ponka 32,47 + 1,791
Tangerina murcote 21,47 +1,11°
Laranja péra 62,50 + 0,96°¢
Laranja lima 64,58 + 0,46°
Laranja natal 84,03 + 3,182
Laranja valéncia 78,47 + 1,20°
Laranja bahia 80,03 + 1,03

1 Média + desvio padrao de trés repeticdes; e 2 Médias com letras minusculas diferentes nas
colunas diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Couto e Canniatti-Brazaca (2010).
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Tabela 7. Capacidade antioxidante das variedades de citros.

Acido ascérbico

Amostra
(mg.100mL* suco)

Tangerina ponka 29,30 + 1,431
Tangerina murcote 12,78 + 3,47°¢
Laranja péra 49,15 + 3,32°
Laranja lima 66,24 + 2,352
Laranja natal 51,28 + 2,03°
Laranja valéncia 41,84 + 0,49°
Laranja bahia 60,32 £ 2,622

1 Média * desvio padrédo de trés repetigdes; e 2 Médias com letras mindsculas diferentes nas
colunas diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Couto e Canniatti-Brazaca (2010).

Figura 5. Laranjal em Avaré, SP.

Fonte: www.wikipedia.org

No entanto, ha poucos estudos abordando esse tema, 0 que seria interessante, uma
vez que diversas frutas sofrem perdas significativas, tais como o abacate (31%), abacaxi
(24%), laranja (22%), banana (40%), manga (27%) e morango (39%) (STORCK, et al, 2013).

O reaproveitamento dessas partes, que seriam descartadas, em processos, tais como a


http://www.wikipedia.org/
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producédo de acido citrico em larga escala, assumiria também um cunho ambiental, uma vez

gque as mesmas seriam inutilizadas.

3.9.1. Acerola

Os frutos da acerola (Malpighia glabra ou Malpighia emarginata) sdo uma drupa de
superficie lisa ou dividida em trés gomos, com tamanhos variados de 3 a 6 cm de diametro
(Ver figura). A acerola pertence a familia Malpighaceae (PEREIRA et al, 2013), a qual
possui cerca de 63 géneros e 850 espécies, das quais em torno de 30 espécies pertencem
ao género Malpighia. Sua coloracdo pode variar do alaranjado ao vermelho intenso e
quando maduros (Ver figura 3), apresentam polpa carnosa e suculenta (ARAUJO et al,
2013).

A acerola é igualmente conhecida como “cereja-das-antilhas”, por ser uma fruta
origindria das Antilhas, Norte da América do Sul e América Central e foi introduzida na
Regido Nordeste, mais especificamente no Estado de Pernambuco, no ano de 1955, a partir
de sementes trazidas de Porto Rico, vindo a adquirir, posteriormente, importancia mundial
(ARAUJO et al, 2013). Atualmente, a cultura de acerola no Brasil tem sido bastante
difundida em virtude da boa aceitacdo e adaptabilidade da espécie ao clima e solos
brasileiros (NEVES, LIMA, 2010).

Figura 6. Aceroleira apresentando acerolas maduras (Malpighia glabra) de coloracdo

vermelho intenso.

z

Essa fruta é considerada uma fonte natural de vitamina C e possui, além de

compostos antioxidantes, carotenoides e fitoquimicos, como flavonoides (antocianinas), bem
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como tiamina, niacina, proteinas e minerais, como sodio, calcio, potassio e, principalmente,
ferro (MACIEL et al, 2009; PEREIRA et al, 2013). Apesar de ser uma rica fonte de vitamina
C, e embora a concentragdo dessa vitamina sofra um decréscimo no processo de
maturacdo da fruta, a acerola madura ainda conserva em si um alto teor da vitamina C
(NEVES, LIMA, 2010). A selecao dos frutos para a comercializacéo é feita com base em seu
teor vitaminico; desse modo, aqueles que produzem mais que 1000mg de &cido ascérbico
por 100g de suco (polpa) sé&o considerados apropriados para consumo por atenderem aos
padrées de qualidade. Aqui no Brasil, a ingestdo diaria recomendada (IDR) de vitamina C
para adultos é de 60mg (BRASIL, 1998; ARAUJO et al, 2013).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento por intermédio de sua
Instrucdo Normativa n.12, de 04 de setembro de 2003, regulamenta os padrdes de
identidade e qualidade para o suco tropical de acerola, devendo a fruta se adequar aos
padrbées de cor (variando do amarelado ao vermelho) e sabor e aroma proprios (ver Tabela
6).

De patrticular interesse para a industria farmacéutica, encontram-se os flavonoides,
importantes componentes da acerola, que sdo compostos de natureza fendlica e podem ser
encontrados em espécies vegetais, principalmente em plantas vasculares, apresentando
ampla ocorréncia e importancia terapéutica. Entre as principais familias botanicas cuja
ocorréncia de flavonoides é significativa, encontram-se as familias Fabaceae, Bromeliaceae,
Annonaceae e Moraceae (VUKICS, GUTTMAN, 2010; NUNES et al, 2012; OLIVEIRA-
JUNIOR et al, 2014).

Tabela 8. Padrdes de qualidade (composi¢do) para suco tropical de acerola. Fonte: Brasil,
2003.

N&o adocado Adocado
Minimo Méximo Minimo Méaximo

Polpa de acerola (g/100g) 6000 e 350 0 -
Solidos sollveis em °Brix,a 500 e 1000 -
20°C

Acidez total expressa em &cido 080 e 020 -
citrico (g/100g)

Aclcares totais (g/100g) - 8,50 700 -
Acido ascorbico (mg/100g) 600,00 e 200,00 -

De modo geral, as frutas tropicais, como acerola e pitanga, sdo bastante frageis em

termos de conservabilidade, chegando a perecer em poucos dias (MORAIS et al, 2010;
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OLIVEIRA et al, 2014). Esse fato imp0e a necessidade de serem comercializadas sob a
forma de diversos produtos industrializados com o objetivo de viabilizar o acesso e o
consumo, como polpas, geleias, sorvetes e doces, além do comércio in natura. Devido ao
alto teor de fitoquimicos bioativos presentes na acerola, esta pode ser vista também como
agente enriquecedor na producdo de geleias mistas com outras frutas, néctares e
refrigerantes (MACIEL et al 2009).

3.9.2 Abacaxi

O Abacaxi (Ananas comosus) € uma fruta exotica tipica de paises tropicais e
subtropicais, ndo se adaptando a regides de clima frio; pertencente a familia Bromeliacea. E
um dos mais importantes exemplos do setor internacional de frutas, com uma crescente
producdo de 4 milhdes de toneladas em 1960 para 16 milhdes de toneladas em 2005 (LUN,
WA, LING, 2014). O abacaxi é considerada uma fruta exoética, dentre a imensa variedade
de espécies frutiferas exoéticas, as quais vém alcangcando um grande potencial para o
mercado industrial, contribuindo para o desenvolvimento de produtos que vém adquirindo
forte aceitacéo entre os consumidores (ASSUMPCAO et al, 2013; CASTRO et al, 2014).

A Embrapa (2013) realizou estudos para uma producdo de cultivares de abacaxis,
que resultaram em trés cultivares diferentes: BRS Ajuba, BRS Imperial e BRS Vitoria, os
guais desenvolveram caracteristicas de resisténcia a fusariose, elevado teor de acucar,
acidez titulavel moderada (cerca de 0,8%), frutos mais pesados (em torno de 1.600g, sem a
coroa), folhas completamente lisas, resisténcia ao escurecimento interno (facilitando assim a
exportacdo e a aceitagdo no mercado internacional), compreendendo uma poderosa solugéo
tecnoldgica feita em parceria com outras instituicoes.

Quanto a composi¢do nutricional, o abacaxi tem elevado indice de carboidratos e
vitamina C, sendo um fruta muita apreciada tanto na forma in natura ou para a fabricacéo de

sucos a tabela 9 indica a caraterizacao fisico-quimica do abacaxi.
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Tabela 9. Caracterizacéo fisico-quimica do abacaxi da variedade pérola. Fonte: Oliveira et

al, 2012; Parente, 2014.

Determinagdes Valor Médio
pH (25°c) 3,06

Solidos Solaveis 13,56
Acidez titulavel (% Ac. Citrico) 0,57
Umidade (%) 85,50
Cinzas (%) 0,31
Acucares totais (%) 9,60
Acucares redutores (%) 4,36
Carboidratos (%) 13,18
Vitamina C (mg.Kg?) 287,20

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento por intermédio de sua
Instrucdo Normativa n.12, de 04 de setembro de 2003, regulamenta os padrdes de
identidade e qualidade para o suco tropical de abacaxi, que deve se adequar aos padrbes

de cor (variando do branco ao amarelado) e sabor e aroma proprios (ver Tabela 10).

Tabela 10. Padrdes de identidade e qualidade para suco tropical de abacaxi. Fonte: Brasil, 2003.

N&o adocado Adocado
Minimo Maximo Minimo Maximo
Polpa de abacaxi (g/100g) 60,00 e 50,00 -
Solidos soliveis em °Brix,a 20°C 6,00 112,00 0 -
Acidez total expressa em &cido 016 e 020 -

citrico (g/100g)
Acucares totais (g/100g) 500 e 8oo e
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Resumo: O isolamento de novas espécies microbianas, principalmente em regides ainda pouco exploradas, como
a Caatinga nordestina, tem direcionado novos estudos para a identificagdo de novas espécies e géneros
microbianos, realizacdo de ensaios biotecnoldgicos voltados para produgcédo de metabdlitos de alto valor agregado.
O &cido citrico (AC) é um &cido organico comum de quase todos 0s seres vivos, presente naturalmente em frutas
citricas e apresenta vasta aplicabilidade comercial. Sua producdo via micro-organismos é realizada por espécies
capazes de converter carboidratos em &cido citrico, cuja producéo é fortemente influenciada pela natureza dos
substratos presentes nos meios de fermentacéo, pois alguns micronutrientes sdo de extrema importancia para a
fixacdo bioldgica, transformando-se em co-fatores na incorporacdo de nitrogénio, e ocasionando uma melhor
producéo de AC. O género Aspergillus tem se destacado como um bom produtor de AC e de outros metabdlitos e
interesse biotecnoldgico. Foram realizados estudos de selegdo de trés amostras de Aspergillus sp isoladas da
Caatinga do Estado de Pernambuco, denominadas de SIS 09, 10 e 16 para producdo de AC em meio sélido e
producdo de AC através de fermentacao submersa com a melhor amostra selecionada. Foram testados trés meios
com diferentes composicdes. Os experimentos foram realizados em shaker orbital a 28°C,150 rpm, durante 144
horas. Foram coletadas amostras a cada 24 horas para determinagbes da presengca de AC, pH e acgUcares
redutores totais. Os resultados obtidos evidenciaram que nos ensaios de selecdo de produgédo de AC em meio
sélido, a amostra SIS 09 apresentou a formagcdo do maior halo caracteristico, 3,0 cm, respectivamente. Ja na
producdo através de fermentacdo submersa, o meio denominado M;, que apresentou uma producdo de AC de
3,05g/L, pH final de 5,0, A sele¢cdo de novos microrganismos produtores de moléculas potencialmente ativas,
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geram a realizacdo de novos estudos biotecnolégicos para melhorarem as condigbes de producdo dos
bioprodutos desejados.

PALAVRAS-CHAVE: sele¢do de meios, Aspergillus, &cido citrico.

ABSTRACT: The isolation of new microbial species, especially in regions not yet explored, such as the northeastern
Caatinga, has directed new studies for the identification of new microbial species and genera, conducting assays
involving biotechnological production of metabolites with high added value. Citric acid (CA) is a common organic
acid in almost all living beings, naturally present in citrus fruits and has extensive commercial applicability.
Production via micro-organisms is performed by able to convert carbohydrates into citric acid species, whose
production is strongly influenced by the nature of the substrates in fermentation media, as some micronutrients are
of extreme importance for the biological fixation, becoming cofactors in the nitrogen incorporation, and resulting
improved production of CA. The Aspergillus genus has emerged as a good producer of AC and other metabolites
of biotechnological interest. Studies of selection of three samples isolated from Aspergillus sp from Caatinga region
of Pernambuco, denominated SIS 09, 10 and 16 for production of AC on solid medium and production of AC
through submerged fermentation. The best sample was selected fermentation were performed. Three media with
different compositions were tested. The experiments were performed on an orbital shaker at 28 °C, 150 rpm for
144 hours. Samples were collected every 24 hours for determination of the presence of AC, pH and total reducing
sugars. The results showed that for tests of selection of CA production on solid medium, the SIS 09 sample
showed the formation of higher characteristic halo, 3.0 cm, respectively. Already in production by submerged
fermentation, the medium denominated M1, which had a production of CA 3.05g/L, final pH of 5.0. The selection of
new microorganisms producing potentially active molecules produced new studies biotechnology to improve the
conditions of production of desired bioproducts.

KEYWORDS: media selection, Aspergillus, citric acid

1 INTRODUCAO A Caatinga € um ecossistema do sertdo nordestino

. . . . , . que se situa na maior parte dos estados do Piaui,
A diversidade microbiana € considerada extensa,

) ) ) Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
embora seja desconhecida em sua plenitude. A

) ) o i ) Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de Minas
diversidade de espécies esta associada ao seu ) .

. . o o Gerais, no vale do Jequitinhonha. Estende-se por
numero (opuléncia de espécies) e a distribuicdo do o

. o o ) cerca de 735.000 Km?, sendo limitada a leste e a
numero de individuos entre as espécies, ou seja, a

equitabilidade, (ZILLI et al.; 2003; DIONISI, LOZADA,
OLIVEIRA, 2012; VALENCIA, CHAMBERGO, 2013).

oeste pelas florestas Atlantica e Amazobnica,

respectivamente, e ao sul pelo Cerrado. Apresenta um
clima semi-arido, quente e com baixos indices
L . . . . pluviométricos, baixa umidade relativa do ar e altas
A utilizacdo biotecnolégica de micro-organismos
temperaturas durante quase todo o ano (SILVA et al.,
2004; LEAL et al, 2005; PINHEIRO, COSTA,

ARAUJO, 2013; COSTA et al.; 2014).

isolados de ambientes diversos, principalmente

aqueles em que se tenham sido pouco estudados, tem
sido alvo de inumeras pesquisas biotecnolégicas

sobre a diversidade microbiana, no sentido de isolar,

caracterizar e produzir substancias com elevado O acido citrico (AC), ou citrato de hidrogénio

potencia| biotecnok’)gico' aumentando assim o0s (CGHSO?.HZO), € um acido tricarboxilico orgénico fraco

beneficios econdbmicos e estratégicos relacionados
com a descoberta de novos micro-organismos
potencialmente exploraveis nos diferentes processos
biotecnolégicos (STEVEN et al.., 2006; SANTOS et

al., 2009; NELSON, WEAR, 2014).

amplamente utilizado na indUstria alimenticia como

conservante natural, acidulante, antioxidante e
estabilizador. Apos processos de purificagdo, € incolor
e solivel em &gua, apresenta peso molecular de
210,14 g/mol, sendo um metabdlito comum de plantas

e animais e estd presente em diversos sucos de
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frutas, frutas citricas e abacaxi (SOCCOL et al., 2006;
ANGUMEENAL,VENKAPPAYYA,2013; ESWARAPPA,
FOX, 2013).

O AC é um dos produtos de fermentagdo mais
produzidos no mundo (GREWAL, KALRA, 1995;
BEROVIC, LEGISA, 2007; MAX et al., 2010; DHILLON
et al., 2011; ALI, HAQ, 2014), principalmente através
da fermentacdo submersa, utilizando meios de
producdo a base de sacarose ou amido, e também
utilizando residuos agroindustriais (PAUL et al., 1999;
DHILLON et al, 2011; PANDEY et al., 2013;
AMENAGHAWON et al.,, 2013; AMENAGHAWON,
OSAZUWA, OKIEIMEN, 2014, ALONSO,

RENDUELES, DIAZ, 2014).

O género Aspergillus tem se destacado como um dos

melhores produtores de diversos metabdlitos
secundérios de interesse industrial e ambiental
(YIGITOGLU, 1992; DEMAIN, 1999; SCHUSTER et
al., 2002; NIELSEN et al., 2009; MAJUMDER et al.,
2010; BRAKHAGE, SCHROECKH, 2011; FRISVADI et
al., 2011; ALJUBOORI et al. 2013; PASIN et al,
2014), devido a sua uma elevada taxa de crescimento,
e elevada termotolerancia, o que tem favorecido a
execucao de inimeros estudos de selecao e produgdo
de bioprodutos de alto valor agregado (DRIOUCH,
SOMMER, WITTMANN, 2010; LIMA et al.; 2014,

NASCIMENTO et al., 2014).

Este trabalho teve como objetivos a selecdo de
amostras de Aspergillus sp isoladas da Caatinga de
Pernambuco com potencial de producdo de &cido
citrico e a selecdo de meios de producdo de &cido

citrico através de fermentacdo submersa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas culturas de fungos filamentosos do
género Aspergillus sp isolados da Caatinga de

Pernambuco, denominados de SIS 09, 10 e 16,

previamente catalogados no Banco de Culturas da
Universidade Catélica de Pernambuco (UNICAP),
localizado no Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB). As culturas
foram mantidas em meio Agar Sabouraud Dextrose
(ASD), com a seguinte composi¢éo: dextrose (40 g/L),
peptona (10 g/L), agar (20 g/L), agua destilada 1000
mL e pH 7,0. As amostras testadas foram aclimatadas
em meios de manutencdo contendo 2g/L de acido

citrico.

2.2 SELECAO DE AMOSTRAS PRODUTORAS DE ACIDO

CITRICO EM MEIO SOLIDO

A selecdo foi realizada através da metodologia
descrita por FOSTER, 1949. O meio utilizado
apresentava a seguinte composicdo: 5g/L de glicose;
1g/L de peptona; 1g/L de KH2POg4; 0,59/L de MgSOg;
15g/L de Agar e 65mL/L de solucdo de Verde de
Bromocresol (0,59 Verde de Bromocresol em 7mL de
NaOH 0,1 N). O pH foi ajustado para 4,5. As placas
foram incubadas durante 96 horas, 28 °C com
acompanhamento diario. O aparecimento de um halo
amarelo brilhante evidenciava a producdo de acido
citrico no meio testado. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

2.2 SELECAO DE MEIOS DE PRODUGAO DE ACIDO CIiTRICO
EM FERMENTACAO SUBMERSA

Apos a selecdo da melhor amostra produtora de acido
citrico, foram selecionados e testados meios de
producdo de AC através de fermentacéo submersa.

Meio 1 (M1)- MgS0a4.7Hz20, 0,23g/L; KH2PO4, 1,0g/L;
NHsNOs, 1,0g/L; sacarose, 50g/L; uréia, 2,5g/L;
peptona, 2,5g/L; (NH4)2SO4, 2,5¢/L;

Meio 2 (M2)- KH2PO4, 5,0g/L; citrato trissédico, 5,0q/L;
NHaNOs, 2,0g/L; (NH4)2SOa4, 4,0g/L; MgSOa.7H20,
0,2g/L; peptona, 1,0g/L; glicose, 0,2g/L; extrato de
levedura, 2,0g/L;

Meio 3 (Ms)- NaNOs, 6,0g/L; KH2POa4,1,5g/L; KCI,
0,5g/L; MgS04.7H20, 0,5¢/L; FeS0s4, 0,01g/L; ZnSOa,
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0,01g/L; glicose, 10g/L; peptona, 2,0g/L; extrato de
levedura, 2,0g/L; tiamina, 0,3g.

2.3. DETERMINAGAO DO PH

Todas as amostras coletadas foram submetidas a

leituras no potenciémetro para leitura do pH.

2.4. DETERMINACAO DA PRODUGAO DE ACIDO CITRICO
(AC)

Para a determinacdo do &cido citrico produzido
através de fermentacdo submersa, utilizou-se a
metodologia de Saffran e Denstedt (1948), onde a
quantidade de éacido citrico é identificada através da
formagdo de uma cor amarela, na reagdo entre o
acido tricloroacético (TCA) com piridina e o anidrido

aceético.

A reagdo ¢é realizada colocando-se 1,0mL das

amostras coletadas ao longo do processo
fermentativo, em um recipiente contendo 8,0mL de
anidrido acético. Em seguida, leva-se o frasco para o
banho-maria durante 10 minutos, até o aquecimento
da mistura. Ap6s o aquecimento, acrescenta-se 1,0
mL de piridina em cada tubo, agita-se e retorna-se ao

banho-maria por mais 40 minutos.

Durante esse periodo as amostras assumem uma
coloracdo que pode variar do amarelo ao marrom
escuro, dependendo da concentragdo de acido citrico
presente em cada amostra. Retiram-se as amostras
do banho-maria para um banho de gelo durante 5
minutos. A leitura das amostras é feita em
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de

400 nm.

Para o branco, foi utilizado 1,0mL de TCA (15%), e
adicionado 8,0mL de anidrido acético, seguido de
banho-maria por 10 minutos a 60°C. Em seguida, foi
adicionado 1,0 mL de piridina, tendo o material
retornado ao banho-maria por mais 40 minutos,

seguido de banho de gelo durante 5 minutos.

A curva padrao foi construida utilizando-se 1 mL de
solucao de acido citrico (4g de acido citrico em 100mL
de TCA a 15%). As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 400

nm.
2.5. DETERMINAGAO DOS AGUCARES REDUTORES TOTAIS

Os aclcares redutores totais foram determinados
através da metodologia de Miller (1959), que utiliza o
DNS (acido dinitro-salicilico) que oxida o grupo

carbonila presente na solucéo.

Foram utilizadas aliquotas de 0,5 mL das amostras
coletadas no processo de fermentagcdo, e colocadas
em frascos contendo 0,5 mL da solucdo do reagente
DNS. Em seguida, as amostras foram aquecidas em
banho-maria durante 5 minutos, em temperatura de

ebulicdo.

Apbs resfriamento em agua corrente, foi adicionado 5
mL de agua destilada em cada amostra. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 540

nm.

A absorbancia obtida foi correlacionada em
concentracdo de acucar redutor (AR) utilizando uma

curva padrao de glicose.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Grewal, Kalra (1995); Vanderberghe et al., (1999);
(2013),
Nicaud (2013) descreveram que ao longo das ultimas

Angumeenal, Venkappayya, Thevenieau,
décadas, um elevado nimero de microrganismos
isolados de ambientes diversos tém sido testados para
avaliacdo do potencial biotecnolégico para producéo
de 4&cido citrico, incluindo principalmente fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. No entanto,
fungos filamentosos do género  Aspergillus,
pricipalmente da espécie niger, tém sido usados para
producéo comercial de AC. As principais vantagens da
utilizacdo desses organismos séo: (i) a sua facilidade
de manuseio; (i) a sua capacidade para fermentar a

uma ampla variedade de matérias-primas baratas
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utilizadas na formulacdo dos meios de producao e (iii)

elevados rendimentos alcancados.

Foram realizados ensaios de deteccdo da producéo
de acido citrico em meio solido, através da
metodologia descrita por Foster, 1949. Trés amostras
de Aspergillus sp isoladas da Caatinga do Estado de
Pernambuco, denominadas de SIS 09, 10 e 16. Os

resultados obtidos estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Producéo de Acido Citrico em meio sélido

por isolados Aspergillus sp durante 96 horas de

crescimento.

Amostras 24h 48h 72h 96h
(cm) (cm) (cm) (cm)
SIS 09 1,5 3,0 4,0 6,0
SIS 10 1,0 2.0 25 3.0
SIS 16 2,0 2,0 2,5 2,5

Os resultados obtidos indicaram que todos os
microrganismos testados apresentaram a habilidade
em produzir o AC, porém a amostra denominada de
SIS 09 apresentou o maior halo caracteristico

formado, ap6s 96 horas, que foi de 6,0 cm.

As demais amostras testadas (SIS 10 e SIS 16),
também produziram AC em todo periodo do ensaio,
apresentando a formacdo de halos caracteristicos de

3,0 e 2,5 cm, respectivamente.

Rodrigues (2006) descreve que cada amostra de
microrganismo do mesmo género, isolada em
ambientes diversos, pode apresentar particularidades
quanto ao tempo de producdo, quantidade de AC

produzido e adaptacdo ao meio utilizado.

A producé@o do AC é realizada através de processos
fermentativos, sendo essa a maneira mais econdémica

de obtencéo desse &cido orgéanico, pois mais de 90%

da producdo mundial de AC é obtida por fermentacéo
(KOLICHESKI, SOCCOL, 1995; DASHEN et al,
2013).

Os processos fermentativos utilizados para producéo
do AC industrial podem ser realizados de trés
maneiras diferentes: através fermentacdo submersa (o
mais utilizado), fermentacdo de superficie e por
fermentacdo em estado solido (PAUL, PRIEDE,
THOMAS, 1999; KUMAR et al., 2003; DHILLON et al.,
2013).

Para que a obtenc¢&o do &cido citrico seja considerada
viavel comercialmente, vérios fatores devem ser
levados em consideracdo durante a elaboragdo das
condicdes operacionais do processo fermentativo,
como os constituintes do meio de producéo, o pH, a
aeracdo, a temperatura e a selecdo do microrganismo
produtor (KOLICHESKI, 1995; PASTORE, HASAN,
ZEMPULSKI, 2011; LOPEZ-GARZON, STRAATHOF,
2014).

Foram realizados ensaios de producdo de AC com a
amostra selecionada SIS 09 em trés diferentes meios
de producdo. Verifica-se que o meio denominado de
M1 apresentou o melhor resultado em termos de
144h de

fermentacdo, apresentando um valor de producéo de

producdo de acido citrico, durante
8,85 g/L. A mesma amostra testada no meio M:
obteve 3,19 g/L durante 144h de fermentacéo
enquanto que o Ms, obteve uma producao de 2,99 g/L

a 144h de fermentacéo (Figura 1).

Figura 1 . producdo de &cido citrico em diferentes
meios no intervalo de 144 horas.
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A formulacdo de meios de producdo de AC por
fermentac@o submersa envolvem uma série de fatores
gue podem influenciar diretamente na producéo.
Angumeenal, Venkappayya (2013) descrevem que a
composicdo dos substratos utilizados no meio de
producdo de AC esta relacionada diretamente com a
quantidade e a qualidade da fonte de carbono

selecionada.

Vandenberghe et al., (1999), Dhillon et al., (2010)
Angumeennal, Venkappayya (2013) descreveram a
necessidade da utilizacdo de fontes de carbono,
devido a rapida assimilacdo dos fungos filamentosos,
principalmente o género Aspergillus pelas variadas
fontes de carbono usualmente utilizadas nas
composic¢des dos meios de producdo, como a glicose,
frutose, sacarose, geram um elevado rendimento final

na producéo do AC.

Estudos realizados por Xu et al., 1989 com uma
amostra denominada B60 de A. niger utilizando dois
dissacarideos na composi¢cdo do meio de producao, a
maltose e a sacarose, demosntraram serem as
melhores fontes de carbono para producdo do AC,
quando comparadas a glicose e a frutose. Alguns
monossacarideos, como

acucares galactose e

arabinose, séo relatados pela literatura, como

inibidores da producéo de AC (Hossain et al., 1985;
Maddox et al., 1985).

Outra caracteristica importante a ser avaliada na
producédo de AC é a concentracao da fonte de carbono
a ser utilizada na composicdo do meio de producéo.
Shu, Johnson (1948) demonstraram que a taxa de
producdo do AC maxima € obtida com uma
concentracdo de aclUcares na faixa de 14 a 22%.
Estudos realizados por Andersonet et al.,, (1980),
descrevem que a utilizacdo de solugbes contendo
acucares com 2, 6 e 10% dao rendimentos baixos de
producédo de AC, quando comparados a solucées com
concentracdes de 14, 18 e 20 %. Xu et al., (1989)
indicaram através dos resultados obtidos nos
experimentos realizados, que a concentracdo 6tima de

sacarose utilizada fica em torno de 10-14%.

Pastore et al.,, (2011) descrevem a necessidade da
utilizacéo de fontes de nitrogénio na composi¢do do
meio de producdo de AC, pois dependendo da
espécie do fungo, o nitrogénio pode ser obtido nas
formas de nitrato, nitrito, amoénia ou nitrogénio
organico. Soccol et al, (2006) citam que na
fermentacéo citrica submersa requer também uma
concentracdo de fonte de nitrogénio na faixa de 0,1 a
0,4 g/L, pois uma elevado quantidade de nitrogénio na
composicao do meio, propicia o crescimento flngico e

0 consumo do substrato, diminuindo o acimulo do AC.

Em relacdo ao estudo de pH na producdo de AC
utilizando os trés diferentes meios, os resultados
demonstraram que os valores obtidos dos pH finais,
apresentaram um aumento significativo quando

comparados as valores iniciais (Tabela 2).

Em todos os experimentos realizados, os valores de
pH dos meios de producdo do AC foram iniciados com
valores na faixa de 4,0. Essas condi¢des de acidez no
pH sédo devido os fungos filamentosos geralmente
realizarem uma boa producdo de AC quando se
encontram sob condicdes de estresse, ou seja pH

acido no inicio do processo fermentativo. Verifica-se
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que nas primeiras 24 horas, ndo houve uma variacédo
significativa dos valores, tendo apenas o Meio 2
aumentado para 4,5, os demais meios (M1 e M3)

permaneceram constantes.

Tabela 2. Variacdo do pH na producéao de AC
em diferentes meios testados nos intervalo
de 144 horas

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h

Meio 1 40 40 45 45 45 45 5,0
Meio 2 40 45 60 60 60 6,0 6,0
Meio 3 40 40 45 55 60 6,0 6,0

Durante quase todo processo de produgédo do AC, o
Meio 1 (M1) permaneceu com o valor de 4,5, tendo
aumentado para 5,0 ao término do processo, ou seja,
apés 144 horas de producdo. Os demais meios
testados (M2 e Ms), apés 144 horas apresentaram

valores de pH de 6,0, respectivamente.

Pastore et al., (2011) descrevem que as mudancas de
pH ao longo do processo de producédo, dependem
principalmente do microrganismo utilizado e dos
substratos utilizados para composicdo dos meios de
producéo, bem como a utilizacdo de sais de amobnio
Ou uréia para amenizarem a variagdo brusca de pH

durante as varias etapas do processo fermentativo.

N&o existe um consenso na literatura com relacao
sobre um pH inicial para o AC, ainda que o pH mais
favoravel ao desenvolvimento dos fungos filamentosos
esteja numa faixa que varia entre 5, 6 e 7, pois a
maioria dos fungos tolera uma ampla variacdo entre
1,5 e 11, porém o pH étimo deve estar entre valores
de 4 e 6 (DEL BIANCHI et al., 2001;)

Rodrigues (2006) descreveu que o ideal é iniciar uma
fermentacdo submersa para producdo de AC com um
pH um pouco elevado, entre 5,0 e 6,0, para permitir

um bom crescimento dos esporos flingicos, e durante

0 processo fermentativo, a producdo de &acidos ira

contribuir para a reducéo gradativa do pH.

Pastore et al., (2011) relataram que a utilizagdo de
valores de pH baixos apresentam como vantagem, a
inibicdo da produgdo de alguns acidos considerados

indesejaveis, como o oxdlico e o glucdnico.

O consumo dos aguUcares redutores totais foi
acompanhado nas diferentes composi¢cdes de meios
testados para producdo de AC (Figura 2). Verifica-se
que o consumo da glicose ao longo da fermentacéo
ocorreu de forma regular, porém a amostra SIS 09
conseguiu produzir um maior acimulo de AC no meio
M1, devido & concentracédo de sacarose introduzida na

composicao original do meio.

Figura 2. Consumo de glicose em diferentes meios
testados para producgéo de AC
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Os resultados obtidos indicaram que as concentracdes
iniciais de acUcares nas primeiras 24 horas de
producéo de AC nos Meios M1, Mz e M3 foram de 166,
0,7 e 35 gL,
processo, apos 144 horas, foram obtidos valores de

respectivamente. Ao término do

12, 0,5 e 0,7 g/L, respectivamente.

Pastore et al (2011), descreveram que o AC pode ser
acumulado de duas maneiras: ou quando varios
nutrientes estdo presentes em altas concentracdes
(agucar, acidez, oxigénio) ou quando estdo em niveis

abaixo do 6timo (ions metalicos, nitrogénio, fosfato).

Penna (2001) relatou que os diferentes tipos de
acgucares introduzidos na composicdo dos meios de

producdo, sdo assimilados de forma rapida pelos
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fungos como fonte de carbono nos processos
fermentativos, onde a concentracdo e tipo de fonte de
carbono utilizada séo relevantes fatores respostas
relacionados ao acimulo ou ndo de AC. A baixa
concentracdo de agUcar nos meios de produgéo,
podem comprometer diretamente a formagdo de AC,
facilitando assim o acumulo de outros acidos

organicos, como o oxalico.

Roehr, Kubicek, Kominek (1996) afirmaram que a
principal fonte de carbono empregada na formulacéo
de meios de producdo de AC deve ser a sacarose,
seja na forma pura ou na forma de melacos de cana-

de-acUcar ou beterraba.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A pouca quantidade de informagBes referentes ao

potencial biotecnolégico  dos  microrganismos
habitantes de regifes como a Caatinga do Nordeste
brasileiro, tém gerado novos estudos referentes ao
isolamento e a avaliagdo do potencial biotecnolédgico

desses organismos, onde na maioria das vezes novas

espécies de microrganismos sao identificadas através

de estudos taxondmicos.

O AC é um composto organico que apresenta
inUmeras aplicacdes tecnolégicas, sendo aplicado em
diversos processos industriais, e produzido na maioria
das vezes, através de fermentagdo submersa. A
habilidade da amostra SIS 09 (Aspergillus sp), isolada
da Caatinga de Pernambuco, foi evidenciada através
de estudos envolvendo a selecéo e a producdo de AC
em diferentes meios de producéo, evidenciando assim
uma potencial biotecnolégico desse bioproduto de alto

valor agregado.
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Resumo

O mercado industrial de polpa de frutas gera toneladas de residuos que apresentam potencial
altamente nutritivo, sendo considerados como fontes de carbono. Entretanto, a grande maioria
desses residuos sdo descartados de forma aleatdria, sem descarte adequado, provocando danos
ambientais irreparaveis. Muitos desses residuos, quando reaproveitados, podem vir a se tornar
matéria-prima para a producdo de muitos bioprodutos da inddstria, como o0s acidos organicos.
Os acidos organicos sdo aqueles obtidos através do metabolismo dos seres vivos, tanto por
vegetais quanto por micro-organismos, como resultado da excrecdo celular, dentre os quais
destaca-se 0 &cido citrico. O planejamento fatorial é uma ferramenta estatistica que permite
avaliar simultaneamente o efeito de um grande nimero de variaveis a partir de um reduzido
namero de experimentos. Estudos foram realizados para se avaliar a producgéo de &cido citrico
por Aspergillus sp (SIS09) isolado de solos da Caatinga de Pernambuco. Os experimentos
foram realizados em 2 etapas: 1) um planejamento de 23, com 12 ensaios e 4 repeticdes do
ponto central, conforme selecdo prévia (screen) de meios de producédo e de cepas do fungo.
As variaveis testadas foram: sacarose, ureia e pH. 2) um planejamento fatorial de 22, com 21
ensaios, substituindo-se a sacarose utilizada na primeira etapa por residuos de frutas (abacaxi
e acerola) em trés concentracdes diferentes (30g/L; 50g/L; 70g/L) em triplicata, elaborando
assim 2 meios alternativos, tendo como meio controle a melhor condi¢cdo do primeiro
experimento. As fermentacdes submersas de ambas as etapas foram conduzidas em frascos
Erlenmeyers e em agitador shaker por 120 horas a 150 rpm e 28°C. Em todos o0s ensaios foi
constatada a producdo de acido citrico. Verificou-se que a associacdo da sacarose sob
concentracdo de 70g/L com a ureia a 4,5g/L e pH inicial 6,0, no ensaio 8 a 120h de
fermentacdo, foi a condicdo que apresentou os melhores resultados, com valor de 28,1g/L de
acido citrico, na etapa 1. Na etapa 2, os resultados alcangados apontaram o meio alternativo
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contendo abacaxi a concentracdo de 50g/L como a melhor condi¢do para a producdo,
obtendo-se 31,51g/L de &cido citrico no tempo decorrido de 120h de fermentagéo.
Palavras-chave: acido citrico, acerola, abacaxi, residuos agroindustriais.

Abstract

The fruit pulp industrial Market generates tons of waste that have highly nutritious potential,
considered as sources of carbon. However, the vast majority of these wastes are disposed of
without proper disposal procedures, causing irreparable environmental damage. Many of
these residues can be used as raw material for the production of many industrial bioproducts,
such as organic acids. Organic acids, such as citric acid, are those obtained through both plant
and microorganism metabolism as a result of cell excretion. Factorial design is a statistical
tool widely used in studies of fermentation process that allows one to simultaneously evaluate
the effect of a large number of variables from a small number of experiments. Studies were
conducted to evaluate the production of citric acid by Aspergillus sp (SIS09) isolated from
soil in Caatinga of Pernambuco. The experiments were performed in two steps: 1) a factorial
23 design, with 12 assays and four repetitions of central point, according to a-priori selection
(screen) of the media of production and fungal strains. The variables tested were sucrose, urea
and pH; 2) a factorial 22 design with 21 assays, replacing the sucrose used in the first step by
residues from fruit (pineapple and acerola) at three different concentrations (30g/L, 50g/L,
70g/L) in triplicate thus developing two alternative media to improve the results of the first
experiment. The submerged fermentation of both steps were conducted in Erlenmeyer flasks
in an rotating shaker for 120 hours at 150 rpm and 28°C. All assays were found to produce
citric acid. It was found that the combination of the concentration of 70g/L sucrose, 4,50/L
urea, with initial pH 6,0, assay 8 at 120 hours in fermentation, was the condition that showed
the best results with a value of 28,1g/L of citric acid in step 1. In step 2, the results obtained
indicated the alternative pineapple medium containing a concentration of 50g/L as the best
condition for production, yielding 31,51g/L citric acid at 120h of fermentation.

Keywords: citric acid, acerola, pineapple, agroindustrial residues.

INTRODUCAO nos altimos anos motivado,

principalmente, pela maior consciéncia dos
Os conceitos relacionados ao meio consumidores sobre a importancia da
ambiente e a sustentabilidade fizeram escolna de alimentos saudaveis e
aflorar um particular interesse no funcionais, para reducdo do risco de

reaproveitamento de residuos de diversas
naturezas e fontes (INFANTE et al, 2013;
ASHOUR et al, 2014). Os residuos da
agroindustria  ttm  encontrado  vasta
aplicabilidade na biotecnologia como
substrato para 0S  micro-organismos
produzirem diversos metabolitos Gteis para
a industria de alimentos, bebidas,
farmacos, etc. (FERREIRA et al, 2012;
ASHOUR et al, 2014). O consumo de
sucos e néctares de frutas tem aumentado

desenvolver doencas e para a melhoria da
qualidade de vida (NEVES, LIMA, 2010;
FARAONI et al, 2012; ASSUMPCAO et
al, 2013).

O elevado numero de espécies frutiferas
presentes no Brasil classifica-o como um
pais com grande biodiversidade
(ASSUMPCAO et al, 2013; CASTRO et
al, 2014). O abacaxi e a acerola sdo frutas
citricas de alta importancia econdmica na
Regido Nordeste, devido ao seu alto
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potencial nutritivo e por conterem outros
componentes fisiologicamente importantes
para 0 ser humano, além de possuirem
sabor  conhecido e terem vasta
aceitabilidade. A acerola é uma fruta rica
em vitamina C, antocianinas e
carotenoides, além de outros compostos
(ASSIS et al, 2002; MACIEL et al, 2009;
FARAONI et al, 2012; PEREIRA et al,
2013).

O abacaxi oferece baixo indice de vitamina
C em relagbes a outras frutas, porém
contribui de forma significativa na
digestdo de alimentos e na extracdo da
enzima bromelina (CASTRO et al 2014).
Diversas séo as aplicacdes biotecnoldgicas
dessas frutas: Aradjo et al (2013)
desenvolveram em seus estudos um
catchup de acerola; Faraoni (2012)
elaborou um suco misto de acerola, manga
e goiaba; Castro et al (2014) elaboraram
um néctar misto de abacaxi e seriguela.

O écido citrico, ou citrato de hidrogénio, é
um &cido carboxilico (2-hidroxi-1,2,3,-
propanotricarboxilico), do tipo acido
organico fraco, atualmente produzido pela
fermentacdo aerébica do aclcar, mas
também por fontes renovaveis. E bastante
utilizado na  inddstria  alimenticia
(KAMZOLOVA et al, 2011; AVILA-
NETO et al, 2014; COSTA et al, 2014)
cosmetica, de farmacos e de bebidas como
um antioxidante, acidulante (RODRIGUES
et al, 2013). Sua demanda anual alcanca os
bilhdes de toneladas atualmente (LIU et al,
2013). E o principal constituinte das frutas
citricas e um dos mais importantes acidos
produzidos por micro-organismos
(MAJUMDER et al, 2010; COSTA et al,
2014), apresenta vasta aplicabilidade
comercial, desde preparacdo de citratos
medicinais, sais efervescentes até como
produto biodegradavel (ANGUMEENAL,
VENKAPPAYYA, 2012).

Varios procedimentos fermentativos séo
utilizados para a producdo em larga escala
de compostos organicos, dentre eles o
acido citrico, utilizando produtos quimicos

e combustiveis de alta energia a partir de
fontes renovaveis. Além do mais, uma
grande diversidade de micro-organismos
sdo explorados para beneficiar a
humanidade e s&o reconhecidos como
produtivos e promissores, por
apresentarem eficiéncia e baixo custo ao
longo dos processos (JAMAL et al, 2005;
MAJUMDER et al, 2010; SILVA et al,
2012; YALCIN, 2012).

A biossintese do &cido citrico é confirmada
pela acdo, principalmente, do Aspergillus
niger e da Candida sp., espécies capazes
de converter carboidratos em &cido citrico,
cuja producdo é influenciada de maneira
significativa pela natureza dos substratos
(ANDRADE et al., 2009), como também
das condicdes do processo. Devido as suas
caracteristicas morfoldgicas, o fungo
Aspergillus niger encabeca a lista de
micro-organismos produtores deste acido;
porém existem outros fungos produtores
como:  Penicillium  citrinum,  Mucor
piriformis, Penicilium luteum, Aspergillus
clavatus, Ustilina vulgaris, entre outros
(PASTORE et al., 2011).

Como principal produto intermediario dos
carboidratos, este é&cido €é produzido
puramente por acdo enzimatica, que
dependera da atuacdo das mesmas que sdo
controladas por alguns co-fatores, tais
como ions metalicos que controlam a
concentragéo de elementos trago.

Dentre outros fatores pode-se citar o pH, a
temperatura, a composic¢do nutricional do
meio, aeragdo (KAMZOLOVA et al, 2003;
PASTORE et al, 2011) e o desempenho
fungico.  Com respeito & composigdo
nutricional, € importante levar-se em
consideracdo as fontes de nitrogénio
utilizadas. Das varias fontes de nitrogénio
conhecidas, os micro-organismos, de modo
geral, assimilam melhor a amodnia
(PASTORE et al, 2011; SA, 2011). O
sulfato de amonio prolonga o crescimento
vegetativo dos fungos, enquanto que o
nitrato de amoénio o reduz, além de
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acumular o acido oxalico. O KNO3 e o
NaNO3 sdo também mais efetivos que o
nitrato de aménio para a producdo, pois
estimula o crescimento de A. niger
(PASTORE et al, 2011; MALAGONI,
2010). Outro aspecto que contribui para a
producdo de acido citrico é a incorporagéo
de outros componentes, além do
nitrogénio, como fdsforo, enxofre.

No que diz respeito a concentracdo de
acucar utilizada, observa-se que a baixas
concentragfes, 0 percentual de &cido
oxalico formado aumenta e a taxa de
producdo de &cido citrico diminui muito.
Porém, a altas concentragdes, 0 processo
de extracdo do acido citrico torna-se
economicamente inviavel (MALAGONI,
2010).

Esse estudo teve como objetivo a producéo
de é&cido citrico a partir de fontes
renovaveis, como 0s residuos da
agroinddstria de polpa de frutas, por
fermentacdo submersa do Aspergillus sp,
utilizando como ferramenta 0
planejamento fatorial.

MATERIAL E METODOS

1. Micro-organismo

Foi utilizada uma cultura do fungo
filamentoso do género Aspergillus sp
isolada da Caatinga de Pernambuco,
denominada de SIS09, previamente
catalogada no Banco de Culturas da
Universidade Catdlica de Pernambuco
(UNICAP), localizado no Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais e
Biotecnologia (NPCIAMB). Fez-se a
inoculagdo do fungo para manutengéo em
meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD),
com a seguinte composicdo: glicose (40
g/L), peptona (10 g/L), agar (15 g/L), &gua
destilada (1000 mL) e pH 7,0. A cultura foi
aclimatada em meio de manutencdo
contendo 2g/L de éacido citrico e pH
ajustado em 3,0 por um periodo de 7 dias.

2. Fermentacdo Submersa e
Planejamento Fatorial

A fermentacdo submersa para o estudo da
producdo de &cido citrico em meio sob
diferentes concentracbes de fontes de
carbono ocorreu por meio de um
planejamento fatorial de 23 com 12 ensaios
e 4 repeticOes do ponto central.

O meio quimico utilizado apresenta a
seguinte composicao:
- NHsNOs, 1g/L;
MgS04.7H.0,  0,23g/L;
2,5¢/L; peptona, 2,5g/L.
As variaveis estudadas foram a
concentracdo de sacarose, de ureia e 0 pH,
conforme niveis de fatores apresentados na
Tabela 1.

KH2POs,  1g/L;
(NH4)2S0s4,

Tabela 1. Niveis de fatores utilizados no

Planejamento Fatorial 23,

Niveis
Variaveis -1 0 +1
Sacarose (g/L) 30 50 70
Ureia (g/L) 0,5 2,5 4,5
pH 2 4 6

Os valores obtidos nos experimentos para a
producdo de acido citrico de ambas as
fermentacbes foram analisados com
suporte do Software Statistica 7.0 da Stat
Soft, onde estimou-se a influéncia das
variaveis sobre a resposta analisada.

Apbs a selecdo do meio com a melhor
condicdo para a producgdo de &cido citrico,
a cultura SIS09 foi submetida a outra
fermentacdo submersa para avaliacdo da
utilizagdo de residuos agroindustriais na
producdo, onde foram utilizados um meio
controle e dois meios alternativos. O meio
controle apresentou a seguinte
composicao:

Meio controle: NHsNOs, 1g/L; KH2POs,
1g/L; MgS04.7H20, 0,23g/L; (NH4)2S0s4,
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2,5¢/L; peptona, 2,5¢/L; sacarose, 70g/L;
ureia, 4,5g/L; pH = 6,0.

Os meios alternativos foram elaborados
utilizando residuos agroindustriais de
frutas citricas: abacaxi e acerola, ambas
adquiridos do mercado local de Olinda-PE.
As frutas foram processadas para retirada
da polpa, sendo reaproveitados bagaco,
cascas e sementes, os quais foram
desidratados em estufa por 3 dias a 40°C.
Posteriormente, o0s  residuos  foram
novamente processados em processador
industrial e tamisados até apresentarem-se
em particulas de granulacdo em torno de
4um de diametro.

Os residuos em pé foram entdo
acondicionados em potes de plastico com
tampa e armazenados em local seco e
arejado.

Essa fermentacdo desenvolveu-se por meio
de um planejamento fatorial de 22 com 21
ensaios, e a composi¢do dos meios foram
0S seguintes:

Meio 1: meio controle, substituindo-se a
sacarose por residuos de abacaxi sob trés
concentracdes diferentes: 30g/L, 50g/L,
70g/L (em triplicata), com pH ajustado
para 6,0.

Meio 2: meio controle, substituindo-se a
sacarose por residuos de acerola sob trés
concentracdes diferentes: 30g/L, 50g/L,
70g/L (em triplicata), com pH ajustado
para 6,0.

No monitoramento dos ensaios, analisou-
se a producdo de acido citrico (g/L), a
variagdo do pH durante o processo
fermentativo e a concentracdo de aclcares
redutores totais (g/L).

Apos a esterilizagdo dos meios, fez-se a
inoculagdo da cultura com 25mL de
suspensdo espoérica 107 (esporos/mL) em
Erlenmeyers de 500 mL, com volume util
de 250mL (% p:v), e incubados em shaker
orbital a 150 rpm e 28°C por 120 horas de

fermentacdo. A cada 24h, aliquotas de 25
mL foram coletadas e acondicionadas em
freezer para posteriores analises.

3. Determinacdo da Producdo de
Acido Citrico (AC)

A producdo de é&cido citrico foi
determinada de acordo com a metodologia
proposta por Saffran e Denstedt (1948), no
qual pequenas quantidades de &cido citrico
sdo determinadas baseando-se na formacéo
da cor amarela na presenga de acido
tricloroacético (TCA), anidrido acético e
piridina.

A reacdo acontece da seguinte forma:
coloca-se 1,0mL das amostras coletadas ao
longo do processo fermentativo, em tubos
contendo 8,0mL de anidrido acético. Em
sequida, leva-se o frasco para o banho-
maria durante 10 minutos a 60°C, até o
aquecimento da mistura. Apdés o
aquecimento, acrescenta-se 1,0 mL de
piridina em cada tubo, agita-se e retorna-se
ao banho-maria por mais 40 minutos.

Durante esse periodo as amostras assumem
uma coloragdo que pode variar do amarelo
ao marrom escuro ou vermelho carmim,
dependendo da concentracdo de 4acido
citrico presente em cada amostra. Retiram-
se as amostras do banho-maria para um
banho de gelo durante 5 minutos. A leitura
das amostras é feita em espectrofotdmetro
em um comprimento de onda de 400 nm.

Para o branco, foi utilizado 1,0mL de TCA
(15%), no lugar da amostra e seguiu-se 0
Mesmo processo para a reacdo e leitura no
espectrofotbmetro.

A curva padrdo foi construida utilizando-se
1 mL de solugdo de acido citrico (4g de
acido citrico em 100mL de TCA a 15%).
As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro a um comprimento de
onda de 400 nm.

4. Determinacdo dos
Redutores Totais

Acucares
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Para a determinacdo dos acucares
redutores totais, seguiu-se a metodologia
de Miller (1959), que utiliza o DNS (&cido
dinitro-salicilico) que oxida o grupo
carbonila presente na solucéo.

Foram utilizadas aliquotas de 0,5 mL das
amostras coletadas no processo de
fermentacdo, e colocadas em frascos
contendo 0,5 mL da solucdo do reagente
DNS. Em seguida, as amostras foram
aquecidas em banho-maria durante 5
minutos, em temperatura de ebulicéo.

Apdbs resfriamento em agua corrente, foi
adicionado 5 mL de &gua destilada em
cada amostra. A leitura da absorbéancia foi
realizada em espectrofotdometro a 540 nm.

A absorbancia obtida foi correlacionada
em concentracdo de acUcar redutor (AR)
utilizando uma curva padrdo de glicose.

5. Determinacéo do pH

Para medicdo do pH, todas as amostras
coletadas foram submetidas a leituras no
potenciémetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O anidrido acético quente reage com a
piridina e d& a coloracdo vermelho carmim
na presenca de acido citrico; vermelho
violeta para é&cido aconitico e verde
esmeralda para acido tartarico, segundo o
método desenvolvido por Saffran e
Denstedt (1948).

Apbs analises realizadas com o referido
método para avaliar a producdo de acido
citrico, realizou-se estudos com o meio
quimico variando-se sua composic¢do, a
concentracdo de sacarose, ureia e valores
de pH, encontrando-se 0s seguintes
resultados, conforme matriz de
planejamento fatorial de 23, com quatro
repeticdes do ponto central (Ver tabela 2):

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial
experimental 2° com resultados de
producdo de acido citrico (AC) a 120h de

fermentacéo.
Ensaio Sacarose Ureia pH Prod.
AC (g/L)

120h

1 -1 -1 -1 4,7

2 +1 -1 -1 12,0

3 -1 +1 -1 2,9

4 +1 +1 -1 5,2

5 -1 -1 +1 22,0

6 +1 -1 +1 14,7

7 -1 +1 +1 20,1

8 +1 +1 +1 28,1

9 0 0 0 26,1

10 0 0 0 12,8

11 0 0 0 19,8

12 0 0 0 19,2

Ap0s analise da producdo de acido citrico,
verificou-se que 0s ensaios de ndmeros 5,
7, 8 e 9 apresentaram o0s melhores
resultados, obtendo-se, respectivamente,
22,0g/L, 20,1g/L, 28,1g/L e 26,1g/L a
120h de fermentacdo. Todos 0s outros
ensaios obtiveram resultados abaixo de
20,0g/L de producdo de AC. Por meio
desses resultados, pode-se contatar que sob
altas concentracdes de sacarose (70g/L) e
concentracdo de ureia de 4,5g/L com pH
6,0, a cultura SIS09 alcangou sua maior
produtividade do acido no ensaio 8 a 120h
de fermentacdo, estabelecendo-se esse
tempo, para este caso, como o ideal (ver
figura 1).

Figura 1. Producdo de AC no tempo
decorrido de 120h de fermentag&o com 0s
ensaios 5, 7,8 e 9.
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Pastore (2011) alcangcou, em seus estudos
de producdo do é&cido citrico com
Aspergillus niger, uma producdo de 62,9
g/L.dia de 4cido citrico, no tempo
decorrido de 24 horas de fermentacéo, por
meio de planejamento fatorial de 2* com
sextuplicata do ponto central, onde se
verificou a influéncia da associacdo entre
as variaveis peptona e sulfato de amonio
para 0 meio sintético de Prescott & Dunn,
na melhor condigdo encontrada.

O 4cido citrico pode ser produzido mais
facilmente de duas formas: ou quando
varios componentes sdo adicionados ao
meio  fermentativo  sob  elevadas
concentracgdes, tais como acuUcares, acidez,
oxigénio, ou quando certos componentes
encontram-se abaixo do 6&timo (ions
metalicos, nitrogénio, fosfato) (PASTORE
et al, 2011). Segundo S& (2011), os
acucares  constituem-se  nas  fontes
nutritivas mais facilmente metabolizadas
por micro-organismos.

Nos resultados do planejamento fatorial
em estudo, mais precisamente nos pontos
centrais, verificou-se uma produgdo com
valores proximos aos do ensaio de numero
8, considerado o melhor resultado.
Segundo  Pastore  (2011), isso €
normalmente 0 que acontece para entdo se
fazer uma andlise do processo nos demais
niveis, significando que o ponto central
situa-se em um local decisivo, onde
qualquer alteracdo acima ou abaixo pode
resultar em um aumento da produtividade
do &cido citrico.

No gréafico da figura 2, é possivel observar
a variagdo do pH ao longo da fermentagéo
nos ensaios 5, 7, 8 e 9 do planejamento
fatorial experimental, verificando-se que,
em todos 0s ensaios citados, houve uma
queda nos valores iniciais de pH,
alcancando-se o menor valor de 2,5 no
ensaio 5 (pH inicial = 6,0) a 120h de
fermentacdo; seguido por 3,0 no ensaio 8
(pH inicial = 6,0), 3,5 no ensaio 7 (pH
inicial = 6,0) e 4,0 no ensaio 9 (pH inicial
=4,0).

Figura 2. Variagdo de pH nos ensaios 5, 7, 8 e
9 do planejamento fatorial experimental.
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Esse abaixamento nos valores iniciais de
pH evidencia a formacdo de é&cidos
organicos durante o processo fermentativo,
dentre eles, o &cido citrico.

O pH ¢é um fator de extrema importancia
na producdo de acido citrico. Em se
tratando tanto de fungos filamentosos
quanto de leveduras, o valor &timo
encontra-se entre 5,0 e 6,0 (RODRIGUES,
2006). Pastore (2011) constatou que a
variacdo temporal do acumulo do &cido
citrico corresponde exatamente com a
diminuigdo do pH assim que se inicia a sua
producdo.

O Diagrama de Pareto fornece o efeito
quantitativo estimado que cada uma das
variaveis possui sobre a producédo de acido
citrico, estabelecendo quais destes efeitos
encontram-se dentro do intervalo de
confianga estabelecido para a analise
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estatistica (SA, 2011). Neste experimento,
o0 diagrama apresentou a significancia dos
resultados, com 95% de confianca,
representado pela linha tracejada vermelha,
correspondente ao valor de p = 0,05,
confirmando os resultados obtidos na
Tabela 2.

As alturas das barras fornecem o0s
resultados dos efeitos das varidveis e estéo
dispostas de modo decrescente, conforme a
Figura 3. As variaveis que apresentaram
valores positivos indicam que o0 aumento
de seus niveis proporciona um maior
rendimento da producdo do &cido citrico.
Observando o grafico da Figura 3, ¢
possivel afirmar que as variaveis pH e a
interacdo de Ureia e pH ultrapassaram o
valor de p = 0,05, no nivel de confianca
95%, comprovando que sdo valores
estatisticamente significativos.

Nota-se que a varidvel pH é a que mais
influenciou no processo de producdo de
acido citrico, indicando que com o maior
valor de pH, maior serd a producdo de
acido citrico (Ver figura 3).

Figura 3. Diagrama de Pareto mostrando
os efeitos principais das variaveis
independentes na producdo de acido citrico
a 120h de fermentacdo. (1) sacarose, (2)
Ureia e (3) pH.
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Quanto aos resultados das analises do
acucar redutor, os valores obtidos s&o
expressos na figura 4.

Figura 4. Gréafico da concentracdo de
acucar redutor nos ensaios 5, 7, 8 e 9 do
planejamento fatorial experimental a 120h
de fermentacéo.
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O consumo dos agUcares redutores totais
foi acompanhado em todas as diferentes
concentragcdes nos meios testados para
producdo de AC (Figura 2). O consumo de
acucar (sacarose) ao longo da fermentacao
ocorreu de maneira regular, porém a
amostra SIS 09 conseguiu produzir um
maior acumulo de AC nos ensaios 2, 4, 6 e
8, devido a alta concentracdo de sacarose
(70g/L) introduzida na composicdo
original dos meios.

Os resultados obtidos mostraram que as
concentracbes  iniciais de  acUcares
apresentaram uma variagdo nesses 4
ensaios citados acima, nos quais foram
obtidos valores de 50,09¢/L, 49,79¢/L,
36,669/L e 46,77 g/L, respectivamente.

A influéncia da adicdo de fontes de
carbono e nitrogénio ao meio de produgéo
de &cido citrico se apresenta como bastante
significativa, uma vez que sdo constituintes
essenciais do tecido fungico.

A segunda fermentagdo, na qual foram
utilizados residuos agroindustriais, foi
executada tendo-se como base a melhor
condicdo  encontrada no  primeiro
experimento, ou seja, o ensaio 8, o qual
apresentou a seguinte composigao:
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- NHsNOs, 1g/L; KH2POs4,  1g/L;
MgS04.7H20,  0,23g/L; (NH4)2S0s4,
2,5¢/L; peptona, 2,5¢/L; sacarose, 70g/L;
ureia, 4,5g/L; pH = 6,0.

Todos os componentes foram mantidos nas
mesmas concentracles, inclusive o valor
de pH, com excecdo da sacarose, a qual foi
substituida por concentracGes diferentes de
residuos de abacaxi e acerola (30g/L;
50¢/L; 70g/L), na elaboracdo dos meios
alternativos.

Apos analises realizadas, verificou-se uma
maior producdo do acido a 120h de
fermentacdo (31,51g/L), com os residuos
de abacaxi sob concentracdo de 50g/L,
conforme expresso na Figura 5.

Os meios contendo abacaxi a concentracdo
de 70g/L e o de acerola a 70g/L também
apresentaram bons resultados,
respectivamente 28,23g/L e 23,29g/L de
acido citrico, ndo superando, no entanto, a
condicdo citada acima.

Figura 5. Resultado da producdo de acido
citrico com os residuos de abacaxi e
acerola em 120 horas de cultivo. (1, 2 e 3:
abacaxi em 30g/L; 50g/L; 70g/L); 4,5 e 6:
acerola em 30g/L; 50¢/L; 70g/L); 7: meio
controle.
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Majumder et al (2010) obtiveram o0s
maiores valores na producdo de acido
citrico com a mistura de substratos de
melago e abébora em meio sem a presenca
do sal Prescott, utilizado em outras
amostras, por meio de cepas mutantes de
Aspergillus niger, induzidas com raio
gama, encontrando em sua maior produgéo
o valor de 14, 86 mg/mL.

Avila-Neto et al (2014) obtiveram uma
producdo de &cido citrico de 59,0 g/L*! a
144 horas de fermentacdo, por Yarrowia
lipolytica NRRL Y-1095, utilizando
glicerol como substrato para a producéo,
em planejamento fatorial.

CONCLUSOES

Diante das andlises realizadas, pode-se
verificar que, apds o planejamento fatorial
de 23, que teve como variaveis a sacarose,
a ureia e 0 pH, os melhores resultados
obtidos, com o ensaio 8, alcancaram uma
producdo de 28,1g/L de é&cido citrico a
120h de fermentagdo, com pH inicial 6,0,
tendo seu valor rebaixado para 3,0 ao final
das 120h.

Com relacdo a utilizacdo dos residuos
agroindustriais, obteve-se a  maior
producdo de é&cido citrico a 120h de
cultivo, no meio alternativo em que foi
utilizado o abacaxi a concentracdo de
50g/L, com rendimento de 31,51g/L.
Estudos poderdo ser realizados utilizando-
se outros tipos de residuos da agroindustria
em meios alternativos para a producdo de
acido citrico.
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

Dentre as amostras de Aspergillus testadas neste estudo, para a selecdo de melhores
cepas produtoras de &cido citrico, o micro-organismo SIS09 foi o que se apresentou com

os melhores resultados diante das outras amostras testadas;

Nos ensaios referentes a selecdo dos meios de producdo do acido citrico, 0 meio que
apresentou os melhores resultados foi 0 meio denominado 1, dentre os trés meios

selecionados para producéo do AC;

Os ensaios utilizando o planejamento fatorial 22 para a producédo de acido citrico, utilizando
o Meio 1, dentre os 12 ensaios realizados, tendo como variaveis independentes a
sacarose, a ureia e o pH, o ensaio 8 foi 0 que demonstrou os melhores resultados de
producéo,

A influéncia da fonte de carbono na producdo de acido citrico, foi verificada através do
ensaio 8, onde a sacarose foi substituida por residuos agroindustriais (abacaxi e acerola),
através de fermentacdo submersa por 120 horas, 150 rpm, a 28°C, onde a maior

producédo do AC foi obtida com o residuo de abacaxi( 50g/L a 120h de cultivo);

Os resultados obtidos demonstraram a eficacia na utilizagdo de residuos agroindustriais
como substratos alternativos na producdo de acido citrico, através da formulacdo de
meios alternativos, pois o0 reaproveitamento desses residuos contribui para minimizagcéao
dos impactos ambientais, bem como a reducdo dos custos da producdo de acidos

organicos de vasta utilizacao biotecnoldgica.
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ANEXO |

Carta de Aceite — Revista Exacta
Marcia
Trabalho submetido com sucesso.

Carlos

————— Mensagem encaminhada -----

De: "Magali Barroso" <exacta@unibh.br>

Para: "Professor Carlos Alberto Alves da Silva" <calves@unicap.br>
Enviadas: Terca-feira, 9 de setembro de 2014 19:17:51

Assunto: [exacta] Agradecimento pela Submisséo

Professor Carlos Alberto Alves da Silva,

Agradecemos a submissado do seu manuscrito "Sele¢do de amostras de
Aspergillus so isoladas da Caatinga de Pernambuco e Producgéo de acido
citrico por fermentagdo submersa” para e-Xacta. Através da interface de
administracdo do sistema, utilizado para a submisséo, sera possivel
acompanhar o progresso do documento dentro do processo editorial, bastanto
logar no sistema localizado em:

URL do Manuscrito:
http://revistas.unibh.br/index.php/dcet/author/submission/1316
Login: carlos-alves

Em caso de duvidas, envie suas questdes para este email. Agradecemos mais
uma vez considerar nossa revista como meio de transmitir ao publico seu
trabalho.

Magali Barroso
e-Xacta

e-xacta Revista Cientifica do Instituto de Engenharia e Tecnologia do
Centro Universitario de Belo Horizonte - UniBH
http://localhost/ojs12/index.php/dcet

e-xacta, Belo Horizonte, v. X, n. Y, p. aa-bb. (ano). Editora UniBH.
Disponivel em: www.unibh.br/revistas/exacta/
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MODELO DE ARTIGO DA REVISTA E-XACTA

TEMPLATE FOR REVISTA E-XACTA

Magali Maria de Aradjo Barroso?; Autor2?; Autor3?

5 Doutora em Ciéncias em Engenharia de Sistemas e
Computacdo. COPPE/UFRJ, 1987. Professora do Centro

Universitario de Belo Horizonte -

UniBH. Belo Horizonte,

MG. magali.barroso@prof.unibh.br.

6 Titulagdo maxima. Instituicdo de formacéo, Ano. Funcao e
Afiliagdo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-mail.

7 Titulagdo maxima. Instituicdo de formacéo, Ano. Fungdo e
Afiliagdo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-mail.

Recebido em: XX/XX/XXXX - Aprovado em: XX/XX/XXXX - Disponibilizado em: XX/XX/XXXX

REsuMO: Estabelece o modelo de formatacdo dos artigos a serem submetidos a Revista e-xacta, publicada pelo

Centro Universitario de Belo Horizonte - UniBH.
PALAVRAS-CHAVE: Artigo. Formatacgéo. Revista e-xacta.

ABSTRACT: It establishes the formatting template for the papers to be submitted to Revista e-xacta, which is

published by UniBH.
KEYWORDS: Article. Formatting. Revista e-xacta.

1 INTRODUCAO

A e-xacta é a revista eletrénica do UniBH, registrada
no Instituto Brasileiro de Informacdo em Ciéncia e
Tecnologia (IBICT) com o ISSN: 1984-3151. O ISSN
(International Standard Serial Number) é o Numero
Internacional Normalizado para Publicacdes Seriadas,
conforme (IBICT, 2012). A Revista e-xacta, criada em
2008, tem como objetivo divulgar trabalhos relativos

as Ciéncias Exatas e Tecnologia.

O publico-alvo deste periédico é composto pela
comunidade académica universitaria, profissionais das

areas mencionadas ou que delas se servem no

exercicio de sua atividade fim, além de organizactes
publicas, privadas e do terceiro setor; todos atentos a
incorporagdo do conhecimento cientifico-tecnoldgico
como uma das bases do desenvolvimento social e

econdmico.

A periodicidade da revista € semestral (julho e

dezembro) com edicbes especiais tematicas,

publicadas esporadicamente. A revista utiliza o
livre SEER -

Editoracdo de Revistas, desenvolvido pelo IBICT, para

software Sistema Eletronico de

construcdo e gestdo de publicacbes periddicas

eletrbnicas. Todo o seu acervo tem livre acesso,

e-xacta, Belo Horizonte, v. X, n. Y, p. aa-bb. (ano). Editora UniBH.
Disponivel em: www.unibh.br/revistas/exacta/
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disponibilizado pelo site:

www.unibh.br/revistas/exacta/. As secfes da revista,

com excecdo do Editorial, estdo abertas a submisséao
de trabalhos e participam do processo de avaliagdo
pelos pares no sistema de avaliacdo an6nima (double

blind review), por pelo menos dois pareceristas.

Os artigos submetidos devem atender aos objetivos
da Revista e-xacta, serem inéditos, teéricos ou
aplicados as diversas areas do conhecimento. E
realizados em universidades, centros de pesquisa e
organizagfes nacionais ou internacionais, a partir de

atividades de ensino, pesquisa ou extensao.

Os interessados em enviar contribuicdes a revista

devem acessar o site www.unibh.br/revistas/exacta/ e

seguir as instrugbes contidas nas Normas Editoriais
disponiveis na aba Sobre. As submiss@es sdo online e
além do envio do artigo, seguindo o modelo
apresentado na edicdo Atual da revista, os autores
devem preencher os metadados. Tratam-se de
informacdes importantes sobre cada um dos autores e
da éarea temética abordada no conteddo do trabalho
cientifico. Esclarecimentos de duvidas e informagfes
adicionais e-mail:

podem ser obtidos pelo

exacta@unibh.br.

As secBes subsequentes deste documento se
compdem das normas de formatacdo a serem
adotadas, bem como a estruturagdo basica de um
artigo cientifico. S&o estabelecidas as formas de
inclusdo de objetos ilustrativos, necessarios para
enriquecer e facilitar o entendimento do texto, e
esclarecem a necessidade da insercdo das citacdes,
bem como a forma em que as mesmas devem ser
apresentadas. Além disso, o texto explicita, conforme
as normas da ABNT (Associacdo Brasileiras de
Normas Técnicas), o formato das referéncias de
documentos frequentemente consultados, cujas
informacdes podem ser complementadas por Franca e

Vasconcellos (2011). As ultimas sec¢6es descrevem 0s

70

procedimentos utilizados para a avaliacdo dos artigos

e para a publicacdo da revista.
2 NORMAS PARA FORMATAGAO

A formatagé@o dos artigos submetidos deve obedecer
as diretrizes estabelecidas neste documento, que
seguem a padronizacdo da ABNT — NBR 6022 (2003)
e NBR 14724 (2005). Aconselha-se ao autor a
utilizacdo deste modelo para editar o artigo. As
informacdes sobre a autoria (Nome do autor, Titulacéo
maxima. Instituicdo de formacdo, Ano. Funcdo e
Afiliacdo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-
mail) ser@o excluidas, pela Comissdo Editorial,

durante o processo de avaliacao.

O artigo deve estar salvo no formato Microsoft Word
(.doc) contendo de 6 a 20 paginas. A linguagem deve
ser clara, gramaticalmente correta e na terceira

pessoa do singular.

O alinhamento do texto deve ter formatagéo
justificada, sem cabecalho, rodapé, notas de pé de
pagina, nem numero da péagina. O formato do papel
deve ser A4, com margens superior e inferior de 2,5
cm e margens laterais de 1,5 cm. A fonte do
documento é Arial, o tamanho e estilo da fonte
dependem da secdo em que o texto se insere. Os
paragrafos ndo possuem recuo, tém espagamento
anterior de O pt. e, posterior, de 6 pt.. O espagcamento
entre linhas é de 1,5, salvo em casos particulares,

explicitados na sequéncia do texto.
Em um artigo cientifico destacam-se trés elementos:

1. Pré-textuais;
2. Textuais;

3. Poés-textuais.

Optou-se por apresentar esses elementos com
enumeracdo de tdpicos para que se esclareca tal
formatacao. Observe-se que 0s topicos sao separados

por ponto-e-virgula e o Ultimo finalizado com ponto. O
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afastamento dos marcadores é de 0,75 e o texto de
1,25.

2.1 ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS

O primeiro elemento do artigo € o titulo. E expresso
em Portugués e em Inglés, deve ser breve e inspirado
no objetivo geral do trabalho, refletindo o contetido do
texto. Em titulos ndo se coloca ponto final. Se houver
subtitulo, este deve ser separado do titulo por dois
pontos (:). Essas informacgdes ocupam as linhas
iniciais do documento, ao lado da logomarca da
revista. Devem estar centralizadas, em negrito e efeito
Versalete. O titulo em portugués possui tamanho da

fonte 16 e, 0 em inglés, 14.

Ha uma linha em branco de 12 pontos entre o titulo e
as informacgfes sobre os autores, com espacamento
entre linhas de 1,5. Os nomes em negrito,
centralizados e fonte 12, separados por ponto-e-
virgula. e identificados, posteriormente, por
sobrescritos em algarismos arabicos. Na sequéncia,
para cada autor, devem-se apresentar as seguintes
informacdes em fonte de tamanho 8: Titulagédo
maxima. Instituicdo de formacgdo, Ano. Fungdo e
Afiliacéo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-

mail.

Observe-se que uma linha em branco deve separar os

dados supracitados da se¢éo seguinte.

O Resumo e as Palavras-chave, editados na margem
esquerda, seguidos de dois pontos, sdo formatados
em itédlico, fonte de tamanho 10 e espagamento
simples entre linhas. Nos titulos destas se¢fes usa-se
o efeito Versalete. Conforme esclarece a ABNT NBR
6028 (2003), é aconselhavel que o resumo contenha
no maximo 250 palavras e seja editado em um Unico
paragrafo, no qual se ressaltem o objetivo, 0 método,
0s resultados e a conclusdao do artigo. Ele deve ser
expresso na voz ativa, na terceira pessoa do singular.

Composto por frases concisas e afirmativas. Devem-
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se evitar a enumeracdo de tépicos e a insercdo de
simbolos e ilustracdes. Na linha posterior sé&o
discriminadas de trés a seis palavras-chave, que
representam o conteddo do documento, sendo
utilizadas como chave de busca. S&o separadas entre

si e finalizadas por ponto.

Ap6s uma linha em branco, inserem-se o Abstract e
Keywords, que sdo a versdo em inglés das duas

secdes anteriores, com a mesma formatacéo.

2.2 ELEMENTOS TEXTUAIS

Sao compostos pela Introducéo, Desenvolvimento e

Conclusao.

Como pode ser observado, existem linhas em branco
e um traco separando a Ultima secdo dos elementos
pré-textuais para a Introdugéo, que é a primeira se¢ao
dos elementos textuais. A partir desse ponto o texto é
formatado em duas colunas de 8,6 cm de largura e

espagamento entre colunas de 0,8 cm.

Na Introducdo expbe-se o tema tratado, sua
delimitagdo e foco de abordagem, contextualizando-o
na literatura consultada. Apresentam-se o objetivo
geral e, os especificos, conceituacdes, justificativa e
motivacdo do estudo, um breve relato sobre o plano
de desenvolvimento, enfim, o0s pressupostos
necessarios a sua compreensdo. No ultimo paragrafo
da Introdug&o deve constar uma descrigdo sintética,
ou seja, a sinopse do conteldo abordado nas secdes

subsequentes do artigo.

z

O Desenvolvimento é o elemento textual central, a
parte principal do artigo. E ele que da a visdo
pormenorizada do tema estudado. Pode ser exposto
em varias secdes tais como: a revisdo bibliografica, o
marco teérico que fundamenta a metodologia utilizada,
0 conjunto de técnicas e processos da pesquisa, a
coleta de dados e sua quantificacdo, se for o caso,

além da apresentacdo e discussao dos resultados.
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Apresenta-se na Ultima secdo, a Concluséo, a sintese
do que foi estudado, onde se devem evidenciar os
aspectos essenciais da pesquisa, relacionar o0s
resultados obtidos com o0s objetivos propostos, expor
as dificuldades encontradas, recomendar, se
conveniente, novas abordagens para o tema e sua

extensao em estudos futuros.

Quanto a formatacdo, os titulos das secdes e

subsecdes, com alinhamento a esquerda, séo
destacados do texto por uma linha em branco,
anterior. Devem ser numerados com algarismos
ardbicos e com apenas um espago entre o algarismo e
0 titulo, conforme a norma ABNT NBR 6024 (2003).
Todos os titulos possuem fonte 12, com efeito
Versalete e em negrito. Para facilitar, cada vez que se
abrir uma nova secéo, copie e cole o titulo da anterior

para depois edita-lo.

As secdes podem ter subsecbes e estas ainda
comportam mais trés niveis de subdivisdes. Como
exemplo: 4.2.3 METODOLOGIA designa a terceira

subdivisdo da segunda subsec¢éo da sec¢éao 4.

O autor deve estar atento ao uso de siglas. Na
primeira utilizagdo de uma sigla, deve-se informar o
seu significado. Na primeira secdo deste documento
foi mencionada a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas — ABNT - e, posteriormente foi usada
simplesmente a sigla ABNT, ja que era conhecido o
seu significado. Outra observagédo importante € que

palavras em outros idiomas devem vir em italico.

Em relacdo a formatacdo do artigo, deve-se cuidar
para que o titulo de uma secdo ou subsec¢do ndo
ocupe a Uultima linha de uma coluna. Neste caso,
linhas em branco séo providenciais para que o0 mesmo

ocupe a primeira linha da coluna seguinte.

2.3 ELEMENTOS POS-TEXTUAIS
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Os Elementos Pos-Textuais ndo sao numerados e se
compdem de: Agradecimentos (opcional), Referéncias,

Apéndices (opcional) e Anexos (opcional).

As referéncias sao obrigatérias em um texto cientifico.
A secdo 5 deste modelo contém informagfes mais

detalhadas sobre as referéncias.

Os apéndices e anexos, conforme consta nha ABNT
NBR 6022 (2003), sdo textos ou documentos que
ilustram, comprovam, fundamentam ou completam a
argumentacdo do trabalho desenvolvido. A diferenca
entre eles é que os apéndices sao de autoria do
préprio autor do artigo e, os anexos, de autoria de
terceiros. Para identificd-los, utilizam-se letras
mailsculas consecutivas, seguidas de travesséo e do
titulo. Somente as palavras Apéndice e Anexo em
caixa alta. As letras de identificacéo e os titulos devem
estar em fonte tamanho 12, em negrito e efeito
Versalete, como nos exemplos: APENDICE A -
QUESTIONARIO DE AVALIACAO ou ANEXO D — MAPA DA

REGIAO METROPOLITANA DE BELO HORIZONTE.

3 COMO TRATAR AS ILUSTRAGCOES

As ilustracbes (desenhos, esquemas, figuras,

fluxogramas, fotografias, gréficos, mapas,
organogramas, plantas arquitetbnicas, quadros, entre
outras), as equacdes, as formulas, as tabelas e os
algoritmos séo utilizados com o objetivo de explicar e

facilitar o entendimento do texto.

Tais elementos devem ser referenciados no texto e,
conforme ensinam Franga e Vasconcellos (2011), eles
devem estar tdo préximos quanto possivel da primeira
vez que forem mencionados. Devem ter numeracao
sequencial, em separado para cada categoria,
seguidos do titulo e espagcamento simples entre linhas.
Devem-se evitar dividir tabelas, algoritmos, quadros,
etc. Caso tenham sido extraidos de um documento, ja
publicado, é obrigatéria a indicacdo do mesmo, logo
deve-se inserir: Fonte —

abaixo do titulo,
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SOBRENOME-DO-AUTOR, ano, p. numero-da-

pagina. Antes e apoés a ilustracao deve-se deixar uma

linha em branco para destaca-la do texto.

3.1 FIGURAS

As figuras devem ser incluidas e referenciadas como a
FIG. 1.

rea

Figura 1 — Logo da Revista e-xacta do Centro
Universitario de Belo Horizonte
Fonte - GUIMARAES, 2008, p.3.

Observe-se que o titulo da figura e, se for o caso, a
fonte bibliografica de onde foi extraida sé&o
centralizados e estdo inseridos posteriormente a

mesma.

3.2 ALGORITMOS

Devem ser formatados como o Algoritmo 1, dado a
seguir, com titulo e espacamento simples entre linhas.

Algoritmo 1 — Determina e imprime o menor
entre dois nimeros distintos.

Algoritmo
declare A,B,Menor numérico
leia A,B
seA<B
entdo Menor « A
sendo Menor < B
fim se
imprima Menor
fim algoritmo.

3.3 EQUACOES E FORMULAS

Equacbes e formulas devem ser numeradas e citadas

no texto conforme a Eq. 1:
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f== W

onde: f = frequéncia [Hz], ¢ = velocidade da luz no

vacuo = 3.108 [m/s], A = comprimento de onda [m].

3.4 TABELAS

As tabelas sdo formatadas segundo a TAB. 1.
Observe-se que a numeracdo e os titulos das tabelas

sao centralizados e colocados antes das mesmas.
Tabela 1

Parametros montagem das Medicdes

Medicéo f hr
1 200MHz 75cm
2 400MHz | 33,33 cm
3 900MHz | 16,67 cm
4 1800MHz | 8,33 cm

Fonte - GUIMARAES, 2008, p.2.

4 A IMPRESCINDIBILIDADE DAS CITAGCOES

Como esclarecem Franca e Vasconcellos (2011): “A
fonte de onde foi extraida a informagcdo deve ser
citada obrigatoriamente, respeitando desta forma os
direitos autorais.” E, portanto, imprescindivel que o
autor cite as fontes bibliograficas que nortearam suas
ideias no desenvolvimento do trabalho. Sdo elas que
dao credibilidade & argumentacdo, ao emprego da
metodologia utilizada para a obtencdo dos resultados

da pesquisa.

As citagbes podem ser diretas ou indiretas, como
determina a norma ABNT NBR 10520 (2002). As
citacdes diretas sdo transcritas como aparecem no
texto original. Se possuirem até trés linhas sao
editadas no corpo do texto, entre aspas. Observe-se a

citacdo apresentada na parte inicial desta secéo.
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Aquelas que excedem este valor sdo destacadas

COmo a que se encontra a seguir.

As citagBes longas, com mais de trés linhas, devem
constituir um paragrafo independente, com recuo
de 1,25, fonte de tamanho 9 e espagamento
simples entre linhas. As aspas sédo desnecessarias,
ja que a formatacgéo diferenciada induz tratar-se de
uma citacdo direta. Ao final deve-se colocar entre
parénteses o sobrenome do autor em caixa alta,
seguido de virgula, o ano de publicacdo e, se
possivel, o0 nimero da pagina. (SOBRENOME-DO-
AUTOR, ano, p. X).

As citacfes indiretas séo livres, isto &, reproduzem as

ideias do autor consultado com outras palavras, como

consta em (MICHEL, 2005, p.127).

As normas da ABNT estabelecem formas diferentes
para a indicacdo dos autores nas citacdes, como
podem ser vistas em Franca e Vasconcellos (2011) ou
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011).

Observe-se que as duas citacbes do paragrafo
anterior sdo apresentadas de maneiras diferentes. A
primeira com apenas 0 ano entre parénteses e, nesse
caso, 0os sobrenomes dos autores, com as letras
iniciais mailsculas, sdo separados por virgulas e a

“

conjuncdo aditiva “e”. Na segunda, todos os
sobrenomes dos autores sdo editados em caixa alta,
separados por ponto-e-virgula, sendo o ultimo seguido
de virgula e o0 ano de publicacdo. Pode-se inserir apos
0 ano, a pagina de onde foi extraida a informacéo
citada. Caso o documento possua mais de trés
autores, deve-se indicar na citacdo, como também em
seu registro nas Referéncias, o sobrenome do
primeiro autor acompanhado da expressao latina et
al., em itélico, seguida de virgula e o ano de
publicacdo. Como o exemplo a seguir: Sobrenome-do-
primeiro-autor et al. (ano) ou (SOBRENOME-DO-

PRIMEIRO-AUTOR et al., ano).

5 NORMAS PARA AS REFERENCIAS

As referéncias, separadas por um traco das secbes
anteriores, sdo apresentadas ao final do artigo. Elas

sdo obrigatérias em um artigo cientifico e devem ser
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composta pelas fontes efetivamente consultadas.

Além disso, todo documento pertencente as
referéncias deve ser citado no texto e vice-versa, toda
citagdo deve ter seu documento fonte presente nas

referéncias.

A lista dos titulos bibliograficos deve estar em ordem
alfabética usando o sobrenome dos autores como
primeiro parametro e, como segundo, o titulo da
publicacdo. A transcricdo dos elementos que
compdem as referéncias deve estar de acordo com as
normas da ABNT, especificadas em (FRANCA;

VASCONCELLOS, 2011).

A norma ABNT NBR 6023 (2002) define que as
referéncias devem ser alinhadas a margem esquerda
do texto, editadas com espagcamento simples entre
linhas, sem afastamento anterior e posterior entre
paragrafos. Para destacéa-las, elas sdo separadas por

uma linha em branco.

O formato das referéncias depende do tipo de

documento  consultado, sendo o0s  principais
apresentados nas subsecbes dadas a seguir, cujas
informacdes, em sua maioria, foram extraidas de
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011). Alguns codigos

devem ser observados. Quando estiver escrito:

e AUTOR - Deve-se escrever o Sobrenome do
primeiro autor em caixa alta, seguido de virgula, e
demais nomes deste autor, apenas com as
primeiras letras em caixa alta ou as iniciais
seguidas de ponto e um espaco entre elas. Caso
haja de dois a trés autores, coloca-se entre eles
um ponto e virgula e repete-se a formatacéo
apresentada para cada um deles. Se houver mais
de trés autores coloca-se apenas as informacdes
sobre o primeiro e em seguida, em italico, a
expresséo latina et al.

e Informacdo — deve-se colocar a informagdo em
italico.

¢ Informagdo — Deve-se colocar a informag&o com a

fonte em estilo normal.
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¢ (Informacao) — Deve-se colocar a informacéo entre
parénteses.

e <Informacdo> - Deve-se apresentar a informacgéo
entre os simbolos <>.

e Informacdo. — Deve-se colocar apés a informacéo
um ponto final.

e Cidade: Editora, Ano. — Deve-se colocar a cidade
na qual o documento foi publicado, seguida de dois
pontos, a editora, seguida de virgula e o ano de
publicacdo, seguido de ponto final.

e Edicdo — Deve-se indicar o numero da edicdo do
livro, seguida de ponto e depois de um espaco
coloca-se ed,, a abreviatura de edicao.

e Acesso em: 25 dez. 2000. Indica a data em que um
documento online foi acessado. A expressao
Acesso em, seguida de dois pontos, um espaco. o
dia da consulta, mais um espaco, seguido da
abreviatura do més e depois de um espaco o ano,
seguido de ponto. As abreviaturas dos meses séo:
jan., fev., mar., abr., maio, jun., jul., ago., set., out.,

nov. e dez.

5.1 LIvROS
Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edi¢cao. Cidade: Editora,
Ano. Nimero de péaginas p. ISBN niamero do ISBN.

Eletronico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edi¢cao. Cidade: Editora,
Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel em
<endereco eletrdnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano. ISBN nimero do ISBN.

5.2 CAPITULO DE LIVRO

Impresso

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR
DO LIVRO. Titulo: subtitulo do livro. Edi¢cao. Cidade:
Editora, Ano. Capitulo n.° do capitulo. pagina inicial —

pagina final do capitulo. ISBN niumero do ISBN.

Eletronico
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AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR
DO LIVRO. Titulo: subtitulo do livro. Edicdo. Cidade:
Editora, Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel
em <endereco eletrénico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano. ISBN ndmero do ISBN.

5.3 ARTIGO DE PERIODICO
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
periodico, Cidade, v. nimero do volume, n. nUmero
do fasciculo, pagina inicial — pagina final, abreviatura
do més Ano. ISSN nimero do ISSN do periédico.

Eletronico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
periédico, Cidade, v. nimero do volume, n. nimero
do fasciculo, pagina inicial — pagina final, abreviatura
do més Ano. Disponivel em <endereco eletrdnico do
site>. Acesso em: dia abreviatura do més Ano. ISSN
numero do ISSN do periddico.

5.4 ARTIGO DE JORNAL
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
jornal, Cidade, dia, abreviatura do més Ano. Niamero
ou Titulo do caderno, se¢é@o ou suplemento, pagina
inicial — pagina final.

Eletronico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
jornal, Cidade, dia, abreviatura do més Ano.
Disponivel em <endereco eletrénico do site>. Acesso
em: dia abreviatura do més Ano.

5.5 TRABALHOS ACADEMICOS — MONOGRAFIAS,
DISSERTAGOES E TESES

Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentagéo.
Numero de folhas f. Categoria do Trabalho Académico
(Area de Concentracéo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria, Cidade,
Ano da defesa.

Eletronico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentacao.
NUmero de folhas f. Categoria do Trabalho Académico
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(Area de Concentracéo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria, Cidade,
Ano da defesa. (CD-ROM ou disquete) ou Disponivel
em <endereco eletrdnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.6 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS
Impresso

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo. In: NOME
DO EVENTO, nimero, ano, cidade de realizacéo.
Titulo da publicagao: subtitulo. Ano de apresentagéo.
Cidade da publicacdo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho.

Eletronico

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo. In: NOME
DO EVENTO, numero, ano, cidade de realizagéo.
Titulo da publicagéo: subtitulo. Ano de apresentacgéo.
Cidade da publicacdo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho. (CR-ROM ou disquete) ou
Disponivel em <endereco eletrénico do site>. Acesso
em: dia abreviatura do més Ano.

5.7 SITES

NOME DO SITE. Titulo do servi¢co ou produto.
Cidade: Entidade, Ano. Disponivel em <enderec¢o
eletrdnico do site>. Acesso em: dia abreviatura do més
Ano.

5.8 LEIS E RESOLUCOES

NOME DO PAIS, ESTADO MUNICIPIO OU NOME DA
ENTIDADE. Org3o. Titulo. Tipo de documento,
Numeracéo. Dia de més de ano. Elementos
Complementares que identificam o documento. Dados
de publicacdo do documento. Cidade, data.

6 PROCESSO DE AVALIACAO DO ARTIGO

Apés a submissao do artigo, inicia-se o processo de
avaliacdo, que utiliza o sistema de revisdo anénima
por pelo menos dois pareceristas ou double blind
review. E criada uma versdo do arquivo em formato
PDF (Portable Document Format), do qual se extraem
as informacbes que identificam sua autoria. Em
seguida o artigo € enviado a dois pareceristas. Caso

0s pareceres sejam conflitantes, um terceiro revisor é
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acionado para que a Comisséo Editorial tenha o aval
duplo de aceitacdo ou rejeicdo. Os pareceres quando
recebidos sdo, também, formatados em PDF e
enviados aos autores, sem a identificacdo de quem

emitiu o parecer.

Sendo o artigo aceito para a publicacdo com restricéo,
0s autores devem acatar as recomendacdes dos
pareceristas e providenciarem o envio da nova versao

do artigo.

Apbs a correcao, a Comissédo Editorial insere o0 nome
do autor, enumera as paginas e demais dados
pertinentes ao periddico, contendo informag8es sobre

a edicdo da revista (volume, numero, paginas etc.).

Deve-se ressaltar que o artigo (originalidade, autoria,
contelildo abordado etc.) é de inteira responsabilidade
do autor, assim como a apresentacdo do texto no
padrdo culto da lingua. A Comissédo Editorial se da o
direito de alterar a formatacdo e a linguagem do texto

para ajusté-las ao padrdo da revista.

7 PUBLICACAO

A Ultima etapa do processo editorial € a publicacdo da
revista. A nova edicdo € disponibilizada com o
Sumario, que elenca os titulos dos artigos, os
respectivos autores e o link para o Resumo. Ao
acessar 0 Resumo, o usuario pode baixar o artigo

completo no formato PDF.
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