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RESUMO
A agroindústria gera grandes volumes de resíduos com carga poluidora 

elevada, o que exige o desenvolvimento de tecnologias para minimização de 

impactos causados pela disposição inadequada desses resíduos no ambiente. 

A produção de ácido cítrico utilizando resíduos agroalimentares como 

substrato para fermentação é uma solução para a redução da carga orgânica 

desses poluentes, além de agregar valor econômico pela geração de produto 

rentável. Aspergillus niger AN 400 foi utilizado para produzir ácido cítrico a 

partir de soro de queijo. A pesquisa foi dividida em três fases, conforme adição 

de açúcar extra (50, 100 e 150 g.L-1): Fase I, com glicose; Fase II, com sacarose; e 

Fase III, apenas com o soro de queijo, sem adição extra de açúcar. Os reatores 

permaneceram sob agitação de 150 rpm e a 30ºC, por 10 dias. A maior 

concentração de ácido cítrico (2.379 mg.L-1) foi observada quando da adição 

de 100 g.L-1 de glicose. Porém, em termos de produtividade, os maiores valores 

foram registrados nos reatores com 50 (458 mg.L-1.dia-1) e 100 g.L-1 (745 mg.L-1.dia-1) 

de sacarose, seguido pelo reator que continha apenas soro de queijo, sem 

adição de açúcar extra (313  mg.L-1.dia-1), demonstrando o potencial desse 

resíduo para a obtenção desse ácido de grande interesse comercial.
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ABSTRACT
The agro-industry generates large volumes of waste with high organic 

load, which requires the development of technologies to minimize the 

impacts caused by the improper disposal of this waste on the environment. 

The citric acid produced by agro food wastes as substrate for fermentation 

is a solution to reduce the organic load of these pollutants and add 

economic value by generating a profitable product. Aspergillus niger AN 

400 was used to produce citric acid from cheese whey. The  study was 

divided in three phases according to the addition of extra sugar (50, 100, 

150 g.L-1): Phase I, with glucose; Phase II, with sucrose, and Phase III, with 

cheese whey only, without adding extra sugar. The reactors remained 

under agitation 150 rpm and at 30ºC for 10 days. The highest concentration 

of citric acid (2,379 mg.L-1) was observed upon the addition of 100 g.L-1 of 

glucose. However, the greatest yields were recorded in the reactors with 

50 (458 mg.L-1.day-1) and 100 g.L-1 (745 mg.L-1. day-1) of sucrose, followed by 

the reactor that contained only cheese whey, without adding extra sugar 

(313 mg.L-1.day-1), demonstrating the potential of this waste to obtain citric 

acid with a great commercial interest.
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INTRODUÇÃO
O ácido cítrico é um ácido tricarboxílico, metabólito comum de plan-
tas e animais, cuja formação biológica puramente enzimática decorre 
da transformação do substrato original por micro-organismos em 
razão da operação defeituosa no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 
(ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013).

Esse ácido, assim como outros ácidos orgânicos, é amplamente 
utilizado na indústria de alimentos, em que pode ser aplicado para 
acidificar alimentos, no intuito de controlar o crescimento de micro-
-organismos patógenos, como a Salmonella, servindo como conser-
vante e prolongando a vida útil dos alimentos (AL-NABULSI et al., 
2014). O ácido cítrico também pode ser encontrado na composição 

de produtos farmacêuticos, de limpeza, cosméticos, higiene pessoal 
e, até mesmo, empregado na limpeza de metais pesados, por causa de 
sua propriedade quelante (BETIKU; ADESINA, 2013).

Em razão de sua vasta aplicação, conhecido como produto seguro 
e de baixa toxicidade para o homem, a produção de ácido cítrico vem 
aumentando, principalmente pelas possibilidades de expansão para 
a Biomedicina, produção de biopolímeros, entre outros, chegando a 
atingir a marca de 1,7 milhão de toneladas por ano, com taxa de cres-
cimento anual de 5% (DHILLON et al., 2011).

A produção comercial do ácido cítrico é feita em maior escala por 
fermentação submersa, preferencialmente por ação do Aspergillus niger, 
em meio contendo excesso de açúcar (VANDENBERGHE et al., 2000), 
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contudo a maior produção do ácido cítrico está relacionada diretamente 
à quantidade e à qualidade do açúcar presente no substrato e à atividade 
metabólica da estirpe do micro-organismo empregado, sendo que entre 
os substratos sintéticos utilizados para a fermentação, a sacarose fre-
quentemente é o mais usado (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013).

A natureza e a concentração da fonte de carbono influenciam forte-
mente na acumulação do ácido e varia em função do micro-organismo 
utilizado. Para Aspergillus niger, a sacarose é descrita como o substrato 
mais favorável entre os substratos de carbono facilmente metaboliza-
dos, seguido por glicose, frutose e galactose, e o melaço também é fre-
quentemente utilizado como matéria-prima para a produção de ácido 
cítrico por essa espécie fúngica (YALCIN; BOZDEMIR; OZBAS, 2010).

Sabe-se, porém, que um dos maiores problemas para a fermentação 
de ácido cítrico está ligado ao custo do processo, pois o substrato a ser 
empregado para a fermentação apresenta valor elevado. Assim, para 
tentar reduzir os custos envolvidos, a tendência é buscar materiais 
menos onerosos e, neste aspecto, os resíduos agroindustriais se cons-
tituem em alternativa interessante como substrato para o meio de fer-
mentação, sendo ainda fartamente disponíveis (BETIKU; ADESINA, 
2013; DHILLON et al., 2011; LEONEL; CEREDA, 1995).

A utilização de resíduos agroindustriais não é importante somente 
do ponto de vista econômico, mas também ambiental, pois, além de 
reduzir o impacto causado, ainda agrega valor aos resíduos agrícolas 
e agroindustriais (RODRIGUES, 2006).

Entre os resíduos da agroindústria com potencial para utilização 
na fermentação e na produção de ácido cítrico, tem-se o soro de queijo, 
ou lactossoro, o qual pode ser considerado como agente de poluição e 
impacto ambiental em razão de sua grande carga orgânica, podendo 
apresentar demanda química de oxigênio (DQO) de até 80 g.L-1 (SERPA; 
PRIAMO; REGINATTO, 2009). Ressalta-se que, apesar de poder ser 
reaproveitado na própria indústria para a produção de produtos lác-
teos, a alternativa do descarte ocorre com frequência em razão de sua 
produção ser muito elevada, haja vista que para cada 10 kg de leite são 
obtidos 9 kg de soro e apenas 1 kg de queijo. Logo, o descarte em corpos 
hídricos torna-se, a priori, solução menos onerosa (ZIMMER, 2006).

O soro de queijo possui teor elevado de lactose, o que o torna um 
resíduo de grande potencial tecnológico (BARBOSA et al., 2010), prin-
cipalmente para fermentação de ácido cítrico.

Em busca de maior produtividade e baixo custo na geração de tec-
nologia, produção e aproveitamento de resíduos, estudos vêm sendo 
realizados para utilização de subprodutos da agroindústria, assim como 
a busca de micro-organismos mais eficientes e adaptados aos processos 
fermentativos para a fermentação do ácido cítrico (RODRIGUES, 2006).

Nesse contexto, a presente pesquisa consistiu da avaliação da eficiên-
cia do soro de queijo como substrato para a produção de ácido cítrico 
por Aspergillus niger AN 400, na presença e na ausência de cossubstrato 
(glicose ou sacarose), adicionado ao meio nas concentrações de 50, 100 

e 150 g.L-1. Os experimentos foram conduzidos em reatores em bate-
lada sob agitação de 150 rpm, a temperatura de 30ºC, durante 10 dias.

MATERIAIS E MÉTODOS

Micro-organismo
A espécie fúngica Aspergillus niger AN 400 foi cultivada em placas de Petri 
contendo meio Sabouraud, previamente esterilizado em autoclave a 121ºC e 
1 atm, durante 20 minutos, como descrito em Rodrigues e Marinho (2012).

Após 10 dias de cultivo, nos quais as placas foram mantidas a uma 
temperatura de 28ºC, os esporos foram removidos com a ajuda de solu-
ção isotônica Tween 80 (0,5%), gerando assim uma suspensão que foi 
armazenada em frasco estéril para posterior contagem de esporos. 
A contagem dos esporos ocorreu com auxílio de microscópio óptico 
trinocular Bioval L1000 utilizando Câmara de Neubauer, conforme 
procedimentos descritos em Sampaio (2005).

Substrato
O substrato utilizado na presente pesquisa para o processo de fermentação 
foi o soro de queijo. As coletas do soro foram realizadas em uma indús-
tria de laticínios da região metropolitana de Fortaleza, Ceará. As amos-
tras coletadas foram acondicionadas em gelo até a chegada ao laborató-
rio, tendo-se procedido imediatamente a execução das análises para a 
sua caracterização, tanto na forma integral quanto na desproteinizada.

Para a desproteinização do soro, seu pH foi ajustado para 4,6, 
utilizando-se H2SO4 P.A. Logo depois, o soro foi aquecido a 90ºC por 
cerca de 30 minutos e, após atingir temperatura ambiente, foi filtrado 
em membrana de fibra de vidro de 0,45 µm e, em seguida, adicionados 
nutrientes essenciais para o desenvolvimento fúngico, cujas concen-
trações foram adaptadas de Pastore (2010) (g.L-1): sulfato de amônio 
(0,1); sulfato de magnésio (1,0) e fosfato de potássio (1,0). 

Montagem e operação dos reatores
Foram utilizados como reatores Erlenmeyers de 250 mL que receberam 
200 mL do substrato — soro desproteinizado, filtrado e adicionado de 
nutrientes, inóculo de Aspergillus niger AN 400, na forma de suspen-
são de esporos (2 x 106 esporos.mL-1). O meio foi previamente esterili-
zado antes da adição do inóculo em autoclave a 121ºC por 20 minutos. 

Os testes tiveram o pH inicial ajustado para 3,5, com uso de H2SO4 
P.A. A pesquisa foi conduzida em três fases: com adição de glicose ao 
soro (Fase I); com adição de sacarose ao soro (Fase II) e sem adição 
de fonte externa de açúcar (Fase III). A adição de glicose e a sacarose 
ocorreram nas concentrações de 50, 100 e 150 g.L-1.

Assim, na Fase I, a glicose foi aplicada em reatores denominados RFG 
(reatores com fungos e glicose), de modo que foram montados 10 reatores 
para cada uma das concentrações mencionadas, totalizando 30 reatores.
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Na Fase II, a sacarose foi utilizada em reatores denominados RFS 
(reatores com fungos e sacarose), totalizando 30 reatores, sendo mon-
tados 10 reatores para cada uma das concentrações mencionadas. 

Na Fase III, foram montados 10 reatores do tipo RF (reatores com 
fungo). Nessa fase, não houve adição de fonte externa de carbono, o 
único açúcar disponível no meio foi a lactose natural do soro.

O experimento em batelada ocorreu ao longo de 10 dias. A cada 
24 horas, um reator era colocado fora de operação em cada uma das 
fases e para cada uma das concentrações empregadas, estudando-se 
tempos de reação de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 dias.

Os reatores foram incubados em mesa agitadora a 150 rpm, a 
uma temperatura de 30ºC. Na Tabela 1, são apresentados os reatores 
em função da concentração do cossubstrato e dos tempos reacionais.

As análises físico-químicas determinadas foram oxigênio dissol-
vido (OD), utilizando medidor portátil de oxigênio dissolvido Quimis 
Q-758P; pH, pelo pHmetro de bancada Quimis Q-400AS; e ácido 
cítrico, pelo método modificado de Marier e Boulet (1958).	

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O soro de queijo usado nos reatores durante o período estudado apre-
sentava as características conforme a Tabela 2.

A composição do soro pode variar muito dependendo da qualidade 
do leite e do tipo de queijo produzido. A DQO do soro pode apresentar 

intervalo de 50 a 102 g.L-1 e os sólidos em suspensão, entre 1,3 e 22 g.L-1 
(CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013). Essas características tornam 
o soro de queijo um poluente em potencial para o ambiente, por seu 
alto volume produzido e elevada carga orgânica (SISO, 1996).

Sem adição de cossubstrato (RF), a maior produção de ácido 
cítrico ocorreu em 9 dias de fermentação, a qual foi de 1.106 mg.L-1. 
Em contrapartida, nos reatores em que havia soro e glicose, chegou-se 
a concentrações de 1.965 mg.L-1 (10º dia), 2.379 mg.L-1 (10º dia) e 
502 mg.L-1 (3º dia), respectivamente, em RFGI, RFGII e RFGIII, indi-
cando que a concentração ótima de glicose foi de 100 g.L-1, a qual, 
junto à fonte de carbono que se constitui o soro, resultou em uma 
DQO inicial de 211 g.L-1.

Entretanto, quando a fonte complementar de carbono foi a saca-
rose, observou-se a maior concentração de ácido cítrico em RFSIII 
(1.803 mg.L-1), no 10º dia de fermentação. Nos demais reatores que 
receberam sacarose, foram registradas concentrações de 1.373 mg.L-1 
(RFSI) e 1.092 mg.L-1 (RFSII), ambos no terceiro dia. Esses resultados 
apontaram para tendência do aumento da eficiência de produção de 
ácido cítrico na presença de glicose e sacarose como cossubstratos, 
visto que foram capazes de impulsionar a produção do ácido em con-
centrações específicas. Para a sacarose, a maior produção foi obtida 
utilizando-se 150 g.L-1 do açúcar, enquanto para a glicose, a maior pro-
dução ocorreu quando esta foi adicionada em 100 g.L-1, sobrepondo 
os resultados dos demais reatores.

Na Figura 1 é apresentada a variação da produção de ácido cítrico 
nos reatores em estudo — RF, RFGI, RFGII e RFGIII (A) e RF, RFSI, 
RFSII e RFSIII (B).

No entanto, um aspecto importante que deve ser avaliado é a pro-
dutividade, ou seja, a avaliação da produção da maior quantidade de 
ácido gerado pontualmente ao longo do tempo, considerando-se ainda 
sua concentração inicial no substrato de fermentação e a maior pro-
dução dele em menores tempos de reação. 

A importância de se avaliar a produção no ponto da produtivi-
dade reside também em minimizar gastos desnecessários que pode-
riam contribuir para onerar o processo de produção, pois um tempo 
maior de fermentação e a adição desnecessária de substâncias extras 
podem reduzir o retorno econômico.

Assim, as melhores produtividades foram alcançadas pelo reator 
RFSII, o qual apresentou 745 mg.L-1.dia, conforme Tabela 3, seguido 
de RFSI (458 mg.L-1.dia) e de RF (313 mg.L-1.dia).

Em termos de produtividade, a adição da sacarose no meio mostrou 
ser mais vantajosa, o que vai ao encontro da literatura, pois, segundo 
reportaram alguns autores (GREWAL; KALRA, 1995; HOSSAIN; 
BROOKS; MODDAX, 1984), entre os açúcares utilizados, a sacarose 
é a mais favorável à fermentação para produção do ácido cítrico, e a 
natureza e as concentrações dos açúcares presentes no meio podem 
exercer influência direta na produção do referido ácido.

Tabela 1 – Reatores em função da concentração do cossubstrato e dos 
tempos reacionais estudados.

Reator
Cossubstrato 

(g.L-1)
Composição do meio reacional

RF –
Reator com fungo e sem 
adição extra de açúcar

RFGI 50

Reator com fungos e glicoseRFGII 100

RFGIII 150

RFSI 50

Reator com fungos e sacaroseRFSII 100

RFSIII 150

RF: reatores com fungo; RFG: reatores com fungos e glicose; RFS: reatores com 

fungos e sacarose. 

Tabela 2 – Características do soro de queijo utilizado nos reatores.

Variável Concentração média ± desvio padrão

pH 6,47 ± 0,06

DQO (g.L-1) 94,07 ± 8,21

Sólidos totais (g.L-1) 68,6 ± 1,19

Sólidos suspensos (g.L-1) 7,2 ± 1,60

DQO: demanda química de oxigênio.
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Uma vez que a sacarose é um açúcar de peso molecular relati-
vamente baixo, o que facilita seu transporte e hidrólise por enzimas 
intracelulares e favorece seu uso como principal fonte comercial de car-
bono (KUBICEK; ROHR, 1986; SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). 

No entanto, com adição de 150 g.L-1 de sacarose, houve dimi-
nuição da produtividade do ácido cítrico, o que estaria relacio-
nado à inibição por excesso de substrato. Uma quantidade maior 
de açúcar no meio não resulta necessariamente em maior produ-
ção, o que pode ser observado no trabalho de Santos (2005). O 
autor fez uso da linhagem de Aspergillus niger 10v10, junto ao meio 
sintético contendo 50, 100 e 150 g.L-1 de açúcar (xilose e glicose). 
A maior produção foi observada na presença de 50 g.L-1 dos açúca-
res (7,55 g.L-1 de ácido cítrico), enquanto as demais concentrações 

tiveram valores decrescentes à medida que se aumentava a quanti-
dade de açúcares no meio.

Nessa pesquisa, a adição de sacarose demonstrou ser benéfica nas 
concentrações de 50 e 100 g.L-1, pois promoveu as maiores produti-
vidades de ácido cítrico, o que é reforçado pelo trabalho de Yaykasli, 
Demirel e Yasar (2005), que também obtiveram bons resultados utili-
zando sacarose como fonte de carbono para produção de ácido cítrico 
ao variarem a concentração desse açúcar de 100 e 180 g.L-1, em meio 
com pH 2,0, a uma temperatura de 30ºC. O micro-organismo empre-
gado foi o Aspergillus niger A-9, imobilizado em gel de poliacrilamida. 
A concentração de 140 g.L-1 de sacarose foi a que resultou nos maio-
res níveis de produção de ácido cítrico, um pouco mais de 1 g.L-1 no 
4º dia de fermentação.
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Figura 1 – Variação da concentração de ácido cítrico nos reatores.

Tempo (dia)
Produtividade (mg/L.dia)

RF RFGI RFGII RFGIII RFSI RFSII RFSIII

1 * 66 * * 5 745 *

2 313 * * * 18 360 *

3 9 61 141 167 458 364 111

4 35 10 * * 318 267 76

5 * 16 85 * 198 128 48

6 37 31 2 44 95 153 153

7 17 * 6 * 85 122 *

8 73 13 83 * 121 101 35

9 123 108 200 * 10 * 15

10 65 197 238 12 50 10 180

Tabela 3 – Produtividade dos reatores em relação ao ácido cítrico ao longo do tempo de reação.

RF: reatores com fungo; RFG: reatores com fungos e glicose; RFS: reatores com fungos e sacarose; *não ocorreu produção de ácido cítrico, apenas seu consumo do meio.

A B
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Embora a adição de sacarose favoreça maior produção do ácido 
cítrico, por outro lado, o uso do soro de leite sem qualquer adição de 
fonte extra de carbono demonstrou viabilidade elevada, uma vez que 
a produtividade alcançada nos reatores RF foi a terceira melhor regis-
trada, superando inclusive a produtividade alcançada pelos reatores 
que receberam adição de glicose, RFGI, RFGII e RFGIII, nos quais os 
maiores valores para essa variável foram os mais baixos entre os demais 
reatores, respectivamente, 197 mg.L-1.dia-1 (10º dia), 238 mg.L-1.dia-1 
(10º dia) e 167 mg.L-1.dia-1 (terceiro dia). 

Assim, em termos de produtividade, a adição extra de glicose tendo 
soro de queijo como substrato não demonstrou ser viável, pois nos reato-
res que receberam apenas o soro como substrato a produtiviade foi cerca 
de 1,3 vezes superior à registrada nos reatores RFGII que obtiveram o 
maior rendimento entre os reatores que receberam glicose, endossando 
o potencial desse agroresíduo para a produção rentável do ácido cítrico.

O rendimento nos reatores RF, nos quais o soro foi empregado sem 
adição de açúcar, foi inferior apenas ao alcançado pelos reatores que 
receberam sacarose RFSI e RFSII que apresentaram produtividade de 
1,5 e 2,4 vezes superior à encontrada no reator RF. Esse fato é expli-
cado pela maior afinidade que os fungos teriam pela sacarose como 
fonte de carbono para a produção do ácido, em detrimento da lactose 
(SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003), açúcar naturalmente presente 
no soro. Isso assemelhou-se ao trabalho de pesquisa de López Ríos 
et al. (2006) que, em uma parte do estudo, utilizaram Aspergillus niger 
NRRL 2270 em soro de leite hidrolisado e conseguiram obter produção 
média de 5,88 g.L-1 de ácido cítrico, utilizando somente a lactose, mas 
quando suplementaram o hidrolisado de soro de leite com 90 g.L-1 de 
sacarose, obtiveram concentração média de até 8,41 g.L-1. 

Isso, em parte, corroborou com os resultados obtidos neste estudo, 
já que os reatores que receberam adição extra de sacarose tiveram 
melhor rendimento quanto à produção do ácido cítrico, no entanto a 
influência da lactose neste estudo se destacou com relação aos reatores 
contendo glicose, diferentemente do estudo de Dhillon et al. (2011).

Dhillon et al. (2011) utilizaram vários resíduos da agroindústria 
para produção de ácido cítrico, entre eles o soro de leite. Os resultados 
foram alcançados utilizando-se em seu experimento, independente-
mente do substrato empregado, as mesmas condições de fermentação, 
de modo que o soro de leite foi o que apresentou menor produção. Os 
autores atribuíram a produtividade baixa nesses meios em razão da 
galactose, componente da lactose, e seus produtos metabólicos que 
tenderiam a inibir a produção de ácido cítrico e taxa de utilização de 
glicose. No estudo já citado, foram utilizadas como inóculo duas linha-
gens diferentes de Aspergillus niger (NRRL 567 e NRRL 2001). Os rea-
tores receberam inóculo na concentração de 107 esporos/25 mL, man-
tendo-se o meio sob agitação de 200 rpm, ao longo de 4 dias. Para soro 
de leite, houve produção de 6,5 e 6,9 g.L-1 de ácido cítrico, respectiva-
mente, por A. niger NRRL 567 e A. niger NRRL 2001.

Na presente pesquisa, a maior concentração de ácido cítrico regis-
trada foi de 2,3 g.L-1, nos reatores RFGII, menos da metade da registrada 
por Dhillon et al. (2011), porém, como a produção desse ácido é cíclica 
ao longo do tempo, com picos de produção alternando-se com seu 
consumo, a avaliação em termos de rendimento do processo requer a 
análise da produtividade, o que não foi possível de verificar no traba-
lho de Dhillon et al. (2011).

Ainda em relação à produtividade, os maiores valores registrados 
nesta pesquisa foram obtidos nos primeiros dias, o que encontrou apoio 
nos relatos de Pastore, Hasan e Zempulski (2011), que apontaram o 
primeiro dia como tempo reacional ótimo para atingir as maiores pro-
dutividades de ácido cítrico. Particularmente, no caso dos reatores RF 
em relação aos RFSI, embora a produtividade tenha sido menor no 
primeiro, esta foi registrada em tempo menor, um dia antes do maior 
valor de produtividade apresentado por RFSI.

Além disso, as variações de produção de ácido cítrico em um meio 
com condições otimizadas são influenciadas, entre outros fatores, pela 
estirpe fúngica utilizada e pela composição do substrato (MOURYA; 
JAUHRI, 2000), uma vez que são diretamente relacionadas às con-
centrações dos açúcares e sua natureza (GREWAL; KALRA, 1995; 
MOURYA; JAUHRI, 2000).

Outra variável de grande relevância para a produção do ácido 
cítrico é o oxigênio dissolvido, o qual, dependendo da espécie envol-
vida, constitui-se em fator limitante para a eficiência do processo.

Gómez, Schnabel e Garrido (1988) afirmaram que para Aspergillus 
niger não existe diferença morfológica para obtenção de boa eficiência 
na produção do ácido cítrico, contanto que os níveis de oxigênio dis-
solvido no meio não fiquem abaixo de 40% de saturação. No trabalho 
de Santos (2005), a produção de ácido cítrico caiu quando o oxigênio 
dissolvido no meio ficou abaixo de 10% da saturação.

Nesta pesquisa, apesar de todos os reatores terem sido submetidos 
à mesma agitação orbital (150 rpm), o oxigênio dissolvido do meio se 
manteve em níveis mais altos em RF, registrando-se média acima de 
40% da saturação, que é o recomendado pela literatura. Os demais rea-
tores apresentaram tendências a níveis mais baixos, variando de 19 a 
25% da saturação de ar, em média.

De acordo com Sankpal, Joshi e Kulkarni (2001), a falta parcial ou 
total de aeração do meio, mesmo que por um espaço curto de tempo, 
é prejudicial e pode levar ao atraso o período de fermentação e, con-
sequentemente, a rendimentos baixos do ácido. Em contrapartida, em 
meios que possuem maiores concentrações de oxigênio dissolvido e 
maior agitação, a presença de ácido cítrico é maior (SANTOS, 2005).

A produção de ácido cítrico ocorre durante a fermentação aeró-
bia, de modo que, ao longo desse processo, o micro-organismo cresce 
lentamente quando o oxigênio dissolvido é fornecido em concentra-
ção baixa (YUGUO; ZHAO; XIAOLONG, 1999). Ainda é importante 
mencionar que o oxigênio funciona como um regulador da produção 
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e sua interrupção, mesmo que seja por pouco tempo, pode reduzir a 
velocidade de formação do ácido cítrico durante o processo (KUBICEK; 
ROHR, 1986).

Segundo Grewal e Kalra (1995), os valores críticos de oxigênio 
dissolvido para a fase de crescimento fica entre 9 e 10% da saturação 
com ar. Por outro lado, é importante também que o meio não apresente 
concentração excessiva de oxigênio dissolvido, pois nessa condição o 
acúmulo de ácido cítrico também será limitado (YUGUO; ZHAO; 
XIAOLONG, 1999), conforme observado no trabalho de Lu, Brooks e 
Maddox (1997), que, ao utilizarem taxas de ar elevadas, resultando em 
maior aeração, a produção de ácido cítrico foi prejudicada.

Outro fator a considerar é o pH do meio, que deve apresentar valo-
res mais baixos, pois assim ocorre a inibição da proliferação de bacté-
rias oportunistas. O pH, durante o processo de fermentação, tende a 
alterar-se à medida que há consumo ou liberação de ácidos orgânicos 
no meio, sendo que, na presente pesquisa, na maioria dos reatores, o 
valor do pH tendeu a aumentar em média 0,26 unidades nas primei-
ras 24 horas e, com o passar dos dias, atingiu valores mais baixos, infe-
riores a 3,0, em todos os reatores. Esses valores de pH baixo, segundo 
Papagianni (2007), inibem a produção de ácidos orgânicos indesejá-
veis, como o ácido glucônico e o ácido oxálico, cuja presença no meio 
reprime a excreção do ácido cítrico.

Mesmo que a sacarose tenha resultado em boa produtividade, em 
comparação com a série de reatores sem adição de hidratos de car-
bono externo, este ainda pode ser considerado mais viável sob o ponto 
de vista econômico, pois a utilização de fonte extra, além de tornar o 
processo mais oneroso, aumenta a carga orgânica do resíduo, podendo 

gerar resíduo final com carga orgânica superior à que se tinha antes de 
se iniciar o processo de produção do ácido.

CONCLUSÃO
O soro de queijo demonstrou ser um substrato potencial para pro-

dução de ácido cítrico por Aspergillus niger AN 400, obtendo-se, em 
apenas dois dias, 625,4 mg.L-1 desse ácido, resultando na segunda melhor 
produtividade (313 mg.L-1.dia-1), entre as composições estudadas, sem 
adição de qualquer outra fonte de carbono e/ou fonte extra de nitrogênio.

A sacarose demonstrou ser importante para o aumento da produti-
vidade, particularmente, quando adicionada ao meio na concentração 
de 100 g.L-1, em que foi registrado o maior rendimento, de 745 mg.L-1.
dia-1, sendo preferível em relação à glicose, a qual ao ser adicionada 
ao soro, principal substrato de fermentação, não resultou em resposta 
satisfatória quanto à produtividade do ácido cítrico.

Porém, é de grande importância ajustar e testar novas combinações 
em relação à suplementação do meio, tanto em relação ao tipo e à con-
centração do açúcar, substrato auxiliar, quanto de nutrientes, bem como 
outros fatores interferentes, a fim de que o processo de produção do 
ácido cítrico seja otimizado, de modo a se obter maiores rendimentos. 
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