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UTILIZATION OF RESIDUAL LIQUID ORANGE FROM JUICE PROCESSING AS CULTIVA-
TION MEDIUM OF PENICILLIUM CITRINUM: BIOLOGICAL DEPURATION OF THE RESI-
DUE AND ENZYME PRODUCTION. Penicillium citrinum grown in orange juice processing wastes
medium under continuous agitation was studied in order to establish optimal conditions (incuba-
tion period, incubation temperature, initial pH and nitrogen addition) for biomass and ribonu-
clease production, as well as, biological depuration of the wastes. Nitrogen addition to wastes
medium increased the biomass and ribonuclease production and provides COD reduction. The soy
meal shows to be the best nitrogen source. The conditions for a more favorable enzyme and bio-
mass production and COD reduction were initial pH 6.0 and temperature of 27°C. The maximum
value obtained for these parameters on optimal conditions of cultivation was 11 U/mL of enzyme,
4 mg/mL of biomass (dry matter) and 55% of COD reduction, in 96 hours of incubation.
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INTRODUCAO

Um dos principais problemas enfrentados pelas industrias
processadoras de suco de laranja é o grande volume de residu-
os solidos e liquidos, produzidos diariamente. Os sdlidos, cons-
tituidos pelas cascas, sementes e polpas sdo, na grande maioria
dos casos, transformados em “pellets’, os quais podem ser uti-
lizados como componente de ragdo animal. Dentre os despejos
liquidos, a “&gua amarela’, formada por proteinas, 6leos es-
senciais, pectinas, aglcares, &cidos organicos e sais, € aquela
gue mais preocupa, pelos seus altos indices de matéria organi-
ca, 0 que a torna um agente de alto potencial poluidor.

Na busca de solugdes alternativas para o problema do des-
carte dos residuos, muitas industrias tém optado pelo uso de
microrganismos como agentes redutores de matéria organica
desses materiais ou para a eliminagdo ou reducdo de compos-
tos toxicosh23 .

Os fungos, em fungdo de suas caracteristicas de reproducédo
e crescimento, adaptam-se a uma grande variedade de
substratos, entre eles, efluentes de indUstrias processadoras de
alimentos, residuos agricolas e agro-industriais e residuos deri-
vados de petr6leo*6789 Ao se desenvolverem nesses meios
0S microrganismos consomem a matéria organica dos mesmos,
promovendo a redugdo de sua capacidade poluidora. Este fato
é constatado pela acentuada redu¢do da DQO (Demanda Qui-
mica de Oxigénio) e da DBO (Demanda Biogquimica de Oxigé-
nio)1®!. Fungos filamentosos de diversos géneros promove-
ram areducdo de 70 a 80% da DQO inicial de substratos como
agua de café, vinhaga, residuos de banana e lodo de filtro de
usina de agucar'?13,

O uso do crescimento microbiano para a redugdo do poder
poluidor de residuos permite ao mesmo tempo a bioconversdo do
substrato residual em biomassa microbiana, a qual tem servido
para a extracdo de proteinas, lipideos, &cidos nucleicos, ou mes-
mo para uso direto em racéo animal'*'®, além do aproveitamento
de compostos como &cidos organicos, vitaminas e enzimas,

excretados pelo microrganismo durante seu crescimento'®17:18,
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Residuos de agro-industrias como as processadoras de su-
cos citricos tém sido utilizados como substrato para a produ-
cdo de pectinases fungicas!®2921.222324  metano® e para
adsorcéo de corantes residuais®>.

Neste trabalho foram avaliadas as possibilidades de utili-
zacdo do residuo liquido da industria de beneficiamento de
suco de laranja, conhecido como “agua amarela”’, como com-
ponente do meio de cultura para o crescimento de Penicillium
citrinum, visando a associagé@o entre a reducéo da DQO e a
producdo de uma ribonuclese, a RNase P1. Esta enzima ultra
excretada por P. citrinum tem sido explorada comercialmente
no Japdo para a obtencdo de nucleotideos de sabor (5"-GMP
e 5-IMP) os quais sdo obtidos em milhares de toneladas/ano
e comercializados em paises asiaticos, europeus e recente-
mente na América, adicionados a condimentos e alimentos
pré-preparados®®27?8. Foram realizados variados testes com
diferentes espécies fungicas, constatando-se boa adaptacdo do
P. citrinum ao residuo estudado, além da producdo da enzima
em quantidades consideraveis e a redugdo da DQO do resi-
duo. Testes empregando agua amarela, suplementada com
nutrientes minerais, indicaram uma influéncia positiva no
crescimento fungico, na producdo de enzimas e na reducdo
da DQO.

MATERIAL E METODOS

O microrganismo utilizado, Penicillium citrinum (1Z:1501),
foi fornecido pelo Departamento de Tecnologia Rural,
ESALQ/USP (Piracicaba). O RNA de Candida utilis foi ex-
traido e fornecido pela Companhia Agroindustrial Ometto
(Iracemapolis -SP). O residuo liquido (dgua amarela) foi for-
necido pela Citrovita Ind. S/A (Catanduva-SP). O adubo mi-
neral, contendo os elementos Nitrogénio, Fosforo e Potassio,
NPK (19:10:19-Manah) e a farinha de soja (Macrobrasil) fo-
ram adquiridos no comércio. Os componentes do meio de
cultura foram adquiridos da Oxoid e os demais reagentes da
Sigma e Merck.
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Meios de cultura

Foram utilizados 100 mL dos seguintes meios de cultura:

Meio 1- Semi-sintético, composto por (p/v) 5 % de glicose,
0,5% de peptona, 0,2% de KNO3, 0,4% de CaCl,, 0,4% de
M@gSO, e 1 mL de solugdo de micronutrientes (5% de ZnSOj.
7H20, 1% de Fe(NH4)2(S0,) 2 .6 H20, 0,25% de CuSO4.5 H,0,
0,05% de MnS0O4 .1 H,0, 0,05% de H3BO3 e 0,05% de NaMoOy).

Meio 2 - Agua amarela

Meio 3 - Agua amarela suplementada com 0,2% de KNO3,
0,4% de CaCl,, 0,4% de MgSO, e 1 mL de solugdo de
micronutrientes.

Meio 4 - Meio 3 sem adi¢do de KNOs .

Meio 5 - Meio 3 sem a solugéo de micronutrientes.

Cultivo do Microrganismo

Uma suspens3o equivalente a 107 esporos foi transferida para
50 mL do meio 1, em frasco Erlenmeyer, o qual foi mantido sob
agitacdo (250 rpm) por 24 horas. Parte desse material (5 mL) foi
utilizado para inocular 100 mL de cada meio descrito anterior-
mente, contido em frascos Erlenmeyer. A incubagdo ocorreu por
periodos de 24 a 120 horas, sob agitagdo, a 28°C.

Medida da atividade enziméatica

A atividade ribonucleolitica foi avaliada em mistura contendo
1 mL de tampéo acetato 0,25M pH 5,0, 0,2 mL de solugéo enzima
tica (meio de cultura livre da biomassa) e 0,3 mL de solugdo de
RNA, atemperatura de 65°C. Apds 30 minutos, a reacdo foi inter-
rompida por resfriamento em banho de gelo e o RNA ndo hidroli-
sado foi precipitado com a adicdo de etanol a 0°C. Apds
centrifugaco, foi determinado o valor da absorbancia do sobrena-
dante a 260 nm para a determinagdo da quantidade de nucleotideos
liberada, de acordo com o método proposto por FUJIMOTO et
a2, Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade que
libera 1 mmol de nuclectideos por minuto, nas condigdes do en-
saio. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 10.600.

Procedimentos analiticos

Apbs o periodo de crescimento, a suspensdo foi filtrada a
véacuo em papel Whatman n° 1 e amassa micelial foi mantida
a 105°C por 24 horas para a determinagdo do peso seco. A
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi determinada através
de método colorimétrico?®. Os aglicares redutores totais (ART)
foram dosados pelo método do 4cido 3,5 dinitro-salicilico™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Crescimento de Penicillium citrinum em meio contendo
agua amarela

Na figura 1 estdo representados os dados da producdo de
biomassa e da atividade enzimética, além da variacdo dos va-
lores da DQO da &gua amarela, durante o periodo de cresci-
mento do Penicillium citrinum.

A quantidade méxima de biomassa, produzida nos meios
contendo &gua amarela (meios 2 e 3), foi praticamente a metade
daguela obtida em meio semi-sintético (meio 1), embora o mi-
crorganismo tenha atingido o crescimento méximo entre 96 e
120 horas de cultivo, em todos os meios. Por outro lado, a pro-
ducéo de ribonuclease, nos meios de cultivo compostos pelo
residuo e suplementados com nutrientes minerais (Fig. 1b), foi
maior quando comparada a0 meio semi-sintético (Fig. 1a), des-
crito em literatura como 6timo para a produgéo de ribonuclease™.
Este fato sugere a existéncia de certos componentes no residuo
gue estimularam a producédo e liberacdo da enzima.
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A reducdo da DQO do meio de cultura contendo dgua ama-
rela, a qual manteve-se em torno de 16500 mg/L no inicio do
tratamento, atingiu 45% em 96 horas, quando houve a suple-
mentacdo com macro (N, P, Mg, K) e micronutrientes (Zn,
Mo, Mn, Fe, Bo). Na auséncia dos suplementos minerais
(meio 2) a reducdo foi de apenas 35% (Fig. 1). Os demais
meios testados (meios 4 e 5) apresentaram resultados seme-
Ihantes ao meio 3 (suplementado) indicando que apenas os
macronutrientes influenciaram no crescimento fungico e na
producéo da enzima. A falta desses nutrientes provocaria, pro-
vavelmente, o desbalanceando da relacdo C:N:P, necessaria
ao desenvolvimento microbiano. Véarios trabalhos tém de-
monstrado que a suplementacdo de Nitrogénio e Fésforo inor-
ganicos pode aumentar a producéo de biomassa e de protei-
nas microbianas em meios de cultivo compostos por residuos
agro-industriais® 33 .
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Figura 1. Produgdo de Biomassa e de Ribonuclease por Penicillium
citrinum e reducdo da DQO do meio de cultivo, funcdo do tempo de
incubacdo. Fig. 1a = meio semi-sintético; Fig. 1b = 4gua amarelada
suplementada com macro e micronutrientes; Fig. 1c = agua amarela
ndo suplementada.

2. Efeito da fonte de Nitrogénio sobre o crescimento fungico

A tabela 1 mostra que a adi¢cdo de Nitrogénio levou a um
aumento da producdo de biomassa e de ribonuclease, assim
como a reducdo da DQO do residuo. As fontes de nitrogénio
gue proporcionaram os melhores resultados foram o adubo
inorganico NPK e farinha de soja. Entretanto, a producdo de
ribonuclease foi cerca de 4 vezes superior quando a fonte de
nutrientes foi a farinha de soja. Esta Ultima foi, portanto, a
fonte de nitrogénio escolhida para suplementar os meios nos
ensaios posteriores.
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Tabela 1. Efeito da fonte de Nitrogénio sobre a producdo de
biomassa, de ribonuclease e redu¢do da DQO

FONTE BIOMASSA UNIDADE REDUCAO

DE N (0,5%) (mg/ mL) DE ENZIMA DA DQO
(V) (%)
controle 1,24 3,0 52,3
(NHy4)3PO4 1,64 1,7 515
(NH4)2S04 1,31 2,1 53,3
NPK 2,00 2,0 60,3
KNO3 1,43 41 48,7
Farinha de soja 1,88 8,6 56,5

O microrganismo Penicillium citrinum, foi incubado por 96 horas
a 27°C, em meio de cultivo composto pelo residuo liquido da
industria processadora de suco de laranja, a 4gua amarela .

3. Efeito da temperatura e pH de cultivo sobre o
crescimento fungico

Em meio residua contendo apenas farinha de soja, 0 maior
crescimento microbiano foi obtido quando o pH inicial do meio
foi 6,0, enquanto que a maior producédo da ribonuclese deu-se
em pH 4,0 e 5,0 (Fig. 2). Esses resultados corroboram os citados
em literatura®, nos quais a neutralizagdo do meio de cultura (pH
6,0 e 7,0) reduz a estabilidade da ribonuclease de P. citrinum.
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Figura 2. Efeito do pH inicial do meio de cultivo sobre a producéo de
biomassa, e de ribonuclease por P. citrinum e sobre a reducéo da

QDO, em meio composto por agua amarela suplementada com macro
e micronutrientes.

Embora a produgdo de ribonuclease tenha sido 20% maior
em pH 5,0 pode-se considerar que o cultivo do fungo em pH
6,0 torna-se mais interessante, visto que, nesse pH, a reducdo
da DQO chegou a 55% contra 30% obtida em pH 5,0.

A temperatura de incubag@o que proporcionou maior produ-
¢80 de biomassa foi 27°C (Fig. 3). Entretanto, ndo foram cons-
tatadas diferencas significativas com relagéo a reducéo da DQO,
aqual ficou em torno de 55% nas temperaturas de cultivo estu-
dadas. Uma possivel explicacdo para este fato seria a eliminagdo
da matéria orgénica em forma de CO, ou como outros compos-
tos voléteis em temperatura acima de 30°C, os quais ndo passa-
riam a fazer parte da biossintese de massa celular®®. Cabe des-
tacar porém, que a DQO pode ser diminuida ndo somente pela
utilizagdo da matéria orgénica para crescimento € manutengao
da biomassa microbiana, mas também pelo processo de adsorcéo
de componentes do residuo & superficie da célula®*’,

A reducgdo na producdo da enzima em func&o da temperatu-
ra ndo foi proporcional a redugdo da producdo de biomassa, a
qual foi a mesma em temperaturas de 30 e 35°C. Estudos com
bactérias demonstraram que a variagdo da temperatura de cul-
tivo leva também a uma modificacdo no tipo de enzima
despolimerizante liberada, em decorréncia de modificaces no
sistema de transporte dos indutores das mesmas™.
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Figura 3. Efeito da temperatura de cultivo sobre a producdo de
biomassa e de ribonuclease por P. citrinum e sobre a reducéo da
QDO do meio, composto por agua amarela supelementada com macro
e micronutrientes em pH 6,0.

O crescimento de Penicillium citrinum, determinado pela
variac8o da massa micelial, ficou abaixo do valor esperado
(8 mg/mL), tomando-se como referéncia 0 meio semi-sintético,
mesmo apos as otimizagles feitas. Este resultado deve-se, pro-
vavelmente, a complexidade do residuo estudado, o qual contém
polimeros ndo prontamente disponiveis ao fungo. Os residuos
agro-industriais, entre eles o residuo de industrias processadoras
de sucos, contém apreciaveis quantidades de celulose, hemicelu-
lose e pecting, os quais, sendo componentes da parede vegetal,
s30 arrastados pelo esmagamento da polpa®.

O valor do ART, determinado no residuo, ficou ao redor de
2 mg/mL, aumentando cerca de 120% ap6s 24 horas do inicio
do crescimento do fungo. Este dado sugere a agdo de enzimas
liticas produzidas pelo microrganismo durante a fase de adap-
tacdo ao meio (lag fase), as quais atuariam sobre os polimeros
de aglcar presentes no mesmo.

O uso da &gua amarela para cultivo de P. citrinum mostrou-se
vidvel tanto para a producdo de ribonuclease quanto para a redu-
¢80 da matéria organica da mesma. O valor de DQO do residuo
inicial foi reduzido em 55%, ficando em torno de 9.000 mg O, /
L, o que ainda ndo permite 0 seu descarte direto na natureza, mas
facilita o tratamento bioldgico em lagoas de depuracéo.

Deve ser considerado no entanto, a necessidade do monito-
ramento da produc&o da toxina citrinina durante o crescimento
do fungo. Vé&rios trabalhos tém indicado a presenca dessa toxi-
na em determinadas condicdes de cultivo3®% 41, Por outro lado,
tem sido demonstrado ser possivel a inibicdo da sintese da
mesma variando-se a composicdo do meio de cultura®®*. Este
aspecto necessita ser melhor investigado.
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