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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 18

ACIDO CITRICO: UM ENFOQUE MOLECULAR

Leticia Fernanda Bossa
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia,
Universidade Estadual de Londrina

Londrina-Parana
Daniele Sartori

Departamento de Bioquimica e Biotecnologia,
Universidade Estadual de Londrina

Londrina-Parana

RESUMO: A molécula de éacido citrico é um
intermediario chave presente no ciclo do
Acido Citrico. Por ser amplamente utilizado
em varios segmentos industriais, € um dos
acidos organicos mais produzidos. Os fungos
do género Aspergillus, principalmente aqueles
pertencentes a sec¢ao Nigri, apresentam uma
grande importancia industrial na producéo
de enzimas e acidos organicos. A espécie A.
niger € uma das mais estudadas com relacdo a
producéo e acumulo de acido citrico, e também
€ amais utilizada em processos biotecnoldgicos.
Visto que, as primeiras reacdes do ciclo do Acido
Citrico e suas respectivas enzimas, interferem
diretamente na regulagdo da producéo do 4cido
orgénico, ha estudos analisando os genes e
seus respectivos produtos, que estao envolvidos
na producdo do &cido citrico. Sendo assim,
é citado nesse trabalho as enzimas citrato
sintase, isocitrato desidrogenase e aconitase
e 0s aspectos moleculares envolvendo as
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mesmas.
PALAVRAS-CHAVE: Acido citrico, Aspergillus,
citrato isocitrato

sintase, desidrogenase,

aconitase

CITRIC ACID: A MOLECULAR APPROACH

ABSTRACT: The citric acid molecule is a key
intermediate present in the Citric Acid cycle.
Because it is widely used in many industrial
segments, it is one of the most produced acids.
The fungi of the genus Aspergillus, especially
those belonging to the Nigri section, are of
great industrial importance in the production
of enzymes and organic acids. The A. niger
species is one of the most studied in relation to
the production and accumulation of citric acid,
and is also the most used in biotechnological
processes. Since the first reactions of the Citric
Acid cycle and their respective enzymes directly
interfere in the regulation and production of the
organic acid, there are studies analyzing the
genes and their respective products, which
are involved in the production of citric acid.
Therefore, the enzymes citrate synthase,
isocitrate dehydrogenase and aconitase and the
molecular aspects involving them are mentioned
in this work.

KEYWORDS: Citric acid, Aspergillus, citrate
synthase, isocitrate dehydrogenase, aconitase
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PROPRIEDADES GERAIS DO ACUMULO DE ACIDO CIiTRICO

A molécula de acido citrico € um intermediario chave presente no processo
de respiracdo aerdbica nos organismos. A nomenclatura oficial, segundo a Uniao
Internacional de Quimica Pura e Aplicada, é acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico.
Entre suas propriedades quimicas, esse composto possuitrés grupamentos carboxilicos
e apresenta uma estrutura cristalina na forma de sélido branco (MAX et al., 2010;
COSTA, 2011; CIRIMINNA et al., 2017; TONG et al., 2019).

Pode ser encontrado naturalmente em frutas citricas como lima, limao, abacaxi,
entre outras. No entanto, desde meados do século XX, quando o pesquisador americano
Currie verificou que a producgéo de acido citrico por linhagens de Aspergillus niger era
favorecida em condi¢des especificas, rapidamente foram surgindo diversas condicdes
fermentativas para suprir o consumo de acido pelo mercado (COSTA, 2011; FOOD
INGREDIENTES BRASIL, 2014; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2016;FRANCA, 2016;
CIRIMINNA et al., 2017; TONG et al., 2019).

Os mais variados segmentos como as industrias de alimentos, bebidas,
farmacéutica e cosméticos, utilizam o &cido citrico na composicdo de seus
produtos. Essa molécula pode ser empregada nas mais diversas formulacdes, por
apresentar inUmeras propriedades, como agente acidulante, agente sequestrante,
agente tamponante para controlar o pH, conservante, emulsionante, aromatizante e
flavorizante (SOCCOL et al., 2006; COSTA, 2011; FOOD INGREDIENTES BRASIL,
2014; CIRIMINNA et al., 2017; TONG et al., 2019).

Ha descrito na literatura trés metodologias para a producéo dessa molécula
orgéanica utilizando microrganismos: o processo Koji, a fermentacdo em superficie
e a fermentagcdo submersa, sendo que esta ultima é a mais utilizada na industria.
Fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, se destacam pela alta
produtividade e pelo acumulo desse acido em condi¢cées adequadas, porém a espécie
amplamente utilizada industrialmente tem sido Aspergillus niger (SANTOS, 2005; MAX
et al.,2010; FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2014; ADITIVOS & INGREDIENTES,
2016; TONG et al., 2019).

O GENERO ASPERGILLUS E O ACUMULO DE ACIDO CiTRICO

O género Aspergillus possui grande numero de seus representantes empregados
em fermentacdes de larga escala, para a producéo de compostos bioativos, acidos
organicos e enzimas. Este género, segundo os trabalhos de Houbraken et al., (2014)
e Hubka et al., (2014) € composto de 20 secbes e quatro subgéneros sendo eles
Aspergillus, Circumdati, Fumigati e Nidulantes (HOUBRAKEN et al., 2014; HUBKA et
al., 2014; SAMSON, et al., 2014; PARK et al., 2017; FRISVAD et al., 2018; TONG et
al., 2019).

Os fungos desse género que apresentam importancia industrial, sdo em sua
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maioria pertencentes a secéo Nigri (PARK et al., 2017). Esta secdo, que atualmente
possui 27 espécies (HOUBRAKEN et al., 2014; SAMSON et al., 2014; FUNGARO
et al., 2017), se destaca por contar com linhagens que receberam o status GRAS
(Generally Regarded as Safe), ou seja, que sao seguras para serem utilizadas em
condicoes industriais, como por exemplo Aspergillus niger (VARGA et al., 2011; PARK
et al., 2017; FRISVAD et al., 2018).

A espécie A. niger € uma das mais estudadas com relagdo a producéo e
acumulo de &cido citrico. Muitos trabalhos sao encontrados na literatura apresentando
as diferentes otimizacdes para a producao deste composto orgéanico, pois alguns
fatores interferem de forma direta nesse processo (FOSTER, 1949; ACOSTA, 1994;
COSTA, 2000; RODRIGUES, 2006; PASTORE et al., 2011).

Entre esses fatores podem ser citados: fonte de carbono, nitrogénio e fosfato;
pH; aeragéo; concentragdo de oligoelementos e o microrganismo produtor (FOSTER,
1949; GREWAL et al., 1995; RODRIGUES, 2006; PAPAGIANNI, 2007; MAX et al.,
2010; PASTORE et al., 2011). E conhecido que a fonte de carbono e de fosfato mais
adequada para a producao do acido citrico, sao a sacarose e o fosfato de potassio
monobasico, respectivamente (FOSTER, 1949; GREWAL et al., 1995; RODRIGUES,
2006; PASTORE et al., 2011).

Com o passar dos anos e visando a sustentabilidade, variadas fontes de carbonos
provenientes de residuos agroindustriais, foram sendo avaliadas para producao de
acido citrico utilizando A. niger. Como exemplos podem ser citados: filtrado de farinha
de milho (WANG et al., 2017), bagaco de cana-de-acucar (FRANCA, 2016); polpa
citrica (RODRIGUES, 2006); soro de leite (EL-HOLI and ALDELAIMY 2003), entre
outros.

O fungo A. niger & amplamente descrito na literatura para a producéo de &cido
citrico (RODRIGUES, 2006; AUTA et al., 2014; HU et al., 2014; HU et al., 2016). Porém,
outros Aspergillus pertencente a secao Nigri sédo relatados por possuir a capacidade
de acumular esse acido organico em quantidades significativa, como: Aspergillus
carbonarius (WEYDA et al., 2014; YANG et al., 2015; YANG et al., 2017), Aspergillus
kawachii, Aspergillus luchuensis e Aspergillus awamori, este ultimo reclassificado
como Aspergillus welwitschiae (HONG et al., 2013; FUTAGAMI et al., 2015; TONG et
al., 2019).

ASPECTOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NO ACUMULO DO ACIDO CIiTRICO

As primeiras reacdes do ciclo do acido citrico e suas respectivas enzimas,
interferem diretamente na regulacéo e producdo do acido citrico. Tendo em mente a
sua importancia, estudos realizaram a analise dos genes e seus produtos que estao
envolvidos na producao deste acido organico (PEL et al., 2007; ANDERSEN et al.,
2011).
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Quanto ao acumulo de acido citrico, é conhecido haver principal participacéo das
trés primeiras reac¢des do ciclo do acido citrico. Estas reacbes séo catalisadas pelas
enzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase e aconitase (PAPAGIANNI, 2007;
AKRAM, 2014).

Segundo informag¢des do banco de dados National Center for Biotechnology
Information (NCBI), para essas proteinas ja foram depositadas sequéncias das mais
variadas espécies fungicas.

ASPECTOS MOLECULARES DA CITRATO SINTASE

Para a formacgéo do acido citrico, em sua forma de citrato, é necessario que a
enzima citrato sintase realize a condensacéo do oxaloacetato com o acetil-CoA, na
primeira reacao do ciclo do acido citrico (AKRAM, 2014). Esta reacao € considerada o
primeiro ponto de regulacao da via. Sua atividade é menor quando ocorre inibicao por
retroalimentac&o do seu produto, NADH e adenosina trifosfato (ATP). Em contrapartida,
sua atividade é estimulada pela adenosina difosfato (ADP) (NELSON e COX, 2011;
VOET e VOET, 2013; AKRAM, 2014).

Conforme descrito por Pel et al. (2007), a linhagem CBS 513.88 de A. niger,
apresenta uma citrato sintase citosélica e trés enzimas putativas na mitocéndria. Dentre
as formas de citrato sintases descritas até o momento, a citrato sintase codificada pelo
gene citA, tem sido melhor estudada. Em geral, a enzima citrato sintase codificada
por citA, localizada na mitocéndria, possui trés éxons e seis introns, e codifica uma
proteina com 465 aminoacidos com um dominio conservado (RUIJTER et al., 2000;
PEL et al. 2007; NCBI, 2019).

Ruijter et al. (2000), constataram que a enzima citrato sintase em A. niger,
codificada pelo gene citA, apresenta massa molecular desnaturada da enzima de
48 kDa. Enquanto que, durante o procedimento de filtracdo em gel utilizado pelos
pesquisadores, a massa molecular seria de aproximadamente 80 kDa, indicando que
a enzima nativa teria o formato de um dimero (RUIJTER et al., 2000).

Outra informacgao relevante foi encontrada na porcdo C terminal da proteina
codificada por citA, que contém uma sequéncia alvo peroxissomal (AKL) em duplicata.
Essa mesma sequéncia alvo ja foi verificada nos genes que codificam citrato sintase
de N. crassa e A. nidulans (RUIJTER et al., 2000).

Murray e Hynes (2010), descreveram que Aspergillus nidulans possui um unico
gene citA que é capaz de codificar uma proteina com sequéncias de direcionamento
mitocondriais e peroxissémicas. No entanto, estudos tém demonstrado que A.
nidulans possui 0s genes que codificam tanto a citrato sintase como a metilcitrato
sintase, genes citA e mcsA, respectivamente (PARK et al., 1997; BROCK et al., 2000;
MURRAY and HYNES, 2010).

Com relagcéo a enzima metilcitrato sintase, foi constatado que a mesma possui
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sua localizacdo na mitocondria e que esta enzima possui tanto acéo de citrato sintase
como de metilcitrato sintase, que é importante para o metabolismo de propionil-CoA,
em microrganismos como A. nidulans e A. fumigatus (MURRAY and HYNES, 2010).

No mesmo estudo foi averiguado que a delecdo de citA, implica em menor
crescimento de A. nidulans em meios contendo glicose. Em contrapartida, a enzima
metilcitrato sintase pode ser regulada em situa¢des de inducdo por fontes carbono, e
a atividade desta ultima pode substituir a enzima citrato sintase deletada. Essa teoria
dos autores € sustentada pela incapacidade de obter um mutante duplo para citrato e
metilcitrato sintase (MURRAY and HYNES, 2010).

ASPECTOS MOLECULARES DA ACONITASE

A enzima aconitase é responsavel pela conversdo do citrato no intermediario
isocitrato, na segunda reacdo do ciclo do Acido Citrico (AKRAM, 2014). Possui em
sua estrutura um centro ferro-enxofre no seu sitio ativo. A atividade enzimatica pode
ser regulada por ions como Cu?*, Fe®* e Mn?*, sendo que o primeiro favorece a maior
producéo de 4cido citrico, enquanto que os outros dois ions diminuem esse rendimento
(KUBICEK E ROHR, 1985; ACOSTA, 1994).

Oberegger et al. (2002), verificaram que em cepas de A. nidulans a influéncia do
ion ferro sobre o gene acoA, que codifica a enzima aconitase € dependente de ferro
como cofator, e que a regulacédo da enzima foi reprimida com a deplecao de ferro.
Discutiu-se também, que a homeostase de ferro pode sofrer regulagcao transcricional
dependente de fator SREA ou pela expressdo de um gene putativo que codifica
uma metaloredutase contendo grupo heme, denominado freA (OBEREGGER et al.,
2002).

Ja Fazius et al. (2012), descreveram em A. fumigatus a presenca de dois genes
que codificam aconitases distintas em seu genoma, denominadas de AcoA e AcoB.
Apl6s a purificagdo da proteina obteve-se que a aconitase AcoA, apresenta 787
aminoacidos com uma sequéncia de importacdo mitocondrial de 33 aminoéacidos,
sendo essencial para o crescimento do fungo (FAZIUS et al., 2012).

A aconitase AcoB ja foi descrita em A. fumigatus e A. nidulans, contendo apenas
um intron na sequéncia de importacdao mitocondrial. Um homologo de AcoB presente
no genoma de Penicillium chrysogenum mostrou 86% de identidade com AcoB de A.
fumigatus, e esta segunda aconitase esta relacionada com a via do a-aminoadipato
(FAZIUS et al., 2012).

Além da duas aconitases citadas (AcoA e AcoB), uma terceira enzima aconitase,
denominada de AcoC foi identificada no genoma de A. fumigatus, porém sem maiores
informacdes até o momento. No entanto, em A. niger (CBS 513.88), é conhecido
que a enzima aconitase possui sequéncia de 817 aminoacidos, com dois dominios
conservados e oito éxons (FAZIUS et al., 2012; NCBI, 2019).
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ASPECTOS MOLECULARES DA ISOCITRATO DESIDROGENASE

A enzima isocitrato desidrogenase catalisa a terceira reagdo do ciclo do Acido
Citrico onde ocorre a conversao de isocitrato a a-cetoglutarato. A reacao catalisada por
essa enzima é considerada o segundo ponto de regulacéo do ciclo. Em sua estrutura
catalitica possui o ion manganés (Mn*2) em seu sitio ativo, um dos ions que participam
de sua regulagao junto com o magnésio (Mg*?) (BOWES e MATTEY, 1979; MEIXNER-
MONORI et al., 1986). Adicionalmente, a enzima pode ser inibida por ATP, enquanto
que ions célcio (Ca*?) juntamente com ADP estimulam sua atividade (NELSON e COX,
2011; VOET e VOET, 2013; AKRAM, 2014).

Segundo o estudo de Kirimura et al. (2002), as células eucaribticas possuem trés
enzimas isocitrato desidrogenase (ICDH), sendo que cada uma apresenta diferentes
funcbes metabdlicas com relacdo a especificidade do cofator e a sua localizagao
celular (KIRIMURA et al., 2002).

Uma das ICDHs, a isoforma mitocondrial e especifica para NAD*, € uma enzima
alostérica em formato de octdmero, com sua regulacdo realizada por NADH e
nucleotideos de adenina, tornando-a uma enzima reguladora chave do ciclo do Acido
Citrico (KIRIMURA et al., 2002).

As outras duas isoformas de ICDHs sdo especificas para NADP* e podem ser
encontradas tanto no citosol, quanto na mitocdndria. S&o encontradas principalmente
como homodimeros, sua regulacdo ndo é alostérica e sua regulacédo é dada
principalmente em nivel transcricional (KIRIMURA et al., 2002).

O gene que codifica a isocitrato desidrogenase (icdA) em A. niger CBS 513.88, o
qual codifica uma das isoformas localizadas na mitocéndria, apresenta cinco éxons e
7 introns. O gene icdA codifica uma sequéncia de 385 aminoacidos, com um dominio
conservado (NCBI, 2019).
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