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FERNANDES, Thaysa Amélia Bortoloti. Potencial de producéao de acido citrico por
Aspergillus welwitschiae em residuos de laranja. 2021. 58 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O Brasil € um dos maiores produtores globais de frutas citricas, sendo a laranja
responsavel por 82% do total da safra industrializada. Em 2020, o Brasil produziu 15,7
toneladas de laranja, as quais sdo destinadas a extracao industrial de sucos citricos.
Aproximadamente 60% do peso das frutas citricas correspondem a residuos como
bagaco, casca e sementes, 0s quais sdo gerados em grandes quantidades, e
apresentam alto valor nutricional para processos biotecnolégicos necessitando ser
destinados a local adequado. O acido citrico € um acido organico amplamente
utilizado na industria, devido a caracteristicas como conservante, antioxidante e
estabilizante, e pode ser obtido por processo Fermentativo em Estado Sodlido por
linhagens do género Aspergillus. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial de producdo de &cido citrico por linhagens de Aspergillus welwitschiae,
linhagem selvagem UELAs 15.262 e linhagem mutante UELAs 15.262/35 em residuo
de laranja. O residuo de laranja foi coletado, processado e utilizado como substrato
na Fermentacdo em Estado Sélido. Utilizou-se 107 conidios/mL de cada linhagem de
A. welwitschiae, em meio Prescott & Dunn (pH 4,0) a 37 °C. A cinética da producéo
de acido citrico foi avaliada ao longo de dez dias, sendo que, a cada dois dias o extrato
bruto foi analisado quanto a quantidade de &cido citrico, acucares totais, acucares
redutores e atividade celulasica. A producdo de acido citrico pela linhagem UELAs
15.262 foi constante ao longo dos dez dias. A linhagem UELAs 15.262/35 produziu a
maior quantidade de &cido citrico a partir do quarto dia (4,88 + 0,33 ¢g/L) de
fermentacdo. A utilizacdo de acUcares totais foi maior a partir do quarto dia,
correspondendo a 71,9% e 72,1% de acucar utilizado pelas linhagens UELAs 15.262
e UELAs 15.262/35, respectivamente. Os acgUcares redutores foram utilizados a partir
do segundo dia de fermentacdo. A producdo de celulases foi detectada a partir do
sexto dia de fermentacdo para a linhagem UEL As 15.262 (0,62 U/mL) e UELAs
15.262/35 (1,22 U/mL). Em conclusao, A. welwitschiae UELAs 15.262/35 apresentou
maior potencial para producéo de acido citrico em residuo de laranja, com producao
de acido citrico cerca de 50% maior em relacdo a A. welwitschiae UELAs 15.262.

Palavras-chave: &cido citrico; residuo de laranja; aspergillus; aspergillus
welwitschiae.



FERNANDES, Thaysa Amélia Bortoloti Fernandes. Potential for citric acid
production by Aspergillus welwitschiae in orange waste. 2021. 58 p. Dissertation
(Master in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Brazil is one of the largest global producers of citrus fruits, with orange accounting for
82% of the total industrialized harvest. In 2020, Brazil produced 15,7 tons of oranges,
which are destined for the industrial extraction of citrus juices. Approximately 60% of
the weight of citrus fruits corresponds to wastes such as bagasse, peel and seeds,
which are generated in large quantities, and have a high nutritional value for
biotechnological processes that must be disposed of in appropriate place. Citric acid
is an organic acid widely used in industry, due to characteristics such as preservative,
antioxidant and stabilizer, and can be obtained by the Fermentative process in Solid
State by strains of the genus Aspergillus. In view of this, the objective was to evaluate
the production potential of citric acid from Aspergillus welwitschiae UELAs 15.262 wild
strains and Aspergillus welwitschiae UELAs 15.262/35 mutant strain in orange waste.
The orange waste was collected, processed and used as a substrate in Solid State
Fermentation. Used 107 conidia/mL of A. welwitschiae strain UELAs 15.262 or UELAS
15.262/35 in Prescott & Dunn medium (pH 4.0) and incubation at 37 °C. The kinetics
of citric acid production occurred over ten days, and every two days the crude extract
was analyzed for the amount of citric acid, total sugars, reducing sugars and cellulose
activity.The production of citric acid by the UELAs 15.262 strain was constant
throughout the ten days. The UELAs 15.262/35 strain produced the highest amount of
citric acid from the fourth day (4,88 + 0,33 g/L) of fermentation. The use of total sugars
was greater from the fourth day on, corresponding to 71,9% and 72,1% of sugar used
by the strains UELAs 15.262 and UELAs 15.262/35, respectively. Reducing sugars
were used from the second day of fermentation. The production of cellulases was
detected from the sixth day of fermentation for the line UEL As 15.262 (0,62 U/mL) and
UELAs 15.262/35 (1.22 U/mL). In conclusion, the A. welwitschiae UELAs 15.262/35
showed greater potential for the production of citric acid in orange waste, with
production of citric acid about 50% higher compared to the A. welwitschiae UELAs
15.262 strain.

Keywords: citric acid; orange waste; aspergillus; aspergillus welwitschiae.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem sua economia voltada fortemente para a agricultura,
sendo um dos principais paises produtores de graos e frutas citricas. Laranjas,
limbes e tangerinas representam aproximadamente 98% de toda a safra
industrializada, sendo as laranjas as mais relevantes, com aproximadamente
82% do total. As frutas citricas sdo amplamente utilizadas na industria
alimenticia, para producdo de geleias, extracdo de sucos, de fibras, de éleos
essenciais e outros compostos. A producdo industrial gera toneladas de
residuos, os quais requerem destinacdo adequada a fim de contribuir com a
diminuicdo da poluicdo ambiental.

Os residuos agroindustriais sdo ricos em compostos organicos,
0s quais geralmente sdo fontes de acucares e de nitrogénio. Tal caracteristica
favorece a utilizacdo destes residuos como substratos em processos
fermentativos para obtencdo de novos compostos. A Fermentacdo em Estado
Solido é um dos processos mais utilizados no aproveitamento de residuos
sélidos e diferentes microrganismos, sejam bactérias, fungos ou leveduras, sédo
capazes de sintetizar diversos compostos de alto valor agregado. Dentre os
compostos que podem ser produzidos pelo processo fermentativo, tem-se o
acido citrico.

O &cido citrico é um acido organico, intermediario do ciclo do
acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs), amplamente utilizado na industria de
alimentos e bebidas, e na industria de produtos farmacéuticos e cosméticos. A
aplicacéo industrial deste 4cido é voltada como agente acidulante, conservante,
emulsificante e aromatizante. A obtencdo do acido citrico pode ocorrer a partir
de frutas citricas e também de microrganismos.

Os fungos apresentam enorme interesse biotecnoldgico, pois a
partir de seu metabolismo é possivel obter diversos compostos que podem ser
comercializados e utilizados na industria, como a producéo de enzimas, acidos
organicos, polissacarideos, pigmentos e outros. Fungos do género Aspergillus,
em especial o Aspergillus niger, sdo os principais fungos utilizados para a
producéo industrial de acido citrico. Similar a esta linhagem, tem-se o Aspergillus
welwitschiae, também potencial produtor de enzimas e acidos organicos, no

entanto ambas as linhagens séo potenciais produtores de micotoxinas.
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Portanto, um processo biotecnolégico deve considerar a
obtencdo de linhagens de Aspergillus potenciais produtoras de acido citrico,
seguras quanto a auséncia de producdo de micotoxinas e seus possiveis
mutantes, os quais podem ser obtidos por técnicas de mutagdo aleatéria ou
direcionada e tem potencial para aumentar a producdo de substancias de

interesse, em menor tempo, e de forma segura.
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2 OBJETIVOS
Avaliar o potencial de producdo de &acido citrico por

linhagens de Aspergillus welwitschiae, a partir de residuos de laranja.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

» Coletar e processar o residuo de laranja.

» Selecionar as melhores condi¢des abidticas para producdo
de acido citrico pelas linhagens de Aspergillus welwitschiae pelo processo
Fermentativo em Estado Sélido, utilizando residuo de laranja processado como
substrato.

* Quantificar o 4cido citrico, acucares totais e redutores, e

verificar a atividade de celulases durante o processo fermentativo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1ASPECTOS GERAIS DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

O Brasil possui uma das mais importantes economias baseadas
na agricultura. O pais € atualmente um importante produtor e exportador de suco
de laranja, acucar, café, cana-de-agucar, etanol, tabaco, e o segundo maior
produtor de soja, milho, frutas (SOUSA; CORREIA, 2010; ESTADOS UNIDOS,
2017).

A produgdo mundial de frutas citricas tem crescido
continuamente nas ultimas décadas, sendo o Brasil, Espanha, Italia, os Estados
Unidos e a China os principais produtores, representando mais de dois tercos da
producdo global (RIVAS et al., 2008). Laranjas, limdes, toranjas e tangerinas
representam aproximadamente 98% de toda a safra industrializada, sendo as
laranjas as mais relevantes, quanto a producao, com aproximadamente 82% do
total (MARIN et al. 2007).

A producédo de frutas destinada a extracao industrial de sucos
citricos proporciona grandes quantidades de residuos, e o destino desse material
representa um grande problema ambiental (RIVAS et al., 2008; PELIZER,;
PONTIERI; MORAES, 2007). Uma das alternativas para o uso dos residuos
agroindustriais € a aplicacdo como substrato em bioprocessos. Essa pratica
aliada a microrganismos selecionados, possibilita a producdo de compostos
bioativos, promovendo o crescimento de industrias secundarias, além de
contribuir com melhorias a poluicdo do meio ambiente (SANTOS, 2006).

Aliado ao valor dos residuos agroindustriais, estdo as
substancias agregadas aos residuos, que sdo encontrados na biomassa agricola
como, caules, palhas, folhas, raizes, cascas, sementes e bagaco de vegetais
(LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003; ALEXANDRINO et al., 2007; ROSA
etal., 2011). Dentre os diversos residuos agroindustriais, os residuos resultantes
da producdo de sucos citricos, como o suco de laranja, sdo fontes de varios
compostos bioativos, como agucares soliveis e insoluveis, fibras, acidos
organicos, aminoacidos e proteinas, minerais, 6leos e lipidios, flavonoides e
vitaminas (LOPEZ et al., 2004; SHIRAHIGUE; ANTONINI, 2020).
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De acordo com dados divulgados pelo “United States
Department of Agriculture” (USDA) (2020) na safra 2018/2019, a producéo global
de laranja atingiu 7,94 milhdes de toneladas, com aumento de 31% em relacdo
a safra de 2017/2018.

O Brasil contribui com 76% do comércio mundial de suco de
laranja, consolidando-se como o mais importante fornecedor global desse
produto. Além disso, conta com aproximadamente 12 mil produtores de laranja,
espalhados por mais de 800 mil hectares, cultivando 165 milhdes de &rvores
(KALAKI; NEVES, 2017).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Brasil produziu 17,6 milhdes de toneladas de laranja na safra de 2019,
com aumento de 5,6% em relacao a safra anterior. Na safra de 2020, houve uma
diminuicdo na producgéo brasileira, que ainda assim, atingiu 15,7 toneladas de
laranja.

Cerca de 45% a 60% do peso das frutas citricas correspondem
a residuos como bagaco, casca e sementes. Nesse sentido, os residuos sélidos
do processamento citrico industrial correspondem a aproximadamente 50% da
massa original de frutas, que consistem principalmente na casca (casca amarela
externa, epicarpo, mais a casca esponjosa branca interna, mesocarpo),
membranas e sementes (LEITAO et al., 2010).

A composicdo quimica da casca de laranja obtida na industria
de sucos citricos, como residuo do processo de extracdo, apresenta em média
13,2% de acucares, 3,0% de lipideos, 7,8% de proteinas, 3,0% de cinzas, 23,1%
de celulose, 10,7% de hemicelulose, 4,2% de lignina, 3,7% de amido, 4,50% de
flavonoides, 32,7% de pectinas e 4,35% de outros compostos como acidos
organicos (acidos citrico, malico e oxalico, que podem representar cerca de 1%
em peso da casca) e vitaminas, como a vitamina C (MANIN et al., 2007; RIVAS
et al., 2008; LEITAO et al., 2010).

No Brasil, a polpa citrica desidratada geralmente é destinada a
alimentacéo do gado na forma de pellet. A casca da laranja e o residuo de polpa
podem ser utilizados para fins alimenticios, como fertilizantes organicos, em
compostagem, como fonte de fibras e pectinas, como compostos com atividade
antioxidante, como fonte de enzimas e producdo de bioetanol (CARVALHO,
1992; ALEXANDRINO et al., 2007).
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Diversos estudos tem utilizado residuos de laranja como
substrato em processos fermentativos para a producdo de diferentes
substancias como acidos organicos e enzimas. Dentre os estudos que utilizam
os residuos da industria de sucos de laranja, tem-se a producéo de &cido elagico
e compostos fenolicos (SEPULVEDA et al, 2020), &cido D-latico
(BUSTAMANTE et al.,, 2019), acido latico (RICCI et al.,, 2019), pectinases
(GIESE; DEKKER; BARBOSA, 2008, MRUDULA; ANITHARAJ, 2011) e acido
citrico (ZAFIRIS et al., 1994; TORRADO, 2011).

3.2ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO

Acido citrico ou citrato de hidrogénio, de nome oficial acido 2-
hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico, € um &cido organico tricarboxilico fraco, que
estd presente na maioria das frutas citricas, como o liméo e a laranja. O acido
citrico puro é incolor, facilmente sollvel em agua, apresenta peso molecular de
192,12 g/mol, ponto de fusdo de 153 °C, é biodegradavel, econémico e seguro
(CARVALHO, 2005; ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013; SHETTY, 2015;
UZAH; AKANI; ODU, 2020). No quesito ambiental, o acido € rapidamente
degradado em sistemas de esgoto, solo e em aguas superficiais, ndo apresenta
riscos para o ambiente ou a saude humana (OECD, 2001; DHILLON, et al. 2011;
CIRIMINNA et al., 2017).

E um intermediario fundamental do Ciclo de Krebs, postulado
primeiramente por Hans Krebs em 1937, também chamado de “Ciclo do Acido
Tricarboxilico” ou de “Ciclo do Acido Citrico” (GREWAL; KALRA, 1995; NELSON;
COX, 2011; ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013).

O inicio do ciclo ocorre com uma reacao catalisada pela enzima
citrato sintase através da condensacédo de uma molécula de acetil-coenzima A
com uma molécula de oxaloacetato, formando o citrato (Fig. 1). Ap6és uma
sequéncia de sete reacoes, o citrato é convertido a oxaloacetato liberando duas
moléculas de COz2, regenerando uma molécula de oxaloacetato, promovendo o
ganho energético de trés moléculas de NADH, uma molécula de FADH2 e um
nucleotideo trifosfatado (ATP) (KUBICEK; ROHR, 1985; BEROVIC; LEGISA,
2007; NELSON; COX, 2011; TONG et al., 2019).
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Das oito reacoes, trés delas séo pontos de regulacéo do ciclo do
acido citrico. O primeiro ponto de regulacéo do ciclo ocorre com a citrato sintase
quando o suprimento de energia celular € alto, a enzima € inibida por
guantidades elevadas de ATP, acetil-coenzima A e NADH. O outros dois pontos
de regulagéo envolvem as enzimas isocitrato-desidrogenase e a-cetoglutarato-
desidrogenase (SCAINI et al., 2011; NELSON; COX, 2011).

Figura 1 — Ciclo do Acido Citrico

Acetil-CoA
Citrato
Oxaloacetato |socitrato
NADH "
Cl’cl? co, NADH
do acido
Malato citrico

a-Cetoglutarato

\ C0,
Fumarato NADH

FADH, Succinil-CoA

Succinato
GTP

(ATP)

Fonte: Nelson; Cox, 2011.

Os principais produtores e consumidores globais de acido citrico
sdo a China, Europa Ocidental e os Estados Unidos, sendo que a China contribui
com 70% da producéo global de &cido citrico (WANG et al., 2019). Em 2015, a
producdo mundial de acido citrico foi maior que um milhdo de toneladas
(CAMARGO et al., 2019).

Tecnologias para a producdo de &cido citrico tém sido
estudadas, e a utilizacdo de processos fermentativos € uma alternativa para

alcancar a producao de acido citrico em quantidades que supram a demanda
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comercial (AMATTO; BECI; BEOLCHINI, 2020; UZAH; AKANI; ODU, 2020). A
demanda por producdo de &cido citrico por processo fermentativo tem
aumentado, e avalia-se que a producdao mundial anual de acido citrico em 2020
seja de 2 milhdes de toneladas (HU et al., 2018; AMATO; BECI; BEOLCHINI,
2020).

A alta demanda de acido citrico se deve as diversas aplicacdes
deste acido. Dentre as quais, nas industrias farmacéuticas, na composicao de
produtos de higiene pessoal, cosméticos e anticoagulantes, na industria
alimenticia, na producdo de bebidas, como conservante, emulsificantes,
antioxidantes, tamponantes e estabilizantes e ainda bastante utilizado na
indUstria ambiental, em processos de remediacdo ambiental (ANGUMEENAL,;
VENKAPPAYYA, 2013; CIRIMINNA et al., 2017; UZAH; AKANI; ODU, 2020).

Um dos principais processos para a producao de acido citrico, €
por via fermentativa, a qual pode utilizar diversos tipos de substratos, como 6leo
de canola (GOOD et al., 1985), bagaco de mandioca (PRADO et al., 2005),
residuos de laranja (RIVAS et al., 2008), uva (HANG; WOODAMS, 1986), casca
de kiwi (HANG; LUH; WOODAMS, 1987), residuos de cervejaria (HANG et al.,
1977), dentre outros.

3.2.1 Processos Fermentativos Para Producdo de Acido Citrico

Os processos fermentativos podem ser realizados por trés tipos:
Fermentacdo Submersa, Fermentacdo em Superficie e Fermentacdo em Estado
Solido (ACOSTA, 1994; BEROVIC; LEGISA, 2007; SHOW et al. 2015; AMATTO,;
BECI; BEOLCHINI, 2020).

A Fermentacdo Submersa € caracterizada pelo crescimento do
microrganismo em meio de cultura liquido, como melaco e caldos, (GIBBS et al.,
2000; SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012; BEHERA, 2020). Pastore, Hasan e
Zempulski (2011) utilizaram Fermentagcdo Submersa com meio de Prescott &
Dunn e A. niger para produzir acido citrico. Constataram que o uso de peptona
associado ao uso do sulfato de amonio para o meio sintético apresentou melhor
producao (62,9 g/L.dia de acido citrico) sob as condi¢cbes estudadas.

Bossa (2020) selecionou e avaliou a produgéo de acido citrico

por A. welwitschiae isolado de alho brasileiro, por Fermentacdo Submersa, além
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de obter linhagens mutantes para a producdo de acido citrico. A autora
selecionou duas linhagens de A. welwitschiae, UELAs 20.290 e UELAs 15.262,
que produziram 5,48 g/L (em 7 dias) e 10,02 g/L (em 10 dias) de acido citrico,
respectivamente. Por apresentar satisfatéria producdo de &acido citrico, a
linhagem UELAs 15.262 foi selecionada para obtencao de linhagens mutantes
induzidas por luz ultravioleta, a qual (linhagem UELAs 15.262/35) a producéo de
acido citrico foi incrementada em 57,48% em relacéo a linhagem selvagem.

A Fermentacdo em Superficie foi introduzida em 1919 por
Societé des Produits Organique, na Bélgica, e ainda é um processo utilizado,
pois requer instalacbes mais simples, baixo investimento, menor custo de
energia com sistema de refrigeracéo e aquecimento (ACOSTA, 1994; BEROVIC;
LEGISA, 2007).

O processo de Fermentacdo em Superficie é realizado em
cameras de fermentacdo com bandejas (de aluminio, aco ou polietileno)
organizadas em prateleiras. O microrganismo se desenvolve formando uma
pelicula na superficie do substrato, que pode ser sélido ou liquido, como melaco
de beterraba e farelo de trigo (BEHERA, 2020). O sistema requer suprimento de
oxigénio ao micélio, assim a circulacdo de ar passa pela superficie a fim de
manter a umidade e temperatura controlada, uma vez que grande quantidade de
calor é gerado durante o processo (DHILLON et al., 2011).

Drysdale e McKAy (1995) utilizaram A. niger ATCC 9142 sob
Fermentacdo em Superficie, com sacarose como substrato, e obtiveram 18 g/L
de acido citrico apdés 24 dias. Em condi¢cdes de fermentacdo semelhantes
utilizado inulina como substrato, a producdo de acido citrico foi de 14 g/L. Ao
realizar uma modificacdo da fermentagcdo, com circulagdo de ar sobre a
superficie do meio, os autores obtiveram melhor quantidade de &cido citrico,
resultando em 42 g/L também apds 24 dias de incubacéo.

A Fermentagdo em Estado Sélido promove o crescimento de
microrganismos em substratos solidos e umidos, na auséncia de agua livre. O
substrato solido atua como suporte fisico, fornece nutrientes e retém a agua,
atendendo aos requisitos do crescimento de microrganismo (BARRINGTON;
KIM, 2008). A agua presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase soélida,

formando uma fina camada na superficie das particulas (PINTO et al., 2005).
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Diferentes substratos podem ser utilizados na Fermentacao em
Estado Solido, como o melaco de cana-de-acucar e milho (SHETTY, 2015),
melaco de beterraba (ROUKAS, 1991), extrato de alfarroba (AUTA et al., 2014),
bagaco de macd (SHOJAOSADATI; BABAEIPOUR, 2002), e outros.

O uso de residuos agroindustriais em processos Fermentativos
no Estado Sdlido é favoravel pois, além de minimizar os problemas ambientais
relacionado ao descarte de residuos, € economicamente viavel, uma vez que 0s
residuos citricos apresentam alta quantidade de carboidratos, atuando como
fontes de carbono e energia para o crescimento de microrganismos, tornando-
0s atraentes para a producdo de acido citrico (TORRADO et al.,, 2011;
SEPULVEDA et al., 2020).

Aliado ao uso de residuos agroindustriais como fontes de
carbono a producéo de &cido citrico, ainda h& necessidade de uma combinacédo
especifica de condicdes como a disponibilidade de ions hidrogénio e oxigénio
dissolvidos e oligoelementos (metais e fosfato), que influenciam o desempenho
da fermentacédo (KRUPAVATHI; MANGALA, 2015).

Diferentes espécies de microrganismos (fungos, leveduras e
bactérias) podem ser utilizadas para a producdo de acido citrico no processo
fermentativo. Estudos acerca da producdo de acido citrico envolvem
principalmente fungos e leveduras como do género Aspergillus, Penicillium,
Candida, Trichoderma e Arthrobacter (ANGUMEENAL et al., 2003; SHOW et al.,
2015; AMATTO; BECI; BEOLCHINI, 2020).

Outras espécies do género Aspergillus foram relatadas como
boas produtoras de acido citrico: A. awamori, A. foetidus, A. fenicis, A.
fonsecalus, A. fumaricus, A. luchensis, A. saitoi e A. usumii (BEROVIC; LEGISA,
2007; PAGANINI et al., 2007).

Tran, Sly e Mitchell (1998) utilizaram A. foetidus ACM 3996 e trés
linhagens de A. niger ACM 4992 (ATCC 9142), ACM 4993 (ATCC 10577) e ACM
4994 (ATCC 12846) para produzir acido citrico por Fermentacdo em Estado
Solido a partir de residuos de abacaxi. A. niger ACM 4992 produziu a maior
guantidade de &cido citrico, totalizando em 19,4 g de acido citrico por 100 g de
residuo de abacaxi seco fermentado em condi¢Ges ideais, representando um

rendimento de 0,74 g &acido citrico/g de agucar consumido.
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Dhillon et al. (2011) estudaram diferentes residuos
agroindustriais sélidos (bagaco de maca, residuos citricos, graos usados da
cervejaria) como substratos para Fermentacdo em Estado Solido, e também
diferentes residuos liquidos (iodo de ultrafitracdo de bagaco de maca,
lactossoro, agua da industria de amido, lodo secundario municipal) como
substrato para Fermentacdo Submersa, para avaliar o potencial de producéo de
acido citrico com A. niger NRRL 567 e NRRL 2001. Dentre todos os substratos
sélidos utilizados, o bagaco de maca seco foi o melhor substrato para a produgéo
de &cido citrico com a obtenc¢do de 66,0 e 61,0 g/kg de substrato por A. niger
NRRL 567 e A. niger NRRL 2001, respectivamente, em 72 horas de fermentacao.

Roukas e Kotzekidou (2020) avaliaram a producédo de &cido
citrico utilizando residuos de cascas de roma, secas e ndo secas, como substrato
para a fermentacdo em estado soélido, por A. niger B60. Os autores obtiveram
278,5 g/kg de &cido citrico com cascas de roma secas, e 306,8 g/Kg de acido
citrico com cascas de romé néo secas.

Zafar et al. (2020) utilizaram casca de amendoim, casca de
laranja e uma mistura de ambos os residuos na proporcao de 50%:50% como
substrato para a Fermentacdo Em Estado Sdlido por Rhizopus stolonifer e A.
niger. A maior producéo de acido citrico (7,6 g/L), foi obtido com a utilizacdo de

25 g de casca de laranja, a 30 °C, pH 5,5, apés 48 horas.

3.30 GENERO Aspergillus

Dentre as espécies de fungos utilizadas com maior frequéncia
no campo da biotecnologia para producdo de diversos metabdlitos, sdo as
espécies do género Aspergillus. H4 ocorréncia destas espécies em todo 0 mundo
e sdo capazes de se desenvolver em uma vasta variedade de substratos. Séo
conhecidas por deteriorar alimentos, algumas por produzir micotoxinas e
frequentemente sao relatados como patdégenos humanos e animais (BEHERA,
2020; SAMSON et al., 2014).

Os fungos do género Aspergillus sdo anamorficos, pertencem ao
reino Fungi, filo Ascomycota, ordem Eurotiales, familia Aspergillaceae, classe
Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae e género Aspergillus. Houbraken

et al. (2014) e Hubka et al. (2014) apresentaram 4 subgéneros: Aspergillus,
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Circumdati, Fumigati e Nidulantes, além de 20 sec¢des para o0 género Aspergillus
(SAMSON et al., 2014).

Esse género possui uma estrutura denominada de conidiéforos,
usualmente aseptado, sendo formada por uma haste que termina na forma de
vesicula esférica, a qual € a base para o crescimento de fidlides, que séo as
estruturas onde se formam os conidios (esporos assexuados) (Fig. 2). Além
disso, as colénias podem exibir diferentes coloragcbes como branco, amarelado,
verde, marrom e preto dependendo da espécie (WAINWRIGHT, 1995; KLICH,
2002).

Figura 2 — Estrutura morfolégica de Aspergillus.

Colunar Radial

Métula

Fidlides

Conidiéforo

Célula basal } {

Fonte: Adaptado de Guarro; Xavier; Severo (2009).

Os Aspergillus negros (Aspergillus secéo Nigri) contempla
espécies que sdo muito utilizados na industria de fermentacdo para produzir
enzimas, como amilases e lipases, e acidos organicos, como acido citrico e &cido
gluconico. Sao considerados um dos grupos mais dificeis de serem classificados
e identificados (VARGA et al., 2011; HOUBRAKEN et al., 2014; UPTON et al.,

2020). Em alguns casos, estas espécies de Aspergillus section Nigri séo
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morfologicamente indistinguiveis (VARGA et al., 2011; SUSCA et al., 2016).
Dentre as espécies desta secao, tem-se A. niger, muito utilizado na industria e
A. awamori, que em 2013, um grupo distinto de isolados foi renomeado a A.
welwitschiae (HONG et al., 2013), sendo assim descrita como uma espécie
estritamente relacionada a espécie A. niger (PALUMBO; O’KEEFFE, 2013).

A maioria dos isolados de A. welwitschiae, assim de A. niger,
produzem fumonisina B2 e ocasionalmente ocratoxina A (FRISVAD et al., 2011,
PALUMBO; O’KEEFFE; MCGARVEY, 2011). Por outro lado, tem-se linhagens
de ambas as espécies, utilizadas industrialmente para a produgédo de enzimas
como amiloglucosidase, alfa-amilase e protease (CUI et al., 1998), amilases
(PRAKASHAM et al.,, 2007), inulinase (MANIN et al., 2017), xilanases e
pectinases (BOTELLA et al., 2007) e celulases (ZUNIGA et al., 2011; ALVES et
al., 2020).

A producéo de acido citrico por fungos do género Aspergillus é
relatada por diferentes métodos e substratos (ADHAM, 2002; DAMIREL et al.,
2005; DHILLON et al., 2011; BETIKU; ADESINA, 2013; OLESIUK et al., 2014;
YU et al., 2018; ABOYEJI et al., 2020; NAKAMURA, et al, 2020).

Embora a producdo de citrato por A. niger tem sido objeto de
estudo ha anos, o mecanismo de regulacdo e consequente acumulo de acido
citrico, ainda néao é totalmente compreendido. Sabe-se que A. niger, € capaz de
acumular e secretar acido citrico na presenca de altas concentracdes de
nutrientes como acgulcares e na presenca de baixos niveis de ferro, zinco, cobre,
manganés, fosforo, magnésio, potassio, nitrogénio e fosfato (PASTORE;
HASAN; ZEMPULSKI, 2011; ODONI et al., 2019).

Diversos estudos tem sido desenvolvidos com o intuito de
contribuir com a elucidacao de quais tipos de acucares contribuem com a maior
producdo de citrato pelos microrganismos e como ocorre efetivamente os
mecanismos de acumulo e exportacdo do citrato (TORRES, 1994; KARAFFA,
KUBICEK, 2003; PAPAGIANNI, 2007).

Uma das estratégias que tem contribuido com o maior acumulo
de &cido citrico é a utilizagdo de linhagens especificas de microrganismos, com
caracteristicas genéticas favoraveis, como duplicacdo de genes envolvidos no
ciclo de Krebs (PEL et al., 2007; BEHERA, 2020; KADOOKA et al., 2020), por

exemplo. Ainda, tem-se como estratégia ao maior acumulo de acido citrico o
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melhoramento de linhagens. O estudo de Steiger et al. (2019) dedicou-se a
superexpressao de genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do
citrato por A. niger, obtendo linhagens com maior potencial de producédo e
acumulo deste acido.

Uma outra alternativa, bastante utilizada com a finalidade de
melhorar a producéo de &cido citrico por determinadas linhagens, € através de
mutacdes aleatorias. Os estudos de Gardner; James; Rubbo (1956), Millis et al.
(1963), Rodrigues et al. (2008), Hu et al. (2014), Wu et al. (2017), Zhang et al.
(2019), obtiveram linhagens mutantes que foram capazes de produzir &cido
citrico em maiores quantidades que linhagens selvagens, sob condi¢cdes pré-
estabelecidas. Neste sentido, a utilizacdo de linhagens com caracteristicas
genéticas favoraveis aliadas a utilizacdo de residuos agroindustriais para a
producédo de acido citrico, € de grande interesse.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Neste estudo foram utilizadas duas linhagens de A.
welwitschiae, a linhagem selvagem A. welwitschiae UELAs 15.262 proveniente
de alho brasileiro, Vanzela et al. (2020), e a linhagem mutante A. welwitschiae
UELAs 15.262/35, obtida por Bossa, L.F. (2020) (dados ndo publicados). As
linhagens utilizadas neste estudo foram previamente selecionadas para a

producédo de acido citrico sob fermentacdo submersa.

4.2 OBTENCAO E PREPARO DO RESIDUO DE LARANJA

O residuo da laranja foi fornecido pela empresa Natl, com
sede em Londrina/PR, que fabrica sucos de frutas. O residuo de laranja foi
coletado, imediatamente processado e utilizado como substrato para producéo
de &cido citrico. Inicialmente foi separada manualmente a casca das demais
partes da laranja (restos de suco, endocarpo e sementes). O material foi
distribuido em bandeja e submetido ao processo de secagem em 50 °C. Apés a
secagem completa, o material foi triturado com moinho analitico A10 Basic 23
(IKA® Werke, IKA A10), peneirado com peneira granulométrica de 0,59 nm
(Solotest, abnt 30, Tyler 80) e armazenado em embalagens herméticas.

O residuo de laranja processado foi submetido a avaliacdo da
interferéncia de seus componentes por temperatura, tempo e pressao, via
autoclave. Nesta etapa, o residuo foi analisado antes e depois de ser submetido
a autoclave por 15 minutos, 121 °C a 1 atm. O residuo de laranja, tanto o residuo
nao submetido, quanto o residuo submetido a autoclave, foram avaliados quanto
a quantidade de acido citrico, acucares totais e redutores. Para a realizacao
dessas andlises, o0 extrato bruto obtido a partir do residuo da laranja foi utilizado
pela adicdo de 30 mL de agua destilada a 1,4 g do residuo processado, seguido

de repouso por 1 hora e filtracdo a vacuo com papel filtro qualitativo.
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4.2.1 Determinacdo de Agucares Totais e Redutores

A determinagcdo de agUcares totais foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Fenol sulfurico, com 1 mL do extrato bruto, segundo
Dubois et al. (1956), utilizando curva padréo de glucose de 20 a 100 pg/mL.

Para determinacdo quantitativa de acucares redutores utilizou-
se 0 método espectrofotométrico de Somogyi Nelson, com 1 mL do extrato bruto,
como descrito por Somogyi (1954) e Nelson (1944), utilizando curva padréo de

glucose nas concentragcfes de 20 a 100 pg/mL.

4.2.2 Determinagdo de Acido Citrico

A quantificacdo de acido citrico foi realizada pelo método de
piridina-anidrido acético como descrito por Marrier e Boulet (1958). A 1 mL do
extrato bruto, foi adicionado 1,30 mL de piridina e agitou-se rapidamente. A esta
mistura foi adicionada 5,70 mL de anidrido acético e incubado em banho-Maria
a 32 °C £ 0,25 por 30 min. A deteccdo do acido citrico foi determinada
posteriormente em espectrofotometro (Biochrom Libra S22) a A405 nm. A
quantificacdo do &cido foi verificada com o auxilio da curva padrdo nas
concentracfes de 100 pg/mL a 1000 pg/mL, utilizando acido citrico anidro 99,5

% (Cinética Produtos Quimicos).

4.3CINETICA DA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO POR A. welwitschiae

As cepas de Aspergillus welwitschiae foram previamente
cultivadas em agar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 28 °C. Em seguida, foi
preparada uma suspenséo de 107 conidios/mL em solugdo de agua destilada e
Tween 80 0,5%, utilizada como in6culo. A cinética da Fermentacdo em Estado
Sadlido foi realizada em triplicata experimental com as linhagens UELASs 15.262
e UELAs 15.262/35, por um periodo de 10 dias.

Inicialmente foram preparados frascos Erlenmeyer de 50 mL
contendo 1,4 g de substrato (residuo de laranja, item 4.2), 3,0 mL de agua

destilada e 1,0 mL de meio Prescott & Dunn (Sacarose 10 g/L; 5 g/L de peptona,
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5 g/L de sulfato de amonio, 1 g/L de nitrato de amonio, 1 g/L de fosfato de
monopotassio, 0,23 g/L de sulfato de magnésio heptahidratado, pH 4,0) e foi
inoculado com uma suspensdo a 10’ conidios/mL de A. welwitschiae UELAs
15.262 ou A. welwitschiae UELAS 15.262/35 e a mistura foi inoculada nos frascos
Erlenmeyer contendo o residuo de laranja. Em seguida, os frascos foram
incubados a 35 °C por 10 dias.

A cada 48 horas o sistema foi umedecido com 500 pL de agua
destilada conforme Torrado et al. (2011). A cada dois dias uma parcela de cada
linhagem foi analisada por meio da coleta do extrato bruto de cada linhagem,
obtido pela adicdo de 30 mL de agua destilada, seguida homogeneizacéo e
incubacédo a temperatura ambiente por 1 hora. Apés, foi feito a filtracdo a vacuo
com papel filtro qualitativo e posterior determinacéo de &cido citrico, agucares
totais e redutores e atividade celulasica.

4.3.1 Determinacdo da atividade celuldsica

A atividade celulésica foi determinada de acordo com a
metodologia de Periyasamy et al. (2017), em que foram utilizados 0,5 mL do

extrato bruto.

4.ACINETICA DA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO POR A. welwitschiae
DURANTE 96 HORAS

Apbs a cinética de producéo de acido citrico por um periodo de
10 dias, a avaliacdo da producéo de &cido citrico foi realizada através de uma
nova cinética por um periodo de 96 horas, com as linhagens de A. welwitschiae
UELAs 15.262 e UELAs 15.262/35 como descrito no item 4.3, analisando uma

parcela de cada linhagem a cada 24 horas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados obtidos neste trabalho estédo apresentados em
forma de artigo cientifico a ser submetido a revista “Journal Preparative

Biochemistry & Biotechnology”:

Artigo 1: “Potential for citric acid production by Aspergillus

welwitschiae in orange waste”.
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5.1 ARTIGO CIENTIFICO

Abstract

Citric acid is an organic acid widely used in the food and pharmaceutical industry, acting
as a preservative, emulsifier, antioxidant and others. Citric acid is industrially obtained
by microbial fermentation, using filamentous fungi of genera Aspergillus. Citric acid is
also naturally produced by citrus fruits, whose production has consistently increased in
recent decades. Orange is the main citrus fruit produced and used for juice production,
resulting in large amount of residues rich in organic matter. The purpose of this study
was to evaluate the potential for production of citric acid by wild Aspergillus welwitschiae
UELAs 15.262 and mutante A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strains in orange waste.
Orange waste was collected, processed and used as a substrate in Solid State Fermentation
with 107 conidia/mL of A. welwitschiae UELAs 15.262 or UELAs 15.262/35 strain.
Substrate was added with Prescott & Dunn médium (pH 4.0) and incubation at 37 °C. The
production of citric acid by the strains A. welwitschiae UELAs 15.262 was constant
throughout the ten days. The A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain reached the highest
amount of citric acid at fourth day (4.88 + 0.33 g/L) of fermentation, same time for the
maximum use of total sugars, of 71.9% and 72.1% of sugar by the A. welwitschiae UELAs
15.262 and UELAs 15.262/35 strains, respectively. Reducing sugars were used from the
second day of fermentation. The production of cellulases was detected from the sixth day
of fermentation for the A. welwitschiae UELAs 15.262 strain (0.62 U/mL) and A.
welwitschiae UELAS 15.262/35 (1.22 U/mL). In conclusion, the A. welwitschiae UELAS
15.262/35 strain showed greater potential for the production of citric acid in orange
residue, producing up to 50% more citric acid compared to the A. welwitschiae UELAS
15.262 strain.

Keywords: Citric acid. Orange waste. Aspergillus welwitschiae.

1 Introduction

The global production of citrus fruits has grown continuously in the last
decades, with Brazil, Spain, Italy, the United States and China being the main producers,
representing more than two thirds of the global production (1). Oranges, lemons,
grapefruits and tangerines represent approximately 98% of the entire industrialized
harvest, with oranges being the most relevant with approximately 82% of the total (2).

The production of citrus fruits for the industrial extraction of citrus
juices provides large amounts of residues, since about 50% of the original weight of the

fruits corresponds to the solid residues of juice processing (1, 3, 4).
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These residues, such as orange juice, are the source of several
compounds such as soluble and insoluble sugars, fibers, organic acids, amino acids and
proteins, minerals, oils and lipids, flavonoids and vitamins (5, 6).

The use of these residues for the production of citric acid is favorable
from an economic as well as an environmental point of view, as it helps to reduce
environmental pollution, since the residues must be sent to an appropriate place, which
meets the standards established in environmental legislation (3, 7).

Citric acid or hydrogen citrate, officially known as 2-hydroxy-1,2,3-
propanotricarboxylic acid, is a weak organic tricarboxylic acid, which is present in most
citrus fruits, such as lemon and orange (8, 9, 10, 11).

The high demand for citric acid is due to the various applications of this
acid, such as pharmaceutical industries, personal hygiene products, cosmetics and
anticoagulants, food industry, beverages, preservative, emulsifiers, antioxidants,
buffering and stabilizers and still widely used in the environmental industry, in processes
of environmental remediation (9, 11, 12).

One of the main processes for the production of citric acid is through
fermentation, which can use different types of substrates, such as canola oil (13), cassava
bagasse (14), orange waste (1), grape (15), kiwi peel (16), brewery waste (17), and others.

Large amounts of agro-industrial waste are generated from the
processing of agricultural raw materials. The use of these wastes for the production of
citric acid is favorable from an economic as well can helps to reduce environmental
pollution (3, 7).

Studies on the production of citric acid mainly involve fungi and yeasts
such as Aspergillus niger, Penicillium luteum, P. citrinum, Candida guilliermondii,
Saccharomycopsis lipolytica, Trichoderma viride and Arthrobacter parafineus (9, 18,
19). In addition to Aspergillus niger, other species of Aspergillus have been reported to
be good producers of citric acid: A. welwitschiae (11), A. foetidus (20), A. fenicis (21), A.
luchensis (22).

The most used technique to improve citric acid producing strains has
been through the induction of mutations in parental strains using mutagenesis (23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30).

In view of the industrial demand for citric acid and the biotechnological
enhancement of several agro-industrial waste, the present study aims to evaluate the

potential for production of citric acid by wild Aspergillus welwitschiae UELAs 15.262
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strain and mutant Aspergillus welwitschiae UELAs 15.262/35 strain in orange waste

processed, by Solid State Fermentation.

2 Materials and methods

2.1 Biological Material

In this study, two strains of Aspergillus welwitschiae were used, UELAS
15.262 wild strain from Brazilian garlic (31) and UELAs 15.262/35 mutant strain
(unpublished data). The strains used in this study were previously selected for the

production of citric acid under submerged fermentation.

2.2 Obtaining and preparing orange waste

Orange juice waste was provided by the Natl company, based in
Londrina/PR, which manufactures fruit. The orange waste was collected, immediately
processed and used as a substrate for the production of citric acid by A. welwitschiae
UELAs 15.262 wild strain and UELAs 15.262/35 mutant strain. Initially, the peel with
the albedo was manually separated from the other parts of the orange waste (juice,
endocarp and seeds). The material was distributed in a tray and maintained at 50 °C until
complete drying.

After complete drying, the dried material was dried material with an
analytical mill A10 Basic 23 (IKA® Werke, IKA A10), sieved with a 0.59 nm
granulometric sieve (Solotest, abnt 30, Tyler 80) and stored in airtight packaging.

The processed orange waste was subjected to an evaluation of the
interference of its components by temperature, time and pressure by autoclave. In this
step, the waste was analyzed before and after being subjected to an autoclave for 15
minutes, 121 °C at 1 atm. Both orange waste, waste not submitted or waste submitted to
the autoclave, were evaluated for the amount of citric acid, total and reducing sugars. To
carry out these analyzes, the crude extract obtained from the orange waste was used by
adding 30 mL of distilled water to 1.4 g of processed residue, followed by resting for 1

hour and vacuum filtration with qualitative filter paper.

2.2.1 Determination of total and reducing sugars
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The determination of total sugars was done by the sulfuric phenol
spectrophotometric method, with 1 mL of the crude extract, according to Dubois et al.
(32), using a standard glucose curve of 20 to 100 pg/mL.

For quantitative determination of reducing sugars, the Somogyi Nelson
spectrophotometric method was used, with 1 mL of the crude extract, as described by
Somogyi (33) and Nelson (34), using a standard glucose curve in concentrations of 20 to
100 pg/mL.

2.2.2 Determination of Citric Acid

The quantification of citric acid was evaluated by the pyridine-acetic
anhydride method as described by Marrier; Boulet (35). To 1 mL of the crude extract,
1.30 mL of pyridine was added and stirred rapidly. To this mixture, 5.70 ml of acetic
anhydride was added and incubated in a water bath at 32 ° C + 0.25 for 30 min. The
detection of citric acid was later determined in a spectrophotometer (Biochrom Libra S22)
at A405 nm. The acid quantification was verified based on the standard curve in the
concentrations of 100 pg/mL to 1000 pg/mL, using 99.5 % anhydrous citric acid
(Chemical Products Kinetics).

2.3 Kinetics of citric acid production by A. welwitschiae

The strains of Aspergillus welwitschiae were previously cultivated on
potato dextrose agar (BDA) for 7 days at 28 °C. Afterwards, a suspension of 107
conidia/mL was prepared in a solution of distilled water and 0.5 % Tween 80, used as an
inoculum. The kinetics of Solid State Fermentation was performed in an experimental
triplicate with the A. welwitschiae UELAs 15.262 and A. welwitschiae UELAs 15.262/35
strains, for a period of 10 days.

Initially 50 mL Erlenmeyer flasks were prepared containing 1.4 g of
substrate (orange waste, item 2.2), 3.0 mL of distilled water and 1.0 mL of Prescott &
Dunn medium (10 g/L sucrose; 5 g/L peptone, 5 g/L ammonium sulfate, 1 g/L ammonium
nitrate, 1 g/L Monopotassium fosfate, 0.23 g/L Magnesium sulfate heptahydrate, pH 4.0)
and inoculated with a suspension of 107 conidia/mL of A. welwitschiae UELAs 15.262
strain or A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain and the mixture was inoculated in the
Erlenmeyer flasks containing the orange waste. Then, the flasks were incubated in BOD
at 35 °C for 10 days.
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Every 48 hours the cultures were moistened with 500 uL of distilled
water (36) and every two days an experimental triplicate of each strain was analyzed by
collecting the crude extract of each strain, obtained by adding 30 mL of distilled water,
followed by homogenization and incubation at room temperature for 1 hour. Afterwards,
vacuum filtration was performed with qualitative filter paper and later determination of

citric acid, total and reducing sugars and cellulosic activity.

2.3.1 Determination of cellulosic activity

Cellulosic activity was determined according to the methodology of
Periyasamy et al. (37) in which 0.5 mL of the crude extract was used.

2.4 Kinetics of citric acid production by A. welwitschiae for four days

In order to obtain a more detailed view of the citric acid production
kinetics, the citric acid production evaluation was carried out for a period of 96 hours,
with A. welwitschiae UELASs 15.262 strain and UELAs 15.262/35 strain as described in

item 2.3, analyzing an experimental triplicate of each strain every 24 hours.

3 Results

3.1 Kinetics of citric acid production by Aspergillus welwitschiae

The initial amount of citric acid, total and reducing sugars in the orange
residue was 1.57 £0.09 g/L, 8.81 + 0.21 g/L and 10.26 + 0.72 g/L, respectively. After the
sterilization process, the quantity obtained of citric acid and total sugars was 3.17 + 0.06
g/L and 8.40 + 0.13 g/L, respectively, while the concentration of reducing sugars was
10.03 £ 0.52 g/L.

The production of citric acid by both A. welwitschiae UELAs 15.262
strains and A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain was detected during 10 days. The
production of citric acid by the A. welwitschiae UELASs 15.262 strain was constant until
the tenth day of fermentation.

Citric acid was present in cultures of A. welwitschiae UELAs 15.262
strains and A. welwitschiae UELAs 15.262/35 from day 0 until the day 10, increasing in
relation to baseline levels (day 0) for A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain, and
reducing the citric acid concentrations in relation to baseline levels for A. welwitschiae
UELAs 15.262 strain.
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As for the A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain, there was a higher
production of citric acid from the fourth day (4.88 £ 0.33 g/L) until the tenth day (5.20 £
0.04 g/L) of fermentation (Fig 1, A). The production of citric acid by A. welwitschiae
UELAs 15.262/35 strain was 38.3% higher than A. welwitschiae UELAs 15.262 strain on
the fourth day, 23.6%, 54% and 53.8% on the sixth, eighth and tenth days, respectively.

Regarding the amount of total and reducing sugars, both strains used
the two sources of sugars (Fig. 1, B). The total sugars were used in greater quantity by
both strains from the fourth day of fermentation (A. welwitschiae UELASs 15.262 strain —
2.47 + 0.20 g/L and A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain — 2.45 + 0.21 g¢/L,
corresponding 71.9% and 72.1% of sugar used, respectively).

As for reducing sugars, both strains were used from the second day of
fermentation (Fig. 1, C). However, on the fourth day of fermentation it was detected 4.65
+ 0.71 g/L, consequently 54.7% of use of this sugar source by A. welwitschiae UELAS
15.262 strain, while for strain UELAs 15.262/35, 1.44 + 0.44 g/L and 86.5% use of
reducing sugars.

Cellulases activity was detected from the fourth day of fermentation
(0.62 U/mL), with a gradual increase until the tenth day (0.85 U/mL) by the A.
welwitschiae UELAs 15.262 strain (Fig. 1, D), at cellulosic activity of the A. welwitschiae
UELAs 15.262/35 strain was detected from the sixth day (1.22 U/mL) reaching 1.15
U/mL on the tenth day.
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Figure 1 - Kinetics of citric acid production from orange waste, by A. welwitschiae. (A)
Amount of citric acid by A. welwitschiae strains. (B) Quantity of total sugars by A.
welwitschiae strains. (C) Amount of reducing sugars by A. welwitschiae strains. (D)

cellulosic activity by A. welwitschiae strains.

3.2 Kinetics of the production of citric acid during 4 days

Due to the fact that the highest production of citric acid was initially
detected on the fourth day of fermentation by A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain,
the fermentation process was carried out with the evaluation of the production of citric

acid, total sugars and reducers every 24 hours.
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As reported in the previous item 3.1, the production of citric acid by A.
welwitschiae UELAs 15.262 strain remained constant throughout the fermentation
process (Fig. 2, A). However, for the A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain, the highest
amount of citric acid (5.29 + 0.49 g/L) was detected in the shortest fermentation period,
with 72 hours, being constant until the fourth day of fermentation. The production of citric
acid by this strain remained about 50 % higher than the A. welwitschiae UELAs 15.262
strain.

As for total sugars, there was a greater use of total sugar by the A.
welwitschiae UELAs 15.262 strain (83,5 %) over 96 hours compared to the A.
welwitschiae UELAs 15.262/35 strain (50,3 %) (Fig. 2, B). However, the use of reducing
sugars was higher for A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain (91,2 %) in relation to A.
welwitschiae UELASs 15.262 strain (61,2 %), over the 96 hours (Fig. 2, C).
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Figure 2 - Kinetics of citric acid production from orange waste by A. welwitschiae. (A)
Amount of citric acid by A. welwitschiae strains. (B) Quantity of total sugars by A.

welwitschiae strains. (C) Amount of reducing sugars by A. welwitschiae strains.

4 Discussion

Production of Citric Acid (CA) by Aspergillus species is dependent on
several factors, among which species and strains, availability of nutrients and parameters
related to the fermentation process (9, 12, 40, 41).

Among the best CA producers are A. niger strains (18, 42). Studies have
shown that increased production of CA by certain strains is a consequence of the
duplication of genes such as citrate synthase (43). On the other hand, some strains of A.
niger are potential producers of fumonisin B2 and/or ochratoxin A (44, 45).
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Strategies related to increased production of CA by specific strains that
do not produce mycotoxins is the use of mutant strains. Similar to the A. welwitschiae
UELAs 15.262/35 strain, other authors also used mutant strains for the production of CA
(46,47, 48, 49, 50). According to the production of CA by A. welwitschiae UELASs
15.262/35 strain, the mutants strains provide an amount greater than approximately 30%
to 50% of the production of CA, in relation to wild strains.

A. welwitschiae previously called A. awamori (51, 52, 53) is
morphologically indistinguishable from A. niger and strains of this species, although they
may be potential producers of fumonisin B2 and ochratoxin A, have shown good
production of enzymes and organic acids (53, 54, 55).

Along with the strains, the highest production of CA is obtained under
the availability and specificity of some nutrients and associated abiotic factors (56, 57,
58). It is known that the greatest production of CA occurs with the availability of
substrates rich in sugars (9, 19, 59). In this sense, the production of CA from waste rich
in sugar is an alternative to cost reduction, as well as to the contribution to the
environmental impact provided by the disposal of this waste.

The orange residue has a large amount of sugars such as glucose,
fructose and sucrose, in addition to some organic acids such as CA itself (60, 61, 62, 63).
This composition makes this residue favorable to the production of CA. And in fact, the
higher production of CA on the fourth day of fermentation, is in accordance with the
utilized of approximately 72% of total sugar and 86% of reducing sugar, probably being
utilized for the production of CA by A. welwitschiae UELAs 15.262/35. However, A.
welwitschiae UELASs 15.262 strain provided the lowest production of CA, combined with
the reduced use of reducing sugars (54.7%) may have favored the accumulation of other
organic acids. Study demonstrated that less use of sugars provided the accumulation of
oxalic acid with a consequent decrease in the accumulation of CA (64).

One of the ways used by fungi for the release of reducing sugars is the
release of cellulolytic enzymes (65, 66, 67). The increase in the activity of cellulases of
A. welwitschiae UELAs 15.262 strain was observed only on the fourth day of
fermentation, due to the amount of nutrients that could be readily used, coming from both
the orange residue and the culture medium (starter), allowing the initial development of
A. welwitschiae.

Abiotic conditions for the production of cellulases vary between

authors. Sulyman et al. (68) report an optimal production of 87.69 U/mL with a pH
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between 4-5 and a temperature of 40 °C. In Xue et al. (69) cellulosic activity was higher
than 6.28 U/mL, at a temperature of 30 °C.

In the study by Alves et al. (70), using A. japonicus, the activities of
total cellulase on paper and endoglucanases were 1.241 U/mL and 2.569 U/mL,
respectively, values very close to those found in this study. In addition, the same author
reports that the best pH obtained for the production of the enzyme was 4.0 and a
temperature from 30 °C to 50 °C, conditions also used by the present work.

The use of nutrients combined with the production of CA is highly
related to the production time of this acid. Several studies have shown that production of
CA from waste for up to four days of fermentation (65, 71, 72, 73, 74,). The higher
production of AC (5.29 = 0.49 g/L) by A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain, from
orange residues on the fourth day of solid fermentation, is favorable for contributing to
cost reduction and control of the fermentation process. In contrast, other studies have
shown CA production later (55, 75, 76), which can lead to disadvantages in obtaining CA
by species of Aspergillus section Nigri, such as A. niger and A. welwitschiae.

Among the different types of fermentation processes, the use of Solid
State Fermentation (SSF) proposes to improve the cost-benefit ratio of the process using
solid waste as a substrate (77). The use of SSF has been an alternative for the production
of citric acid using by-products and agro-industrial residues (78), as well as the use of
orange residues for the production of citric acid and others compounds (1, 39, 79, 80).

The strains of A. welwitschiae studied showed potential for the
production of citric acid by Solid State Fermentation using orange residue as a substrate.
The mutant strain of A. welwitschiae UELAs 15.262/35 strain was the one that showed
characteristics favorable to the higher production of CA in orange waste, in a shorter time
(72 hours), reaching a production of up to 50% higher than the wild strain A. welwitschiae
UELAS 15.262 strain.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As linhagens de A. welwitschiae estudadas apresentam
potencial para producdo de acido citrico em residuo de laranja, sendo A.
welwitschiae UELAs 15.262/35 a linhagem que apresentou potencial para maior

producao de acido citrico (5,29 + 0,49 g/L de acido citrico em quatro dias).
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