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50 f. Dissertagcédo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021.

RESUMO

A quantidade de residuos agroindustriais reflete em um grande impacto ambiental e
esse fato requer a elaboragéo de estratégias de reaproveitamento. Residuos podem
ser utilizados como matéria prima para obtengdo de novos produtos, entre eles, o
acido citrico (AC), que possui um amplo espectro de aplicagdo. No setor industrial, a
maioria do AC é obtida por processos fermentativos utilizando Aspergillus niger.
Aspergillus welwitschiae também se destaca quanto ao potencial de producéo de AC,
e linhagens mutantes vém sendo obtidas e avaliadas quanto ao potencial produtor
deste acido. O presente estudo, avaliou o potencial de produg¢ao de AC por linhagens
de A. welwitschiae selvagem e mutantes, a partir de residuos agroindustriais.
Inicialmente foram avaliadas as linhagens de A. welwitschiae UELAs 15.262
(selvagem) e UELAs 15.262/35 (mutante), utilizando como substrato residuos de
cana-de-acucar com solucdo nutritiva. Sob tais condi¢des houve maior producao de
AC (0,47 g/L) por A. welwitschiae UELAs 15.262/35, no quinto dia de fermentagao. O
mesmo processo fermentativo foi conduzido sem solugédo nutritiva, sendo obtida a
maior producao de AC (0,64 g/L) no terceiro dia de fermentagao por A. welwitschiae
UELAs 15.262. Os demais processos fermentativos foram obtidos com mistura de
residuos de cana-de-agucar com laranja e cana-de-agucar com malte. A maior
producao de AC (0,5 g/L) obtida no terceiro dia de fermentagao, a partir dos residuos
de cana-de-agucar com malte ocorreu por ambas linhagens de A. welwitschiae,
enquanto que a partir de residuos de cana-de-agucar com laranja, ocorreu a produgao
de AC (0,29 g/L) somente por A. welwitschiae UELAs 15.262/35. O residuo de cana-
de-acucar foi o melhor substrato para producdo de AC. No entanto, a linhagem
mutante UELAs 15.262/35 sob tais condi¢gdes, ndo proporcionou maior produg¢ao de
AC. Sendo assim, outras trés linhagens mutantes de A. welwitschiae foram avaliadas
sob as mesmas condicoes e A. welwitschiae UELAs 15.262/30 apresentou maior
potencial produtor de AC (1,0 g/L) em residuo de cana-de-agucar, no primeiro dia de
fermentacdo. A quantidade de agucares redutores diminuiu ao longo na fermentagéo
com residuo de cana-de-agucar e solugdo nutritiva, o mesmo aconteceu nos
processos com a mistura de residuos de laranja e de malte. Ja na fermentagdo com
residuo de cana-de-agucar os agucares redutores aumentaram com o passar dos
dias. As atividades de celulases foram detectadas em maiores quantidades nos
ultimos dias do processo fermentativo, com excecdo de A. welwitschiae UELAs
15.262/30 e UELAs 15.262/50, cuja maior atividade de celulases foi encontrado no
primeiro dia de fermentacdo. Foi possivel concluir que a linhagem de UELAs
15.262/30 apresentou melhor potencial de producdo de AC a partir de residuo de
cana-de-acucar. Esses resultados demostraram o potencial de producéo de AC por
linhagens de A. welwitschiae a partir de residuos agroindustriais.

Palavras-chave: aspergillus welwitschiae; acido citrico; residuos agroindustriais;
residuo de cana-de-agucar.
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ABSTRACT

The number of agro-industrial residues reflects a great environmental impact and this
fact requires the elaboration of reuse strategies. Residues can be used as raw material
to obtain new products, including citric acid (CA), which has a wide spectrum of
application. In the industrial sector, most of the CA is obtained by fermentation
processes using Aspergillus niger. Aspergillus welwitschiae also stands out for its
potential to produce CA, and mutant strains have been obtained and evaluated for its
potential to produce this acid. The present study evaluated the potential of CA
production by wild and mutant A. welwitschiae strains from agro-industrial residues.
Initially, the strains of A. welwitschiae UELAs 15.262 (wild) and UELAs 15.262/35
(mutant) were evaluated, using sugarcane residues with nutrient solution as substrate.
Under these conditions there was a higher CA production (0.47 g/L) by A. welwitschiae
UELAs 15.262/35, on the fifth day of fermentation. The same fermentation process
was carried out without nutrient solution, with the highest CA production (0.64 g/L)
being obtained on the third day of fermentation by A. welwitschiae UELAs 15.262. The
other fermentation processes were obtained by mixing sugarcane with orange and
sugarcane with malt residues. The highest CA production (0.5 g/L) obtained on the
third day of fermentation, from sugarcane residues with malt occurred by both strains
of A. welwitschiae, while from sugarcane residues. of sugar with orange, CA (0.29 g/L)
was produced only by A. welwitschiae UELAs 15.262/35. Sugarcane residue was the
best substrate for CA production. However, the mutant strain UELAs 15.262/35 under
such conditions, did not provide greater CA production. Thus, three other mutant
strains of A. welwitschiae were evaluated under the same conditions and A.
welwitschiae UELAs 15.262/30 had the highest CA producer potential (1.0 g/L) in
sugarcane residue, in the first fermentation day. The amount of reducing sugars
decreased along the fermentation with sugarcane residue and nutrient solution, the
same happened in the processes with the mixture of orange and malt residues. In the
fermentation with sugarcane residue, the reducing sugars increased over the days.
Cellulase activities were detected in greater amounts in the last days of the
fermentation process, with the exception of A. welwitschiae UELAs 15.262/30 and
UELAs 15.262/50, whereof the highest cellulase activity was found on the first day of
fermentation. It was possible to conclude that the strain of UELAs 15.262/30 presented
the best potential for producing CA from sugarcane residue. These results
demonstrate the potential of CA production by A. welwitschiae strains from agro-
industrial residues.

Key words: aspergillus welwitschiae; citric acid; agro-industrial residues; sugarcane
residue.
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1 INTRODUCAO

O processamento de produtos agricolas gera inevitavelmente grandes
quantidades de residuos. A gestdo atual de residuos agroindustriais esta voltada a
valorizagdo dos residuos integrando-os numa cadeia de reaproveitamento fechando
um ciclo produtivo, denominado atualmente de economia circular. Dentre os residuos
agroindustriais destacam-se o0 bagago de cana-de-agucar, casca de laranja e bagago
de malte, que podem ser utilizados como matéria prima para obtencdo de novos
produtos.

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma graminea cultivada em todo o
mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais. O expressivo cultivo no
Brasil é atribuido a alta producdo alcangcada. Os principais produtos do
processamento da cana-de-agucar s&o o0 agucar e o alcool, que sao obtidos através
de uma série de etapas. A grande producdo brasileira de agucar e alcool remete
simultaneamente a maior quantidade de residuos produzidos. Os principais residuos
gerados s&o, o bagago da cana-de-agucar, a vinhaga, a torta de filtro e as cinzas das
caldeiras.

Um outro residuo agroindustrial importante & a casca da laranja. A cadeia
produtiva de laranja € um importante setor da economia agroindustrial, que
consequentemente movimenta grande quantidade de residuos de cascade laranja. A
industria citrica contribui na geragéo de residuos, descartando entre 50-60% do peso
total da fruta.

Na industria cervejeira, o malte, € dos constituintes mais importantes.
Considerando as quantidades de residuos do processamento do malte e da
fabricagdo da cerveja, seu uso no desenvolvimento de produtos contribui para uma
economia circular valiosa.

Frente a alta quantidade de residuos da agroindustria, ao grande impacto
ambiental causado por tais residuos e a disponibilidade de matéria organica presente
nestes residuos, estratégias tém sido desenvolvidas para o reaproveitamento desse
material. Dentre as estratégias, esta a utilizagdo desses, como substrato em sistemas
de fermentacao, produzindo ou melhorando a produgdo de compostos como enzimas

e acidos organicos.
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O AC é aplicado em diversos segmentos industriais, tais como, o setor
alimenticio, cosmeético, farmacéutico, ambiental entre outros. Nos sistemas
fermentativos o AC tem sido produzido em sua maioria por Aspergillus niger. No
entanto, algumas outras espécies/linhagens, como Aspergillus welwitschiae, muito
similar a A. niger, também possuem um potencial de produgdo de AC. Como
alternativa, ainda tém sido utilizadas linhagens mutantes para aumentar a produgéo

de AC.
Adicionalmente a utilizagdo de linhagens selecionadas a produgdo de AC e as

fontes nutricionais adequadas, parametros como temperatura e pH, contribuem para
0 sucesso do sistema fermentativo e consequente maior quantidade de AC.

Sendo assim a produgcdo de AC realizada por linhagens mutantes de A.
welwitschiae que apresentem um potencial de producédo deste metabdlito e auséncia
de produgdo de micotoxinas, a partir de residuos agroindustriais, oferece uma
alternativa viavel e segura quanto ao processo de fermentagcéo e obtengcédo de acido

citrico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de producé&o de acido citrico por linhagens de Aspergillus

welwitschiae utilizando como substrato residuos de cana-de-agucar, laranja e malte.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir acido citrico por Aspergillus welwitschiae por fermentacdo em estado
solido, utilizando como substrato residuo de cana-de-agucar, laranja e malte.

e Determinar a atividade de celulases produzidas por Aspergillus welwitschiae
nos diferentes substratos utilizados.

¢ Quantificar os agucares redutores residuais nos extratos livres de células

obtidos dos cultivos de fermentagdo em estado sdlido.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS — ASPECTOS ECONOMICOS

Segundo o Plano Nacional de Residuos Sdlidos (2019), os setores da e
agroindustria, produziram em 2015 aproximadamente 640 milhdes de toneladas de
residuos organicos, dos quais 59,7 % foram gerados na regiao Sudeste, sendo 49,3
% em Sao Paulo, 24,8 % Centro-Oeste, 7,9 % Nordeste, 6,7 % Sul e 0,9 % na regiao
Norte. Dentre as culturas que geram os principais residuos agroindustriais, podemos
citar aquelas que utilizam a cana-de-agucar (97,56 %), a laranja (0,86 %), a mandioca
(0,40 %) entre outros (1,17 A%) (PNRS, 2019).

No estado de Sao Paulo, a produgao de laranja, apresenta safras superiores a
13 milhdes de toneladas. Estima-se que 6,5 milhdes de toneladas de residuos solidos
sejam gerados no Estado. Por sua vez, a cana de agucar constitui a principal cultura
temporaria produzida, ultrapassando a marca de 330 milhdes de toneladas colhidas
anualmente (PERS, 2020). Osresiduos organicos podem ser utilizados para obtengcao
de subprodutos, ou sdo descartados diretamente no meio ambiente, atividade que
pode contribuir para a poluicdo ambiental (RICARDINO; SOUZA; NETO, 2020;
VELOSO et al., 2020).

Uma das alternativas para evitar o descarte inadequado de residuos
agroindustriais € a sua utilizagdo como matéria-prima para a obtencao de produtos de
valor agregado, o que contribuira além de contribuir com a minimizagdo de graves
problemas ambientais (DIAZ; BLANDINO; CARO, 2018; NG et al., 2020).A grande
maioria dos residuos agroindustriais e subprodutos s&o de natureza lignocelulésica, e
essa composicdo pode favorecer o desenvolvimento de microrganismos e
consequentemente a produgdo de enzimas, pigmentos, &cidos organicos,
frutooligossacarideos entre outros metabdlitos (DHILLON et al., 2011b; PANESAR;
KAUR; PANESAR, 2015; LEITE et al., 2019; ROSA et al., 2019; WERLE et al., 2020;).

Os materiais lignocelulésicos sao usados como matéria-prima para processos
e obtencao de produtos agroindustriais, possibilitando a cogeragao de energia oriunda

da queima desses materiais, matéria-prima para polimeros renovaveis, celulose e
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seus derivados, lignina e seus derivados, acucares de celulose (glicose) e
hemicelulose (xilose) (JUNIOR, 2020).

A biotecnologia oferece diversas ferramentas adequadas para conversao dos
residuos agroindustriais em matéria-prima possibilitando a produgdo de compostos de
valor agregado, como por exemplo a fermentacdo em estado solido, um processo
biotecnoldgico de baixo impacto ambiental e baixo custo que pode utilizar residuos
agroindustriais (SOCCOL et al., 2017).

Residuos agroindustriais, como bagago de cana-de-agucar e farelo de arroz,
tém sido estudados para o reaproveitamento como matéria-prima para processos
fermentativos em estado solido, em razdo da alta biodegradabilidade e fonte de
nutrientes, reduzindo custos de produgéo e o impacto ambiental (RAVINDRAN et al.,
2018; SADH; DUHAN; DUHAN, 2018; NAIDU; SIDDIQUI; IDRIS, 2020).

Visando contribuir com a redugcdo de custos na cadeia produtiva e com o
impacto ambiental causado pela geragao do grande volume de residuos organicos, a
obtencao de produtos, a partir dos residuos organicos como matéria-prima, € uma das

estratégias de fomentar a economia circular (VON, 2018).

3.2 ASPECTOS GERAIS DA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae, do género Saccharum spp., €
uma graminea cultivada inicialmente na Asia e india e foi introduzida no Brasil na
época colonial, sendo hoje muito cultivada em regides tropicais e subtropicais do pais
(FURTADO; SCANDIFFIO; CORTEZ, 2011; PANDEY e SINGH, 2020).

O expressivo cultivo da cana-de-agucar no Brasil é atribuido a alta producao
de acucar e alcool. Para a producdo de cana-de-agucar, o clima brasileiro possibilita
o plantio em dois periodos. Quando plantada em setembro-outubro, ocorre o rapido
desenvolvimento entre os meses de novembro a abril. O segundo periodo de plantio
ocorre entre janeiro e margo com desenvolvimento de abril a outubro. A cada 5 anos
de plantio, a cultura da cana-de-agucar deve ser replantada, para que um novo ciclo
se inicie (MACEDO et al., 2005; REZENDE e RICHARDSON, 2015).

A colheita da cana-de-agucar tem inicio com o corte do caule. Embora sejam
empregadas colheitadeiras mecénicas ainda sdo contratados trabalhadores

responsaveis pela colheita manual. Esta primeira etapa tem a finalidade de obtencao
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de fragmentos, que sao levados de imediato as usinas de agucar. Nas usinas, a cana-
de-agucar é processada a fim de obter dois produtos principais, o agucar e o alcool
(JENA e POGGI, 2013).

Nas usinas, a cana-de-agucar inicialmente €& lavada para retirada de
impurezas e submetida a moagem para extragdo de um caldo. Para aumentar o
rendimento da extracdo e obtencdo do agucar, a cana-de-agucar fragmentada e
moida passa por sucessivas lavagens com agua. O residuo fibroso resultante da
moagem é denominado bagago de cana-de-agucar. O bagago é comumente utilizado
nas caldeiras para queima e producao de energia. O residuo obtido desta queima se
chama cinza de caldeira (CHAUHAN; CHAUDHARY; KUMAR, 2011; SANTOS et al.,
2019).

O caldo obtido da moagem pode ser levado para produgao de agucar ou etanol.
Para producao de agucar, o caldo passa por etapas de tratamento, que incluem agodes
fisicas e quimicas (CAVALCANTE, 2012). Um aquecimento é obrigatério para que
ocorram reacgdes quimicas. O caldo aquecido passa por decantadores ou
clarificadores, que separam as impurezas. Nesta etapa é obtido o residuo chamado
torta filtro. O caldo clarificado € concentrado em evaporadores para cristalizagcao da
sacarose, cuja solugéo residual deste processo se chama melago. Os cristais obtidos
sdo secos e resfriados para serem armazenados e comercializados (CHAUHAN;
CHAUDHARY; KUMAR, 2011; SANTOS et al., 2019)

A producdo do etanol é realizada tanto a partir da fermentagcdo do caldo de
cana-de-acgucar, quanto de misturas de caldo e melago. A fermentacao € realizada
por leveduras do tipo Saccharomyces cerevisae e o tempo médio de fermentagéo é
de 6 a 10 horas. O caldo fermentado segue para as destilarias para produgcao de
etanol. Neste processo é obtida a vinhaga, um residuo composto por agua, matéria
organica e minerais, principalmente potassio, além de agucares e outros elementos,
que segue para a destilacao fracionada e obtengao do etanol. O etanol hidratado pode
ser armazenado como o ultimo produto ou pode ser enviado para a coluna de
desidratagdo (CHAUHAN; CHAUDHARY; KUMAR, 2011; ROSA; MARTINS, 2013;
BIZZO et al., 2014; SANTOS et al., 2019). A Figura 1 ilustra os produtos gerados a
partir do processamento da cana-de-agucar.


https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0959652618326039#bib25
https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0959652618326039#bib25
https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0959652618326039#bib25
https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0959652618326039#bib25
https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0959652618326039#bib25
https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0959652618326039#bib25
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Figura l-Produtos gerados a partir do processamento da cana-de-agUcar e seus derivados
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Fonte: Traduzido de Chauhan et al., (2011).

A grande producao brasileira de agucar e alcool remete simultaneamente a
maior quantidade de residuos produzidos durante o processamento da cana-de
acucar. Os principais residuos gerados sdo, o bagago da cana-de-agucar, a vinhaga,
a torta de filtro e as cinzas das caldeiras (CHAUHAN; CHAUDHARY; KUMAR, 2011;
CHANDEL et al., 2012;)

O bagago de cana-de-agucar, gerado na etapa de moagem, descarta para
cada tonelada de cana-de-agucar, 140 kg de bagago (PIPPO et al., 2011). O bagaco
€ composto por 45-50 % de celulose, 25-30 % de hemiceluloses e 25 % lignina. A
composigcao do bagago pode sofrer variagbes devido a fatores como, localizagao,
variedade da cultura, composi¢cao quimica do solo, fertilizantes, condicdes climaticas
e o tipo de moagem adotada (PARAMESWARAN, 2009; KARP et al., 2013; BIZZO et
al., 2014).

A vinhaca obtida na etapa de destilacdo possui uma taxa de producéo
aproximada de 12 a 15 mil litros de vinhaga a cada mil litros de etanol produzido

(CONAB, 2018) e inclui em sua composi¢ao cerca de 82 % de agua, 11 % de cinzas,
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6 % de proteina, 1 % de carboidratos, além de conter nutrientes como, nitrogénio (até
4,2 g /L), fésforo (até 3,0 g/ L) e potassio (até 17,5 g/ L) (AHMED et al., 2013)

A torta do filtro € um residuo obtido do processo de filtragdo do caldo da cana-
de-agucar durante a produgao de agucar e alcool. A composigao da torta filtro & de 4-
14 % cera, lipidios e resinas, 15-30 % de fibra, 1-15 % de acucares, 5-15 % de
proteinas, 9-20 % de cinzas, 4-10 % de SiO2, 1-4 % de CaO, 1-3 % P20s5,0,5-1,5 %
de MgO. A quantidade de torta filtro produzida por tonelada de cana-de-agucar chega
a 24 kg (SOUZA et al., 2012; SANTOS et al., 2019).

A cinza de caldeira, rica em potassio, calcio e manganés, é obtida da queima
do bagaco da cana-de-agucar. E estimado que a queima de 1 tonelada de bagaco
pode gerar aproximadamente 25 — 40 kg de cinza de bagagco (CANELLAS et al., 2003;
MODESTO et al., 2009; SALES e LIMA, 2010).

3.3 ASPECTOS GERAIS DA INDUSTRIA DE SUCO LARANJA

A laranja é um fruto que pertence a familia Rutaceae e ao o género Citrus, que
inclui quatro espécies principais: Citrus reticulata Blanco, Citrus maxima Burm. Merr,
Citrus medica L. e Citrus micrantha Wester (NICOLOSI et al., 2000; BARKLEY et al.,
2006; CURK et al., 2014).

No Brasil, no ano de 2018, a produgéao de laranja foi estimada em 17,3 milhdes
de toneladas, enquanto a producdo de suco de laranja foi estimada em 1,2 milhdes
de toneladas. O Brasil responde por trés quartos das exportagcdes globais de suco de
laranja (USDA, 2018; BIER, MEDEIROS, SOCCOL, 2017).

A laranja € uma fruta citrica consumida em grandes quantidades na forma
natural, descascada e na forma de suco. O suco de laranja se destaca no setor da
economia agroindustrial (DOMINGOS et al., 2019). Os principais residuos do
processamento da laranja para produgéo de suco, sdo, as sementes, polpa e casca,
que abrangem aproximadamente 50 % do peso da fruta, conforme apresentado na
Figura 2 (REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE, 2012; CRIZEL et al., 2013).
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Figura 2 - Processamento da laranja para obtencao de suco de laranja e seus residuos sdélidos
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Fonte: REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE (2012).

O residuo de casca de laranja € um residuo quimicamente complexo e
altamente biodegradavel, que contém uma grande variedade de compostos valiosos,
incluindo agucares fermentaveis, polimeros de carboidratos, flavonoides, polifendis e
Oleos essenciais, propiciando a valorizagao da matéria-prima como fonte renovavel
de produtos quimicos de alto valor agregado (REZZADORI et al., 2012; ESTEBAN;
LADERO, 2018).


https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/flavonoid
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Na industria de suco de laranja, a fruta in natura passa por diferentes
processos, dentre os quais a extragdo do suco, € um dos mais importantes. A polpa
citrica é a fragao sélida, que corresponde a cerca de 50 % da fruta, obtido apds a
compressao das frutas. A fruta citrica gera um residuo que contém cerca de 60-65 %
de casca, 30-35 % de tecidos internos, 0-10 % de sementes que possuem altos niveis
de agucares soluveis, pectina, proteinas, hemiceluloses e fibras de celulose (AWAN
et al., 2013; CYPRIANO, SILVA, TASIC, 2017).

Algumas das principais maneiras de gerenciar esses residuos incluem a
utilizagdo como ragéo para gado, compostagem, incineragao ou aterro (COMA et al,,
2017), sendo necessario acdes para o reaproveitamento dos residuos gerados
durante o processamento das laranjas. O aproveitamento dos residuos da industria,
pode ser uma importante fonte econbmica, devido ao alto teor de compostos ativos
presentes em sua composigdo, tendo o potencial de ser utilizada em seguimentos
como, a industria farmacéutica, biomédica, produtos alimenticios, embalagens e
cosméticos (MAHATO et al, 2018; LEITES, MENEGOTTO, CRISTINA, 2021).

3.4 ASPECTOS GERAIS DA INDUSTRIA DE CERVEJA

A cevada (Hordeum vulgare) ¢€é uma das 31 espécies do
género Hordeum, dentro das Triticeae, a tribo da familia das gramineas (Poaceae) a
qual o trigo (Triticum aestivum) e o centeio (Secale cereale) também pertencem. O
grao de cevada € muito utilizado para o processo de maltagem, por ser
economicamente mais favoravel, gragas ao aumento na produgdo de cervejas
artesanais, que utilizam uma proporcao maior de malte de cevada para producao do
malte (JUSTE et al., 2014; BOND et al., 2015).

Em 2018, a producédo de cevada ocupou a quarta posicao na lista mundial de
cereais com uma area colhida de 48 milhées de hectares que alcangou 140 milhdes
de toneladas de graos (DRAKOPOULQOS et al., 2021).

O processo de producdo da cerveja envolve trés reagdes bioquimicas
principais: ativagdo enzimatica do grao de cevada durante a germinagao, degradagao
do amido em acgucares fermentaveis e a fermentagdo alcodlica realizada
por leveduras Saccharomyces com formac&ode etanol e CO2 (PESCARI et al., 2018).

A maltagem € o processo pelo qual a semente de cevada é submetida a germinagao
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por varios dias e em seguida essas sementes germinadas sao aquecidas com o
objetivo de estabilizar a atividade de enzimas, processo demonstrado na Figura 3
(QUEK et al., 2019).

Figura 3 - Etapas do Processo de malteagéo
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Fonte: Traduzido de DONKELAAR et al., 2016.

Ja o processo de produgdo de cervejas propriamente dito, inclui as seguintes
etapas principais: maltagem, moagem, maceragéao, fermentagcdo, maturacéo, filtragao,
clarificacao ou pasteurizacdo e embalagem (PESCARI et al., 2018), como descrito na

Figura 4.
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Figura 4 - Etapas do processamento industrial da cerveja
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Fonte: Traduzido de DONKELAAR et al., 2016.

Durante todas as etapas de producéo da cerveja, varias enzimas s&o ativadas,
incluindo proteases, amilases e B-glucanases. Algumas proteinas séo degradadas
pelas proteases do malte em aminoacidos e peptideos, que fornecem uma fonte de
nitrogénio para a levedura de cerveja. A temperatura no processo de maceragéao, pode
afetar as caracteristicas da bebida, como a estabiidade da espuma e a
fermentabilidade, pois a temperatura tem influéncia sobre o grau de degradacao da
proteina. Apds a filtragcdo, o mosto é fervido para a coagulagédo de proteinas,
desativagdo das enzimas do malte e a extragdo dos componentes do lupulo (LIMURE
e SATO, 2013).

Dentre os principais residuos da industria cervejeira podemos citar os residuos
resultantes da utilizacdo dos graos de cevada, gerado a partir do processo de filtracao
e atinge cerca de 41 % da producao de residuos de cerveja e 31 % de materiais de
malte (NIGAM, 2017; GARCIA-GARCIA et al., 2019). Para cada 100 litros de cerveja

produzida cerca de 20 quilos de residuos de graos sao produzidos.
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3.5 CARACTERISTICAS DA PRODUCAO DE ACIDO CIiTRICO

O acido citrico (2-hidroxi-propano-1,2,3-tricarboxilico), um acido organico que
possui ampla utilizagcdo nas industrias alimenticias e farmacéuticas devido a
seguranga, alta solubilidade em &gua e propriedades quelantes e tamponantes
(WERPY et al., 2004; SOCCOL et al., 2006; DHILLON et al., 2011a; ANGUMEENAL
e VENKAPPAYYA, 2013; YIN et al., 2015; WANG et al., 2020).

Em vista da alta demanda de AC, a procura de substratos de custo reduzido
para a produgcdo AC é muito grande. Neste contexto, alguns estudos avaliaram a
producéo deste acido a partir de diferentes residuos, sendo eles, residuos de frutas,
bagago de cana-de-agucar, residuos de graos, casca de batata doce, residuos da
cascade laranja entre outros (KUMAR et al., 2003; DHILLON et al., 2011b; PAPADAKI
e MANTZOURIDOU, 2019; ABOYEJI et al., 2020).

O AC foi inicialmente isolado do suco de liméo, e posteriormente sua produgao
foi realizada por linhagens de A. niger, (PAPAGIANNI, 2007). Atualmente, o AC é
produzido principalmente em sistemas de fermentacdo submersa e em menor
proporcao em fermentagao em estado sélido por A. niger (WANG et al., 2017).

Diversos microrganismos, incluindo bactérias e fungos, tem sido utilizado para
a producgao de AC. O processo de producao industrial mais amplamente utilizado € o
cultivo submerso, utilizando amido ou sacarose como fonte nutricional (CHEN E
NIELSEN, 2016; DEZAM et al., 2017).

No entanto, a industria vem buscando tecnologias de menor custo para
aumentar a competitividade e condigbes adversas de mercado. Uma reducédo de
custo, sob esta perspectiva, pode ser alcangada ao serem utilizados substratos, como
diferentes residuos agroindustriais (DHILLON et al., 2011b).

3.6 Aspergillus sp. PRODUTORES DE ACIDO CITRICO

Osfungos do género Aspergillus sdo de grande importancia no ambito
biotecnoldgico. Muitas espécies sdo usadas na industria, para produzir enzimas,
como amilases ou lipases, e acidos orgéanicos, como AC por processos fermentativos
(KRULL et al., 2017; ROUKAS et al., 2020).
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O género Aspergillus é constituido por mais de 300 espécies (VIDAL-ACUNA
et al., 2019), sendo divididas em quatro subgéneros: Aspergillus Circumdati, Fumigati
e Nidulantes, distribuidos em 20 sec¢des, cuja caracteristicas morfologicas podem
apresentar conidios unisseriados ou bisseriados (SAMSON et al., 2014; HUBKA et
al., 2015).

Aspergillus section Nigri, pertence ao subgénero Circumdati, que abriga
aproximadamente 32 espécies (HOUBRAKEN et al., 2020). Nesta segao € descrito
um grupo de espécies com caracteristicas muito similares e algumas espécies até
mesmo morfologicamente indistinguiveis, denominado de “agregado niger”’, sendo
composto de um total de 10 espécies (SAMSON et al., 2014; D’HOOGE et al., 2019).

A espécie A. niger pertence ao agregado niger assim como A. welwitschiae
(FRISVAD et al., 2007; FUNGARO et al., 2017), foram relatadas na literatura como
boas produtoras de AC (BOSSA, 2020; FERNANDES, 2021). No entanto, ambas as
espécies abrigam linhagens produtoras das micotoxinas ocratoxina A e fumonisina
B2 (ABARCA et al., 1994; FRISVAD et al., 2007). Estudos tem mostrado que a
produgdo de ambas as micotoxinas esta associada a presenga de alguns genes
constituintes das vias de biossintese dessas micotoxinas (MASSI et al., 2016). Estes
estudos demonstraram que a associagao entre a presenga destes genes e a produgao
de ocratoxina A e/ou fumonisina B2 ocorre em todas linhagens estudadas de A.
welwitschiae, enquanto que em A. niger a associagao nao ocorre em todas linhagens
estudadas (FRISVAD et al.,, 2011; PALUMBO e O’KEEFFE, 2013; MASSI et al.,
2016).

As linhagens de A. welwitschiae utilizadas por Bossa (2020) e Fernandes
(2021), ndo continham os genes relacionados com a producdo das micotoxinas
citadas anteriormente, sendo seguras quanto a produgcdo de metabdlitos. Neste
sentido, utilizar linhagens de A. welwitschiae, que ndo apresentam genes associados
a producao de ocratoxina A e ou fumonisina B2, mas que apresentem maior potencial
de producao de acido citrico apresenta vantagens quanto a seguranga de obtengao
do produto.

Como método alternativo a obtencdo de quantidades superiores de AC, a
mutacdo de linhagens selvagens previamente selecionadas tem contribuido com o
sucesso do processo fermentativo (RUGSASEEL et al.,, 1993; SARANGBIN et al,,
1999; LEE; LIM, 2003; LOLFY et al., 2007; ADEOYE et al., 2015; STEIGER et al.,
2019).
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Linhagens mutantes obtidas por exposicdo a radiagdo ultravioleta foram
empregadas em processos fermentativos e proporcionaram melhoria na produgao de
metabdlitos, incluindo acido citrico (IKRAM-UL et al., 2004; VASANTHABHARATHI et
al., 2013; LATEEF et al., 2015).

No trabalho de Hamissa (1992), obteve 31 linhagens mutantes de A. niger, com
o uso de radiagdo ultravioleta. Dentre os mutantes obtidos, uma linhagem foi capaz
de aumentar em 32,13% a produgao de AC. Ja Rugsassel et al., (1993), ao obter 8
linhagens mutantes de A. niger, selecionaram uma linhagem mutante com capacidade
superior de produgdo de AC (48 g/L) a partir de amido soluvel.

Outro estudo que teve como objetivo utilizar a radiagao ultravioleta para
obtengdo de linhagens mutantes, foi o de Adeoye (2015), que obteve a linhagem
mutante de A. niger FUO 110, sendo avaliada em substrato hidrolisado de mandioca,
que proporcionou uma producdo de 9,4 g/L de AC, sendo superior a linhagem
selvagem de A.niger, (1,93 g/L).

No estudo de Ikram-Ul et al., (2004), também foi obtida uma linhagem mutante
de A. niger (GCMC-7), onde ap6s 168 horas de fermentagdo em melago de cana pré-
tratado, com ferrocianeto de potassio (15% p / v, carboidratos) e meio de Vogel,
apresentou produgéo de AC de 96,1 £1,5 g/L.

Bossa (2020), ao utilizar duas linhagens mutantes de A. welwitschiae, sob
fermentagao submersa, obteve 5,48 g/L (em 7 dias) e 10,02 g/L (em 10 dias) de AC.
Desta forma, o uso de linhagens selecionadas e associadas a residuos agroindustriais
para a producao de AC, podera proporcionar a redugdo de custos e contribuir
significativamente com a diminuigdo do impacto ambiental causado pelo acumulo

desses residuos na natureza.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Neste estudo foram utilizadas linhagens de A. welwitschiae, a linhagem
selvagem A. welwitschiae UELAs 15.262 isolada do alho brasileiro, por Vanzela et al.,
(2020), e as linhagens mutantes A. welwitschiae UELAs 15.262/30, A. welwitschiae
UELAs 15.262/35 (Patente BR 102021 0091371)., A. welwitschiae UELAs 15.262/50
e A. welwitschiae UELAs 15.262/55, obtidas por Bossa (2020). As linhagens utilizadas

neste estudo foram previamente selecionadas para a produgcao de AC.

4.2 PREPARO DOS RESIDUOS DE CANA-DE-ACUCAR, LARANJA E MALTE

O residuo cana-de-acgucar foi triturado em liquidificador industrial para obtencao
de particulas com tamanhos reduzidos e homogéneos, que posteriormente foi
armazenado em embalagem hermética.

O residuo da laranja foi separado manualmente e as cascas foram separadas
das demais partes da laranja (restos de suco, endocarpo e sementes). E em seguida
o material foi distribuido em bandejas e seco a 50°C. Apds a secagem completa, o
material foi triturado com moinho analitico A10 Basic 23 (IKA® Werke, IKA A10), e
peneirado com peneira granulométrica de 0,59 nm (Solotest, abnt 30, Tyler 80) e
armazenado em embalagens herméticas.

O residuo de malte foi coletado e imediatamente distribuido em bandejas e

seco a 50 °C. Apos a secagem o material foi armazenado em embalagens herméticas.

4.3. PRODUGCAO DE ACIDO CITRICO POR A. welwitschiae EM RESIDUO DE CANA-
DE-ACUCAR

As linhagens de A. welwitschiae UELAs 15.262 e UELAs 15.262/35, foram
previamente cultivadas em agar batata dextrose (BDA) por 3 dias a 28 °C. Em seguida,

foi preparada uma suspensao de 107 conidios/mL em solugdo de agua destilada e
Tween 80 0,5%.
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Foram preparados frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 1,4 g de bagago de
cana-de-agucar e 3,0 mL de agua destilada e 1,0 mL de meio Prescott & Dunn
(Sacarose 10 g/L; 5 g/L de peptona, 24 5 g/L de sulfato de amoénio, 1 g/L de nitrato de
amoénio, 1 g/L de fosfato de monopotassio, 0,23 g/L de sulfato de magnésio
heptahidratado, q.s.p agua destilada, pH 4,0). Cada frasco foi inoculado com 107
conidios/mL de A. welwitschiae UELAs 15.262 ou A. welwitschiae UELAs 15.262/35.
O experimento foi realizado em triplicata experimental.

Em seguida, os frascos foram incubados a 37°C por 6 dias e a cada 48 horas
o sistema foi umedecido com 500 pL de agua destilada conforme Torrado et al. (2011).
A cada 24 horas uma triplicata de cada linhagem foi utilizada para obtencao do extrato
bruto. A interrup¢do do cultivo foi realizada pela adigdo de 30 mL de agua destilada
ao sistema fermentativo, seguida homogeneizagdo a 25°C por 1 hora. Posteriormente
foi feita filtracdo do sistema fermentativo com papel filtro qualitativo, para obtengcdo do

extrato bruto e determinacdo de AC, acucares redutores e atividade de celulases.

4.3.1 Produgao de Acido Citrico por A. welwitschiae em Residuos de Cana-de-agucar,

Laranja e Malte

Inicialmente foi utilizado o residuo de cana-de-agucar em frascos Erlenmeyer
de 50 mL contendo 1,4 g de bagaco de cana-de-acucar (100%) e 4,0 mL de agua
destilada. Um total de 107 conidios das linhagens de A. welwitschiae UELAs 15.262
ou UELAs 15.262/35, foiinoculado em triplicatas e cada replica foi coletada a cada 24
horas, como descrito no item 4.2.

Sob as mesmas condi¢bes descritas acima foi realizada a produgcao de AC,
utiizando como substrato residuo de cana-de-acucar e de malte, na proporcao de
50% de cada residuo. O sistema de fermentagao foi conduzido em frascos Erlenmeyer
de 50 mL, com adicdo de 4,0 mL de agua destilada. As linhagens de A. welwitschiae
UELAs 15.262 e UELAs 15.262/35 foram analisadas com a retirada de uma parcela
das triplicatas de cada linhagem a cada 24 horas, como descrito no item 4.2.

Da mesma forma, a producao de AC foi avaliada a partir de residuos de cana-
de-agcucar e de laranja, na proporcdao de 50% de cada residuo. O sistema de
fermentagéo foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 50 mL com adigao de 4,0 mL de
agua destilada, no periodo de 4 dias, analisando uma parcela das triplicatas de cada

linhagem a cada 24 horas, descritos no item 4.2.
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Por fim, foi avaliada a produgéo de AC com 1,4 gramas de bagago de cana-de-
acucar e 4,0 mL de agua destilada, nas mesmas condi¢bes descritas no item 4.2,
utiizando a linhagem A. welwitschiae UELAs 15.262 e linhagens mutantes de A.
welwitschiae, sendo, A. welwitschiae UELAs 15.262/30, A. welwitschiae UELAs
15.262/50 e A. welwitschiae UELAs 15.262/55.

4.4 QUANTIFICACAO DE AC PRODUZIDO POR LINHAGENS DE A. welwitschiae

A quantificacdo de AC foi realizada pelo método de piridina-anidrido acético
como descrito por Marrier e Boulet (1958). A 1 mL do extrato bruto, foram adicionados
1,30 mL de piridina e agitou-se rapidamente. A esta mistura foram adicionadas 5,70
mL de anidrido acético e incubado em banho-Maria a 32 °C + 0,25 por 30 min. A
deteccdo do AC foi determinada posteriormente em espectrofotdbmetro (Biochrom
Libra S22) a A4o05 nm. A quantificagdo do acido foi verificada com o auxilio da curva
padrao nas concentragdes de 100 pyg/mL a 1000 pg/mL utilizando AC anidro 99,5%,
onde foi obtida a seguinte equagéo da reta: y=0,002x + 0,0206.

4.5 QUANTIFICACAO DE ACUCARES REDUTORES

Os agucares redutores foram quantificados com auxilio do agente oxidante, o
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Foi adicionado 1 mL do reagente DNS a 1 mL de
extrato bruto. A mistura foi incubada em banho-maria a 100 °C + 0,25 durante 10
minutos e analisada a As4onm(MILLER, 1958).

Para a obtencao da curva padrao de glicose, foram preparadas solugdes de
glicose com concentragdes de 0,1 a 1,0 mg/mL, sendo retirada uma aliquota de 1 mL
das diferentes concentragdes, seguida da adicdo de 1 mL de solugdo DNS e analisada
a Ass0onm. A seguinte equacao da reta foi obtida (y=2,186x —0,1206, R2: 0,991).
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4.6 DETERMINACAO DE ATIVIDADE DE CELULASES PRODUZIDAS POR A.
welwitschiae EM FERMENTAGCAO A PARTIR DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

A atividade de celulases foi determinada de acordo com a metodologia de
Periyasamy et al. (2017). O sistema de incubagao consistiu na mistura de 0,5 mL de
tampao citrato 50 mM pH 5,0, que continha Carboximetilcelulose (CMCase) 1% (m/v)
com adigdo de 0,5 mL de extrato bruto. O sistema foi mantido a 50 °C durante 10
minutos e interrompido pela adicdo de 1 mL de DNS, que foi submetido a fervura em
banho-maria por mais 10 minutos, e analisado a As4onm em espectrofotdmetro.

Com as absorvancias e equagao da reta (y= 1,335x — 0,0491, R2: 0,987), a

atividade de celulases foi obtida com o calculo:

U [glicoselug 1 1
—_— = — % — % —

mL 180 05 10

Onde: 180 = peso molecular da glicose.
0,5 = é equivalente ao volume de extrato bruto enzimatico obtido.

10 = é equivalente ao tempo de incubagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E LINHAGENS DE A.
welwitschiae PARA PRODUGAO DE ACIDO CITRICO

E conhecido que a maior producdo de AC é dependente de diversos
parametros, como temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, entre outros, os
quais associados a linhagens especificas de microrganismos, previamente
selecionadas, proporcionam o sucesso do processo fermentativo (SHULER; KARGI,
2002; LOTFY, GHANEM, HELOW, 2007; AJALA et al., 2020; JIN et al., 2021).

Dentre as espécies/linhagens aptas a maior produgdo de AC, estd A. niger
(SOCCOL et al, 2006; MAX et al., 2010; HU et al., 2019). Morfologicamente
indistinguivel de A. niger, tem-se A. welwitschiae (HONG et al.,, 2013). Ambas as
espécies foramrelatadas como potenciais produtoras de ocratoxina A e ou fumonisina
B2 (ABARCA et al, 1994; FRISVAD et al, 2007). No entanto, estudos tem
demonstrado que a associagao entre genotipo negativo e potencial para produgao de
tais micotoxinas é totalmente aplicavel para A. welwitschiae (MASSI et al., 2016).
Neste sentido, dentre as linhagens de A. welwitschiae ndo produtoras de tais
micotoxinas e identificadas por Vanzela et al. (2020), foi selecionada por Bossa
(2020), a linhagem UELAs 15.262, como a melhor produtora de acido citrico.

Uma das estratégias utilizadas para obter melhor produgao de AC, é a obtengéao
de linhagens mutantes (HAMISSA, 1992; RUGSASSEL et al, 1993; SARANGBIN,
1999 ADEOYE, 2015). Bossa (2020), a partir de A. welwitschiae UELAs 15.262
(selvagem), selecionou linhagens mutantes para maior produgdo de AC, dentre as
quais a linhagem mutante UELAs 15.262/35 (Patente BR 102021 0091371), se
destacou quanto a producao de AC sob fermentacdo submersa.

Com o intuito de disponibilizar novas linhagens aptas e seguras para a
producao de AC, associadas a utilizacao de fontes nutricionais alternativas e de baixo
custo, como os residuos agroindustriais, neste trabalho foi avaliado a produgdo de AC
por linhagens de A. welwitschiae UELAs 15.262 e UELAs 15.262/35.

Usando os mesmos parametros estabelecidos por Bossa (2020), e utilizando
bagaco de cana-de-agucar e meio Prescott e Dunn como solug&o nutriente inicial, foi

observado aumento da producédo de AC até o quinto dia de fermentagéo, por ambas
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as linhagens, seguido de queda da producado de AC no sexto dia (Fig. 5, A). A maior
producéo de AC por ambas as linhagens ocorreu no quinto dia de fermentagao, sendo
detectada maior quantidade de AC por A. welwitschiae UELAs 15.262/35 (0,47 + 0,003

g/L).
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Figura5-Producdo de AC por linhagens de A. welwitschiae a partir de residuos
agroindustriais. (A) Producéo de AC por linhagens de A. welwitschiae a partir de residuo de
cana-de-agUcar meio Prescott e Dunn. (B) Producdo de AC por linhagens de A. welwitschiae a
partir de residuo de cana-de-acucar. (C) Producédo de AC por linhagens de A. welwitschiae a
partir de cana-de-aglcar e malte. (D) Producao de AC por linhagens de A. welwitschiae a partir
deresiduo de cana-de-acuUcar e residuo de laranja. (E) Producéo de AC por linhagens de A.
welwitschiae a partir de residuo de cana-de-acgUcar.
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Fonte: o proprio autor

A fermentacido em estado sélido apresenta algumas vantagens, dentre as quais
a possibilidade de utilizar residuos agroindustriais como substrato, diminuindo o custo
do processo. Por outro lado, dentre as desvantagens deste tipo de fermentagao,
encontra-se 0 menor controle quanto a possiveis contaminagdes, principalmente
quando o processo fermentativo é realizado com fungos filamentos, em grande escala

e por longos periodos de tempo. Uma das estratégias que contribuem com a
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minimizagao de tais desvantagens é realizar o processo fermentativo durante curtos
periodos de tempo.

Neste sentido, ao retirar a solugdo nutriente inicial (Prescott e Dunn) do
processo fermentativo (com bagago de cana-de-acgucar), foi detectado maior
producdo de AC por ambas as linhagens de A. welwitschiae no terceiro dia de
fermentagado (Fig. 5, B). No entanto, em contraste a fermentac&o que fez uso de
solugdo nutriente inicial (Fig. 5, A), houve maior producdo de AC pela linhagem
selvagem de A. welwitschiae UELAs 15.262 (0,64 + 0,01 g/L) (Fig. 5, B).

A auséncia de nutrientes iniciais (solugdo nutriente) que favorecem a
manutengao e proliferagao celular, provavelmente desencadeou mecanismos de
secregcao de enzimas, como por exemplo o grupo das celulases, passiveis de
degradar o substrato disponivel, e proporcionar produgao antecipada de AC.

Considerando que a maioria dos residuos agroindustriais sdo compostos em
parte por celulose (LEITE et al., 2019; LEITE et al, 2021), em diferentes
quantidades e cuja desorganizagédo dessa estrutura pode ser realizada por
celulases secretadas pelas linhagens em estudo, foi avaliado a produgéo de AC a
partir de misturas de residuos agroindustriais como residuos de laranja e de malte.

A mistura de bagaco de cana-de-agucar e malte, proporcionou a ambas as
linhagens de A. welwitschiae maior produgao de AC (0,5 £ 0,02 g/L) no terceiro dia
de fermentagao, seguido de posterior queda da produgao de AC no quarto dia (Fig.
5, C). Em contraste, a mistura bagaco de cana-de-agucar e laranja, permitiu
producédo de AC (0,29 £ 0,02 g/L) somente por A. welwitschiae UELAs 15.262/35,
também no terceiro dia de fermentagdo (Fig. 5, D). E importante ressaltar que o
residuo de laranja ja € um residuo que contem AC presente na fruta (TURAN et al.,

2019; OZTURK et al,, 2019; ANTICONA et al., 2020).

Os dados obtidos neste estudo, demonstraram que o melhor substrato para
producao de AC foi o residuo de cana-de-agucar. Em contraste ao estudo de Bossa
(2020), neste estudo a linhagem selvagem de A. welwitschiae apresentou maior
potencial de produgdo de AC. Devido a versatilidade metabdlica de uma linhagem
frente ao tipo substrato disponivel, foram avaliados a producao de AC a partir de
cana-de-agucar por outras linhagens mutantes de A. welwitschiae, obtidas por
Bossa (2020).

Sob as mesmas condigdes, houve maior produgcéo de AC pelas linhagens A.
welwitschiae UELAs 15.262/30 (1,0 £ 0,01 g/L) e A. welwitschiae UELAs 15.262/55
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(0,7 £ 0,02 g/L), no primeiro dia de fermentagcéo (Fig. 5, E). A linhagem de A.
welwitschiae UELAs 15.262/50, assim como A. welwitschiae UELAs 15.262/35,
nestas condigdes ndo apresentou producao de AC superior a linhagem selvagem
(Fig. 5, E).

Assim como em diversos estudos, a selegcao de linhagens mutantes tem sido
boa estratégia para aumentar a produgdo de AC (HAMISSA, 1992; Rugsassel et al,
1993; SARANGBIN, 1999; IKRAM-UL et al., 2004; ADEOYE, 2015). Diante dos
parametros utilizados neste estudo, alinhagem mutante de A. welwitschiae UELAs
15.262/30 foi selecionada como melhor produtora de AC (1,0 £ 0,01 g/L) em residuo

de cana-de-agucar, em curto periodo de tempo (1 dia de fermentacao).

5.2 RELACAO ENTRE ACUCARES REDUTORES, PRODUCAO DE CELULASES E
ACIDO CITRICO POR LINHAGENS DE A. welwitschiae

O melhor aproveitamento do processo fermentativo para producéo de AC é
altamente relacionado com a disponibilidade de substratos ricos em acgucares
(ADHAM, 2002; CEVRIMLI, KARIPTAS, e CIFTCI, 2009; ANGUMEENAL e
VENKAPPAYYA, 2013). Residuos agroindustriais com quantidades elevadas de
acucares constituem alternativas de baixo custo para producéo de AC.

A maior quantidade de agucares redutores ao utilizar solugédo nutriente inicial
(Prescott e Dunn) com residuo de cana-de-agucar, foi detectado no dia zero por
ambas as linhagens de A. welwitschiae (UELAs 15.262 (1,8 £ 0,01 g/L) e UELAs
15.262/35 (2,4 £ 0,02 g/L), seguido por queda da quantidade de agucares redutores
no demais dias (Fig. 6, A). O meio de cultura Prescott e Dunn apresenta sacarose em
sua constituicdo (PRESCOTT & DUNN, 1959). Alguns dados relatam ser a sacarose
0 agucar preferencial utilizado por microrganismos para producédo de AC
(VANDENBERGHE et al., 1999; YIN et al., 2017; SUN et al., 2018).
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Figura 6 — (A) Processo fermentativo com linhagens de A. welwitschiae em residuo de cana-de-
acucar meio Prescott e Dunn. (B) Processo fermentativo com linhagens de A. welwitschiae em
residuo de cana-de-aglcar. (C) Processo fermentativo com linhagens de A. welwitschiae em
residuo de cana-de-acucar e malte. (D) Processo fermentativo com linhagens de A.
welwitschiae em residuo de cana-de-acUcar e residuo de laranja. (E) Processo fermentativo
com linhagens de A. welwitschiae em residuo de cana-de-acucar.
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Fonte: o proprio autor

Por outro lado, ao utilizar residuo de cana-de-agucar sem solugdo nutriente
inicial, foi observado quantidades reduzidas de agucares redutores nos primeiros
dias do processo fermentativo (0,30 £ 0,06 g/L e 0,31 £ 0,03 g/L) e quantidades
maiores principalmente nos dias 3 (0,70 £ 0,01 g/L e 0,86 + 0,03 g/L) e dia 4 (0,72
1+ 0,02 g/L e 0,84 £ 0,01 g/L) (Fig. 6, B). No entanto, a maior produ¢céo de AC por
ambas linhagens de A. welwitschiae ocorreu no terceiro dia do processo

fermentativo (Fig. 5, B). O residuo de cana é rico em celulose, mas ainda apresenta
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pequena propor¢cao de sacarose em sua composicdo (BARRERA et al.,, 2016;
ALLIERI et al., 2019).

Jano processo fermentativo cujo substrato foi a mistura de residuos de cana-
de-acgucar e de malte, foi detectado maiores quantidades de agucares redutores no
primeiro dia de fermentagao por ambas as linhagens de A. welwitschiae (1,13 £ 0,04
g/L € 0,99 + 0,06 g/L) (Fig. 6, C), seguido de menor quantidade nos demais dias do
processo fermentativo. Este fato ocorre devido a composicao do residuo de malte,
que apresenta amido, oligossacarideos e agucares simples como a glicose e
frutose, resultantes do processo de malteagdo, e havendo predominio de glicose
(ALMENDINGER, 2020; RICE et al., 2020). A producao de AC pelas linhagens de
A. welwitschiae no terceiro dia de fermentagdo (Fig. 5, C) e a quantidade de
acucares redutores detectados neste mesmo dia (Fig. 6, C), demonstra haver
provavel utilizacdo dos agucares redutores.

Resultado similar foi observado ao detectar agucares redutores no processo
fermentativo, cujo substrato foi constituido pela mistura de residuos de cana-de-
acucar e laranja. A maior quantidade de acgucares redutores foi detectada no
primeiro dia de fermentacao por ambas as linhagens de A. welwitschiae, seguido de
deteccgao de quantidades inferiores nos demais dias (Fig. 6, D). O residuo de laranja
apresenta grandes quantidades de agucares como glicose, frutose e sacarose. No
entanto, A. welwitschiae UELAs 15.262 provavelmente utilizou os agucares
redutores para outras vias metabdlicas distintas da produgcao de AC.

A quantidade de agucares redutores detectadas no processo fermentativo
utilizando como substrato residuo de cana-de-agucar e as linhagens mutantes A.
welwitschiae UELAs 15.262/30, UELAs 15.262/50 e UELAs 15.262/55, foi similar ao
processo fermentativo com as linhagens A. welwitschiae UELAs 15.262 e
15.262/35, havendo provavel preferéncia por sacarose (Fig. 6, E). A avaliagdo da
quantidade de agucares redutores demonstrou que as linhagens de A. welwitschiae,
bem como linhagens ja disponibilizadas para produgcdo de AC, utilizam
preferencialmente sacarose como fonte nutricional.

A dinamica de liberacdo de acgucares simples como fonte nutricional, mesmo
ndo sendo o nutriente preferencial para produgdo de AC, é dependente
principalmente do tipo de residuo agroindustrial e do aparato enzimatico do

microrganismo utilizado. A grande maioria dos residuos agroindustriais apresentam



39

celulose, hemicelulose e lignina em sua composicdo (CYPRIANO, SILVA, TASIC,
2017; LEITE et al., 2019; OUTEIRINO et al, 2019; JUNIOR, 2020).

Foi demonstrado que a maioria das linhagens de A. welwitschiae deste
estudo, sob as diversas condicbes de fermentacao, apresentaram maior atividade
de celulases nos ultimos dias do processo fermentativo (Fig. 7 A-E). As linhagens
de A. welwitschiae UELAs 15.262/30 e UELAs 15.262/50, a maior producao destas
enzimas ocorreu no primeiro dia de fermentacdo em residuo de cana-de-agucar,
provavelmente devido a escassez de nutrientes neste processo fermentativo. Este
resultado esta de acordo com a versatilidade dos microrganismos em ativar o
aparato enzimatico a fim de disponibilizar nutrientes para manutengdo metabdlica a

partir de substratos diversos como os residuos agroindustriais.
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Figura 7 - (A) Processo fermentativo com linhagens de A. welwitschiae em residuo de cana-de-
acucar meio Prescott e Dunn. (B) Processo fermentativo com linhagens de A. welwitschiae em
residuo de cana-de-aclcar. (C) Processo fermentativo com linhagens de A. welwitschiae em
residuo de cana-de-acucar e malte. (D) Processo fermentativo com linhagens de A.
welwitschiae em residuo de cana-de-acUcar e residuo de laranja. (E) Processo fermentativo
com linhagens de A. welwitschiae em residuo de cana-de-acucar.
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6 CONCLUSOES

As linhagens de A. welwitschiae utilizadas no estudo apresentaram potencial
produtor de AC em todos os residuos agroindustriais utilizados, porém o residuo de
cana-de-acucar foi o melhor substrato.

A partir do residuo de cana-de-agucar sem solugao nutriente inicial, foi obtida
a maior producdao de AC por A. welwitschiae UELAs 15.262, com 3 dias de
fermentacgao.

Dentre todas as linhagens de A. welwitschiae, a linhagem mutante de A.
welwitschiae UELAs 15.262/30, apresentou maior aptiddo para producdo de AC a

partir de residuo de cana-de-agucar, com um dia de fermentacao.
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