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BOSSA, Leticia Fernanda. Producdo de acido citrico por linhagens de
Aspergillus welwitschiae. 2020. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

O acido citrico (AC), um intermediario do ciclo de Krebs, & encontrado
principalmente em frutas citricas, contudo, também pode ser produzido por
microrganismos. Alguns microrganismos se destacam por acumular grandes
guantidades de AC, entre estes estdo os fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillum. Para a producdo de AC na industria biotecnologica, a espécie
amplamente utilizada é Aspergillus niger, pertencente a secao Nigri. Assim como A.
niger, outras espécies da secdo Nigri, como Aspergillus welwitschiae, possuem
potencial para a producdo de enzimas hidroliticas e acidos organicos. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi selecionar e avaliar as melhores condi¢bes para
producéo de AC pelas linhagens de A. welwitschiae e obter mutantes. Inicialmente,
um total de 24 linhagens de A. welwitschiae, isoladas de alho, foram avaliadas
quanto a producdo de AC em meio Foster. Todas as linhagens produziram AC, no
entanto, as linhagens UEL As 20.290 e UEL As 15.262 apresentaram indice de
producdo de &cido citrico significativos, sendo 2,21 e 2,19 respectivamente. Ambas
linhagens, foram selecionadas para avaliacdo dos melhores parametros abiéticos
(temperatura e pH). A melhor condicdo obtida para produgéo de AC por ambas as
linhagens foi a 35° C e pH 4,2. A partir de linhagens e parametros abidticos
selecionados, foi realizado cultivo submerso em meio de Prescott e Dunn e a
producdo de AC foi quantificada e identificada por trés metodologias. A linhagem
UEL As 20.290, produziu 5,48 g/L, a maior quantidade de AC com 7 dias de
fermentacdo enquanto UEL As 15.262 produziu 10,02 g/L com 10 dias. A linhagem
UEL As 15.262 foi selecionada para a obtencdo de mutantes para a producdo de
AC. Posteriormente, duas linhagens mutantes selecionadas produziram maior
guantidade de AC com 10 dias de cultivo submerso. Para UEL As 15.262/35 a
producdo de AC aumentou em 57,48% enquanto para UEL As 15.262/50 houve um
acréscimo de 31,74%. Através deste estudo, foi possivel selecionar as condi¢cdes
abidticas e linhagens de A. welwitschiae produtoras de &cido citrico, sendo que com
a obtencdo de mutantes foi possivel aumentar a producdo do metabdlito em 57,48%
com relagéo a linhagem selvagem.

Palavras-chave: fungo filamentoso. Acido organico. Fermentag&o. Mutantes.



BOSSA, Leticia Fernanda. Citric Acid Production by Aspergillus welwitschiae
strains. 2020. 93 p. Dissertation (Master’s degree in Biotechnology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Citric acid (CA), an intermediate in the Krebs Cycle, is found mainly in citrus fruits,
however, it can also be produced by microorganisms. Some microorganisms stand
out for accumulating large amounts of CA, among these are the fungi of the genera
Aspergillus and Penicillium. For the production of CA in the biotechnology industry,
the widely used species is Aspergillus niger, belonging to the Nigri section. However,
other species in the Nigri section, such as Aspergillus welwitschiae, have potential for
the production of hydrolytic enzymes and organic acids. In this sense, the objective
of this study was to select and evaluate the best conditions for the production of CA
by A. welwitschiae strains and to obtain mutants. Initially, a total of 24 strains of A.
welwitschiae, isolated from garlic, were evaluated for the production of CA in Foster
medium. All strains produced CA, however, the strains UEL As 20.290 and UEL As
15.262 showed significant citric acid production index, being 2.21 and 2.19
respectively. Both strains were selected to evaluate the best abiotic parameters
(temperature and pH). The best condition obtained for CA production by both strains
was at 35° C and pH 4.2. Based on selected abiotic lines and parameters,
submerged cultivation was performed in Prescott and Dunn's medium and CA
production was quantified and identified by three methodologies. The UEL As 20.290
strain produced 5.48 g/L, the highest amount of CA with 7 days of fermentation while
UEL As 15.262 produced 10.02 g/L with 10 days. The UEL As 15.262 strain was
selected to obtain mutants for the production of CA. Subsequently, two selected
mutant strains produced a greater amount of CA with 10 days of submerged culture.
For UEL As 15.262/35 the production of AC increased by 57.48% while for UEL As
15.262/50 there was an increase of 31.74%. Through this study, it was possible to
select the abiotic conditions and strains of A. welwitschiae that produce citric acid,
and by obtaining mutants it was possible to increase the production of the metabolite
by 57.48% in relation to the wild strain.

Keywords: Filamentous fungus. Organic acid. Fermentation. Mutants.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1 -

Sequéncia de reacdes do ciclo do 4cido CitriCo ............euvvvvrrrnnnnnns

ARTIGO CIENTIFICO 1

Figure 1 -

Figure 2 -

Figure 3 -

APENDICE
Figure 1 -

Figure 2 -

Figure 3 -

Figure 4 -

Kinetics of citric acid production in Foster (A) and Prescott and
Dunn (B) medium by UEL As 15.262 and UEL As 20.290

strains under Submerged Fermentation. Citric  acid

concentration was determined by titration method.........................

Survival Curve of Aspergillus welwitschiae UEL As 15.262
strain exposed to ultraviolet light (UV) for 60 minutes at 5

minutes intervals. The numbers on the points represent

percentage Of CFUS ......ccooi oo

Kinetics of citric acid production in Prescott and Dunn medium
by UEL As 15.262 (wild), by UEL As 15.262/35 and UEL As

15.262/50 (Mutants) StrainsS...........covuuviiiieeeeeeeeeeccee e

Citric acid production by Aspergillus welwitschiae strains in

Foster medium at 28 °C iNn 96 hOUIS ....cuvvnieii e,

Response surface of pH and temperature variation tests for
UEL As 15.262 strain (A) and UEL As 20.290 strain (B) in

FOStEr MEATIUM <.

HPLC detection and quantification of citric acid produced by
strains under Submerged Fermentation in Prescott and Dunn
medium. The retention time for citric acid was approximately 9.4
minutes. A) Citric acid standard (50 mg/L); B) UEL As 15.262
strain on the tenth day; C) UEL As 20.290 strain on the seventh
day; D) UEL As 15.262/35 mutant strain on the tenth day E)

UEL As 15.262/50 mutant strain on the tenth day.........................

Citric acid production in different abiotic factors by UEL As

15.262 strain in FOSter MEAIUM . ...vv i



Figure 5 -

Citric acid production in different abiotic factors by UEL As

20.290 strain in Foster MEdIUM .. ...ovnieee e,



LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA

Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -

Tabela 4 -

Aplicag6es industriais do AcidO CitriCO ..........ccccceeeriiiiiiiiieennnn. 16
Empresas brasileiras produtoras de acido citrico.................... 17
Varia¢des na producao de &cido citrico por diferentes linhagens
de A. niger e condicBes abildticas...........ccevvvviiiieeeeeeeeeeiii, 19
Codificacdo das variaveis para delineamento de temperatura e

pH em modelo fatorial ............oooeevviiiiiiiiei e 25

ARTIGO CIENTIFICO 1

Table 1 -

Table 2 -

Table 3 -

Central Rotational Composite Design by A. welwitschiae strains

Production of citric acid by Aspergillus welwitschiae strains
isolated from garliC.............uuuueeiiiiiiiiiiiiis 44
Production of citric, gluconic and oxalic acid by Aspergillus

welwitschiae in eight and ten days of submerge fermentation 45



11
111
1.1.2

2.1

211
2.1.2
2.1.3
214
2.1.5
2.2

221
2.2.2

2.2.3

224

2.2.5
2.2.6

2.2.7

2.3

23.1
2.3.2
2.3.3

SUMARIO

INTRODUGAOD ..o, 11
OBUIETIVOS ..ttt ettt ettt e e e et e e e et et e e e e et e e e e eeba e e e eeeaa e aaees 12
(@] o =21\ o I 1= - | 12
Objetivos ESPECITICOS .....ccvvviiiii i 12
DESENVOLVIMENTO. . ..ottt e e 13
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..vvviiieeeeiiiiiiiiieeeeeeeessasisstseeeeeeeessssnnssssneeeeseeesssans 13
Aspectos Gerais do ACIAO CItIICO ........oeeeiueieeee e cee e 13
Producao de ACdO CItFICO .......cc.eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 16
Principais Espécies de Aspergillus Produtores de Acido Citrico ............ 20
Aspergillus WelwitSChiae ............oouvviiiiii e 22
Mutacédo Induzidas Por UV Welwitschiae ...........cc.cceoevvvviiiiiiiiie e, 23
MATERIAIS E METODOS ..ot 24
Material BiOIOGICO .......uuviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 24

Selecdo de Linhagens de Aspergillus Welwitschiae Quanto a

Produco de ACIdO CItHCO ........c.vieiie et 24
Selecdo de Condicbes Abidticas Adequadas a Producdo de Acido
TG0 e ——————— 25
Cinética da Produc&o de Acido Citrico Por Aspergillus Welwitschiae
em Fermentacao SUDMErsa .........ccoovvviiiiiiii e 25
Identificacéio e Quantificac@o de Acido CitriCo .........c.covevveveceeieeeeee. 27

Selegdo de Mutantes de A. Welwitschiae Para Producio de Acido
TG0 e ———————— 27

Cinética da Producdo de Acido Citrico Pela Linhagem Selvagem e

Mutante de Aspergillus Welwitschiae em Fermentagdo Submersa......... 28
RESULTADOS E DISCUSSAO........ccoiiiiiiieieieiesieieiese s 28
Artigo CientifiCo L ....oooviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 28
Artigo CientifiCo 2 ...ooeeeiieii i 48
Artigo CientifiCo 3 ...ooooiiiii i 61
CONCLUSAO. ......oitiiiiieieiiie ettt 76



REFERENCIAS ..ottt e e e e

APENDICES



11

1. INTRODUCAO

O A&cido citrico € um intermediario fundamental do ciclo de Krebs ou ciclo do
acido tricarboxilico. Este acido organico é utilizado nos mais diversos segmentos
industriais como producédo de bebidas, conservas, geleias, doces e produtos lacteos.
Dentre as suas diversas propriedades, este acido pode ser utilizado como agente
acidulante, flavorizante, tamponante, quelante de metais, emulsificante, antioxidante,
entre outras finalidades.

Este &cido organico é encontrado em grandes quantidades em frutas citricas,
mas também é produzido por microrganismos. Desses ultimos, alguns deles se
destacam por permitir o acumulo de grandes quantidades de &cido citrico, como por
exemplo os fungos do género Aspergillus e Penicillium, sendo a espécie Aspergillus
niger, a mais utilizada na industria.

Com relacdo a producdo de acido citrico, alguns fatores interferem no
acumulo deste produto como os fatores abidticos: as fontes de carbono e nitrogénio,
pH, temperatura, aeracdo, oligoelementos e o método fermentativo utilizado para a
producdo. Além disso, o fator bidtico, a linhagem de microrganismos utilizada,
também é considerada de grande importancia para a producédo de &cido citrico.

Aspergillus niger destaca-se na area biotecnoldgica por sua capacidade de
producdo de enzimas extracelulares, de compostos como antibiéticos e outros
acidos organicos. Devido ao seu potencial produtivo e sua tradicional utilizacao
industrial, algumas linhagens sdo reconhecidas com o status GRAS (Geralmente
Reconhecida como Segura). Contudo, a espécie A. niger abriga também linhagens
produtoras de micotoxinas.

Sabe-se da importancia de se ter linhagens seguras para a producdo dos
mais diversos metabdlitos. Visto que o &cido citrico € um composto que possui as
mais diversas aplica¢gbes, sua producdo deve atender padrbes de seguranca para
garantir uma utilizacdo sem riscos a saude humana. Além disso, poucas linhagens
recebem o status GRAS, por esse motivo ha a necessidade da disponibilizacéo de
novas linhagens produtoras de acido citrico.

A espécie A. niger, pertence a se¢do Nigri, a qual abriga espécies muito
similares. Nesta secdo, € encontrado um grupo de espécies morfologicamente

indistinguiveis, denominadas de “agregado niger”, onde esta abrigado A. niger e A.



12

welwitschiae (antigamente denominada A. awamori). Esta Ultima, € muito utilizada
industrialmente e que também contém linhagens produtoras de micotoxinas.

Relatos recentes demonstraram haver total associacdo entre producao de
ocratoxina A e fumonisina B2 e a presenca dos genes envolvidos em linhagens de
A. welwitschiae. Entretanto, o mesmo nao é totalmente valido para estes mesmos
genes em algumas linhagens de A. niger, quanto a producdo de fumonisina B2.
Sabendo disso, Vanzela et al. (2020), identificaram e caracterizaram linhagens de A.
welwitschiae, quanto ao potencial de producéo de ambas as micotoxinas.

As linhagens de A. welwitschiae utilizadas nesse estudo, ndo contém os
genes relacionados com a producdo das micotoxinas citadas anteriormente. Assim,
nao haveria a necessidade de se realizar qualquer procedimento de edicdo génica
para torna-las seguras, acarretando na economia de custos. Ademais, parametros
abidticos quanto a melhor producdo de acido citrico foram selecionados e
analisados, bem como a obtencédo de linhagens mutantes para que ocorresse um

acréscimo da producéo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Selecionar linhagens e parametros adequados a producado &cido citrico, por

linhagens de A. welwitschiae e obter mutantes.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Selecionar linhagens de A. welwitschiae, com melhor potencial a producéo de
acido citrico;

e Selecionar condi¢gfes abioticas adequadas para producédo de acido citrico;

e Quantificar a producdo de &acido citrico pelas linhagens selecionadas em
fermentacao submersa,

e Obter mutantes para producéo de acido citrico e comparar a produgdo com a

linhagem selvagem;
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Aspectos Gerais do Acido Citrico

A descoberta do acido citrico se deu pelo alquimista islamico Abu Musa
Jabiribn Hayyan, no século oito depois de Cristo. Posteriormente, em 1784, o
guimico sueco Carl Wilhelm Scheele conseguiu isolar e cristalizar o acido a partir do
suco de limdo. Somente em meados do século XIX, essa molécula teve a producao
industrial iniciada na Inglaterra (SANTOS, 2005; FRANCA, 2016; CIRIMINNA et al.,
2017).

No ano de 1893, o botanico alemdo Wehmer descobriu que o fungo
Citromyces - atualmente denominado de Penicillium - conseguia acumular acido
citrico em meio contendo agucar e sais organicos (CIRIMINNA et al., 2017). O
quimico americano Currie, em 1916, verificou que algumas condicbes favoreciam a
producdo de &cido citrico por linhagens de A. niger, tais como: cultivo em meio com
alta concentracéo de acucar, sais minerais e pH de 2,5 a 3,5 (COSTA, 2011; TONG
et al., 2019).

Sua molécula, segundo a nomenclatura da Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC em inglés), chama-se acido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico, de formula quimica CsHsO7. E um &cido organico fraco, de
peso molecular 192,13 g/mol, contendo trés grupos funcionais de acido carboxilico.
Sua aparéncia € um solido branco e cristalino (MAX et al.,2010; COSTA, 2011,
SHOW et al., 2015 TONG et al., 2019).

O acido citrico € um intermediario fundamental do Ciclo de Krebs, também
chamado de ciclo do &cido tricarboxilico ou de ciclo do acido citrico (COSTA, 2011,
NELSON e COX, 2011; VOET e VOET, 2013; AKRAM, 2014). Essa série de reacdes
quimicas, foram descobertas por Hans Krebs, em 1937 (PUNTEL, 2008).

O ciclo de Krebs é uma importante rota metabdlica, pois € o ponto central do
metabolismo de varias biomoléculas como carboidratos, proteinas e acidos graxos.
Compreende um total de oito reacdes, sendo que trés delas sdo pontos de
regulacdo (NELSON e COX, 2011, VOET e VOET, 2013; AKRAM, 2014; TONG et


https://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
https://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
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al., 2019). A figura 1 ilustra os mecanismos regulatorios do ciclo de Krebs em
eucariotos.

Os pontos de regulagéo do ciclo de Krebs, estdo altamente relacionados ao
acumulo de produtos intermediarios, dentre os quais o acido citrico. O primeiro ponto
de regulacéo do ciclo, diretamente ligado ao acumulo de acido citrico € realizado
pela enzima citrato sintase, que catalisa a condensacdo do acetil-CoA com o
oxaloacetato formando citrato. A atividade enzimética é estimulada pela adenosina
difosfato (ADP), enquanto a inibicdo ocorre por retroalimentacéo negativa do produto
(citrato), NADH e adenosina trifosfato (ATP) (SHEPHERD et al., 1969; SCAINI et al.,
2011; AKRAM, 2014).

Figura 1: Sequéncia de rea¢des do ciclo do &cido citrico

Acetil-CoA
Citrato

Oxaloacetato .
Isocitrato

NADH
€0, ] NADH
Malato
a—Cetoglutarato
co,
Fumarato NADH
FADH, 5 Succinil-CoA
Succinato
GTP
(ATP)

Fonte: Nelson e Cox, 2011

Ainda néo foi estabelecido o mecanismo sobre como ocorre o acumulo de
acido citrico no meio de cultivo, porém algumas hipo6teses ja foram relatadas.
Segundo Wayman e Mattey (2000), existem evidéncias de pelo menos dois
transportadores de glicose, sendo que este acucar seria transportado para dentro da
célula através de difuséo passiva.

Além disso, em A. niger foi relatada a presenca de uma invertase extracelular
(KUBICEK-PRANZ et al., 1990). A entrada de glicose seria realizada neste caso a
partir da hidrélise de sacarose, a principal fonte de carbono utilizada para producéo
de acido citrico (ANGUMEENAL AND VENKAPPAYYA, 2013).
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Posteriormente, o oxaloacetato utilizado para a sintese deste acido deve vir
do citosol para a mitocondria. Isso porque a enzima piruvato carboxilase se encontra
no citosol, entdo o oxaloacetato é reduzido a malato, pela malato desidrogenase
citosolica, entrando assim nas mitocondrias através do antiporte malato-citrato
(KUBICEK, 1988; BERCOVITZ et al. 1990; JAKLITSCH et al. 1991).

Outra hipdtese explorada em A. niger esta ligada com a exportacéo de citrato
da mitocondria. Neste caso o transportador de tricarboxilato compete diretamente
com a enzima aconitase por citrato, sendo que, se as condi¢Oes favorecerem sua
atividade resultaria em uma maior exportacdo de citrato das mitocéndrias para o
citosol (TORRES, 1994).

O préximo passo, dependente da formacao de citrato, € a utilizacdo do citrato
pela aconitase, para produzir o isocitrato. Um importante detalhe da composigéo
desta enzima é que ela possui um centro ferro-enxofre em seu sitio ativo, que atua
tanto na ligacdo do substrato, quanto na catalise (NELSON e COX, 2011; VOET e
VOET, 2013; AKRAM, 2014). Kubicek e Rohr, ao avaliarem os cofatores Cu?*, Fe®* e
Mn?*, verificaram que a utilizacdo do ion Cu?* pela aconitase, favoreceu a producéo
de acido citrico, enquanto os outros dois ions diminuiram a producdo (KUBICEK E
ROHR, 1985; ACOSTA, 1994; DIAS, 2018).

Posteriormente no segundo ponto de regulacdo esta a enzima isocitrato
desidrogenase, que efetua a descarboxilagdo do isocitrato, produzindo a-
cetoglutarato e NADH. A atividade enzimética é regulada pela disponibilidade de
ATP, ions célcio (Ca*?), ADP e adenosina monofosfato (AMP) (PAPANICOLAOU e
AGGELIS, 2011; SILVA, 2016; SOUZA, 2016). Esta enzima utiliza o ion manganés
(Mn*?) como cofator, sendo que altas concentracdes desse metal afetam
negativamente o acumulo de citrato (BOWES e MATTEY, 1979; SANTAMARIA,
2008; GUIMARAES, I. M. S. R. G., 2015; KRONBAUER, 2019).

Assim como cofatores, diversos fatores bidticos e abidticos interferem no
acumulo do acido citrico e consequente desenvolvimento do ciclo de Krebs. A partir
de informacOes acerca da producdo de &cido citrico por microrganismos, este
produto passou a ser produzido e comercializado em grande escala, sendo aplicado
em diversos segmentos industriais.

A aplicacéo industrial do acido, atualmente atinge grande espectro, como: na
producdo de bebidas como agente acidulante, flavorizante, além de apresentar

propriedades tamponantes; na producdo de conservas como agente quelante de
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metais; na producao de geleias e doces controlando o pH; na agricultura auxiliando
na disponibilizacdo de fosforo para as plantas; em produtos lacteos atuando como
emulsificante, agente acidificante e antioxidante, entre outras finalidades, como pode
ser observado na Tabela 1 (SOCCOL et al, 2006; PATEL, et al., 2017;
VANDENBERGHE et al., 2017; TONG et al., 2019, NATARAJ et al., 2020).

Tabela 1: AplicagBes industriais do &cido citrico

Local de aplicagéo Propriedades
Bebidas Acidulante, flavorizante e estabilizador de pH
Alimentos Emulsificante, acidificante, antioxidante

Industria farmacéutica Flavorizante;
Preparacgdes efervescentes;
Agente tamponante;
Na forma de citrato de potassio tem propriedades diuréticas;
Na forma de citrato, pode quelar ions Ca*? e atuar como
anticoagulante sanguineo

Biomedicina Reticular fibras de proteinas ultrafinas

Produtos de limpeza Em detergentes, quela ions Ca* e Mg*? que confere dureza
a agua

Agricultura Aumento da disponibilidade de fésforo para as plantas

Biorremediacgéo Agente quelante que sequestra metais pesados, incluindo

is6topos radioativos, facilitando também a remocdo de
compostos organicos hidrofébicos
Embalagens ecologicas Reticular polidis para filmes biodegradaveis

Fonte: O proprio autor

2.1.2 Producéo de Acido Citrico

O &cido citrico € um dos metabdlitos microbianos mais produzidos no mundo.
Em 2018, mais de 2 milhdes de toneladas de &cido citrico foram produzidas pelo
mercado global. H& previsdes de que o mercado global de producédo de acido citrico,
atinja um volume de aproximadamente 3 milhdes de toneladas até 2024, com uma
taxa de crescimento de 4% durante o periodo de 2019-2024 (CISION, 2019;
REUTERS, 2019).

Algumas empresas de destague do mercado global de &cido citrico e suas
respectivas sedes séo: Archer Daniels Midland (ADM) e Cargill dos Estados Unidos;
Jungbunzlauer da Suica; Tate & Lyle da Inglaterra; Cofco Biochemical (Anhui),
Huangshi Xinghua Biochemical Co. Ltd, RZBC Group Co. Ltd. e Weifang Ensign
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Industry Co., Ltd. da China; Gadot Biochemical Industries Ltd. de Israel; S.A. Citrique
Belge N.V. da Bélgica (REUTERS, 2019; MARKETWATCH, 2019).

Algumas dessas grandes empresas produtoras de &cido citrico apresentam
unidades no Brasil. Em S&o Paulo estédo localizadas as sedes da Cargill e da Tate &
Lyle, sendo que a primeira ainda possui uma planta fabril na cidade de Uberlandia
(MG), considerada a maior produtora de &acido citrico no pais (CARGILL, 2018).
Paralelamente a produgdo multinacional, ha inddstrias brasileiras que produzem
acido citrico competitivamente ao mercado mundial, como ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2: Empresas brasileiras produtoras de acido citrico

Vertical Quimica Representacdes Ltda Séo Paulo (SP)

Branfértil Agro Industrial Ltda Ribeirdo Preto (SP)

Neon Comercial Ltda Séo Paulo (SP)

Agraria Industria e Comércio Ltda Jardin6polis (SP)

Tecnosyn Tecnologia em Sinteses Ltda Cajamar (SP)

JHF Comeércio e Industria de Produtos Quimicos Ltda Rio de Janeiro (RJ)

Fonte: O proprio autor

O processo fermentativo é o mais utilizado na fabricacéo industrial de acido
citrico, representando mais de 90% da produgdo mundial. Majoritariamente, sdo
utilizados trés métodos para a producéo desse acido: processo Koji, fermentacdo em
superficie e fermentacdo submersa (DHILLON et al., 2011; COSTA, 2014; ADUDU
et al., 2019).

O processo Koji, também conhecido como fermentagdo em estado soélido ou
fermentacao semi-sélida, pode ser definido com o processo de crescimento de
microrganismos sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre. Neste caso,
a agua presente se encontra ligada a fase sélida (RAIMBAULT, 1998).
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A fermentacdo submersa é o meétodo mais utilizado pela industria. Ela
consiste no crescimento do microrganismo no meio de cultivo sobre agitacédo
constante. Neste caldo fermentativo, encontra-se nutrientes necesséarios para o
desenvolvimento do microrganismo e posterior produ¢do do metabdlito de interesse.
A fermentacdo em superficie se difere da submersa por ndo conter a agitacédo
durante o processo, assim o crescimento do microrganismo ocorre sobre a superficie
do caldo fermentado (GIBBS et al., 2000).

Concomitante ao processo fermentativo, como dito anteriormente, fatores
bidticos e abidticos adequados, sdo essenciais para a producdo de acido citrico.
Como fatores abidticos podem ser destacados fonte de carbono, pH, nitrogénio,
fosfato, aeracdo, concentracao de oligoelementos (DHILLON et al., 2011; OZDAL, &
KURBANOGLU, 2019; ADUDU et al., 2019).

A fonte de carbono mais utilizada para producdo de acido citrico € a
sacarose ao invés da glicose, sendo que sua concentracdo pode variar de 10-22%.
O pH inicial deve ser &cido, na faixa entre 2-4, para evitar a producdo de outros
acidos organicos como o &cido oxalico e acido gluconico (FOSTER, 1949;
PAPAGIANNI, 2007; MAX et al., 2010).

As fontes de nitrogénio podem ser inorganicas como ureia, ou organicas
como extrato de levedura, sais de aménio e como fonte de fosfato o KH2POa4
(OZDAL, & KURBANOGLU, 2019). Oligoelementos como os metais ferro (Fe*?),
manganés (Mn*?), zinco (Zn*?) e cobre (Cu*?) devem constituir o meio de cultivo em
concentracbes diminutas (ppm ou mg), sendo a fermentacdo conduzida em
aerobiose (LOTFY et al., 2007).

Com relagéo ao fator bidtico de principal influéncia na producéo deste &cido,
tem-se o microrganismo que sera utilizado no processo. O &cido citrico pode ser
encontrado naturalmente em frutas citricas, porém grande parte do composto é
produzido através de fermentacdes utilizando microrganismos (OZDAL, &
KURBANOGLU, 2019).

Alguns microrganismos se destacam na producao de acido citrico. Segundo
Amato e colaboradores (2020), a producdo desse metabdlito pode ser realizada por
diversos fungos e leveduras como Aspergillus niger, A. wentii, A. clavatus,
Penicillium luteum, P. citrinum, Mucor piriformis, Candida guilliermondii,

Saccharomycopsis lipolytica, Trichoderma viride. Dentre os listados, 0 mais estudado
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e utilizado na industria é o Aspergillus niger (MAX et al, 2010; STEIGER et al., 2019;
ROUKAS et al., 2020).

Tabela 3: Variacdes na producdo de acido citrico por diferentes linhagens de A.

A. niger Melaco de 64,40 g/L 30°C 6,0 7 dias OZDAL &
beterraba KURBANOGL
i itona U, 2019

A. niger FES: Bagaco de 103 mg/L 25°C - 4 dias FRANCA,
cana de acUcar 2016

A. niger FS: Meio de 62,9 g/L/dia 30°C - 1 dia PASTORE et
Prescott e Dunn + ., 2011
peptona +
iNH,,IZSO,,
A. niger 10v10 Hidrolisado 14,28 g 30°C 6,0 1 dia SANTOS,
hemlceIuI05|co + AC/L 2005

K4‘FG‘CN‘6‘

niger e condi¢cBes abidticas.

*ES: Fermentagdo submersa; FES: Fermentacdo em estado sélido; PC: Farelo de Polpa Citrica
Peletizado; FSS: Fermentacdo submersa de superficie
Fonte: O proprio autor

Com a utilizacdo de linhagens aptas ao acumulo de acido citrico, bem como
condicBes abidticas adequadas é possivel a obtencdo de quantidades significativas
de AC. Diversas fontes de carbono ja foram relatadas para producdo, como em
Wang et al. (2017) utilizando farinha de milho, obtiveram producédo de 173,2 g/L de
acido citrico. Com o melaco de beterraba foi possivel produzir 64,40 g/L (OZDAL, &
KURBANOGLU, 2019). Utilizando sacarose como fonte de carbono foi gerado 69,2
g/L/dia (PASTORE et al., 2011).
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Por outro lado, outros estudos relatam menor producéo de acido citrico, como
25,87 g/L (NASRIN et al., 2017); 8,85 g/L (MUNIZ et al., 2014); 11,24 g/L (ADUDU et
al.,, 2019) e 10,8 g/L (KOLICHESKI E SOCCOL (1995). Os trabalhos citados
utilizaram linhagens de A. niger, cujas condi¢fes bidticas podem variar em funcéo do
genotipo, além das variacGes abioticas citadas. A Tabela 3, demonstra a variacao da
producdo de &acido citrico, frente a diversas linhagens de Aspergillus niger e

condicdes abidticas.

2.1.3 Principais Espécies de Aspergillus Produtores de Acido Citrico

Fungos filamentosos, como os do género Aspergillus, possuem grande
importancia econémica, pois séo utilizados amplamente em fermentacées na area
biotecnoldgica para producédo de varias enzimas extracelulares, antibiéticos e acidos
organicos. Como exemplo, tem-se a producdo dos acidos citrico e glucdnico por A.
niger e o &cido itacdnico por A. terreus (AJALA et al., 2016; KRULL et al., 2017;
ROUKAS et al., 2020).

O género Aspergillus esta agrupado no filo Ascomycota, pertencente a classe
Eurotiomycetes, dentro da ordem Eurotiales e da familia Aspergillaceae
(HOUBRAKEN & SAMSON, 2011; SAMSON et al., 2014). Morfologicamente
algumas espécies do género apresenta conidiéforos, ou seja, uma estrutura formada
por uma haste que termina na forma de vesicula esférica sobre a qual se
desenvolvem os conidios. As coldnias podem exibir diferentes coloracdes como
branco, amarelado, verde, marrom e preto dependendo da espécie (PITT et al.,
2000)-

Com o auxilio de caracteres morfolégicos e bioquimicos, juntamente com
dados moleculares, a taxonomia polifasica, o género foi subdividido em secoes,
segundos semelhancas dos caracteres citados. Assim, a taxonomia do género e
conseguentemente secdes estdo sob constante atualizacéo.

Uma das sec¢bBes de grande importancia econdmica, € a sec¢ao Nigri, por
abrigar espécies bastante utilizadas na industria, como A. niger. A mais recente
atualizacdo envolvendo a sec¢do Nigri, foi realizada por Samson et al. (2014). Os
autores estabeleceram para o género Aspergillus, 20 secdes e quatro subgéneros

sendo eles Aspergillus, Circumdati, Fumigati e Nidulantes.
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Aspergillus secéo Nigri, ficou abrigada no subgénero Circumdati. No entanto,
apos a atualizacao realizada por Samson et al (2014), novas espécies pertencentes
a secdo foram descritas, totalizando 28 espécies (SAMSON et al. 2014; FUNGARO
et al. 2017; TSANG et al., 2018).

Pertencente a secdo Nigri, existe um grupo de espécies com caracteristicas
morfolégicas muito similares que sdo denominados de “agregado niger”, o qual se
localiza as espécies Aspergillus niger e Aspergillus welwitschiae (PERRONE et al.,
2011; PALUMBO & O’KEEFFE, 2014; SAMSON et al. 2014; MASSI et al., 2016;
SUSCA et al., 2016). Aspergillus welwitschiae é proveniente da reclassificacdo da
espécie Aspergillus awamori, comumente utilizado na industria biotecnoldgica para
producdo de enzimas (PERRONE et al., 2011; NISHIDA et al., 2018; ADEDEJI et al.,
2019).

Em contraste, algumas espécies da secdo Nigri e até mesmo do agregado
niger, como € o caso de A. niger e A. welwitschiae, podem produzir micotoxinas.
Essas Ultimas, sdo metabdlitos secundarios prejudiciais a satde humana e animal.
As duas principais micotoxinas produzidas por ambas espécies sdo a Ocratoxina A e
Fumonisina B2 (ABARCA et al., 1994; FRISVAD et al., 2007).

As linhagens de A. niger, atualmente utilizadas em condi¢cdes industriais,
receberam o status GRAS (Generally Regarded as Safe) do inglés “Geralmente
Reconhecida como Segura”, pelo 6rgao de fiscalizacdo dos EUA o Food and Drug
Administration (FDA) (NIELSEN et al., 2009; SUSCA et al., 2014).

E conhecido que o potencial de producdo de ambas as micotoxinas €
linhagem especifica e embora ainda ndo seja elucidada a via de producdo destas
micotoxinas, Massi et al. (2016), desenvolveram um sistema de PCR multiplex
associado a producdo de ocratoxina A e fumonisina B2. Com este sistema, 0s
autores conseguiram associar genoétipo com producéo de ambas as micotoxinas.

Nesta metodologia a associacdo é totalmente positiva para A. welwitschiae,
ou seja, se a PCR multiplex acusar a presenca dos genes, a linhagem é
micotoxigénica, do contrario, se houver a auséncia dos genes, é confirmada a néo
toxicidade para as duas micotoxinas. Ja para as linhagens de A. niger a producéo de
fumonisina B2 essa associagdo ndo é 100% acertiva para Fumonisina B2 (MASSI et
al., 2016).

Considerando que linhagens micotoxigénicas nao podem ser industrialmente

utilizadas devido ao seu risco a saude, torna-se de grande importancia identificar as
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linhagens ndo produtoras de micotoxinas de A. welwitschiae aptas a producdo de

compostos de interesse industrial e desenvolvé-las para uso comercial.

2.1.4 Aspergillus welwitschiae

Como dito anteriormente, Aspergillus welwitschiae € o novo nome de
reclassificacdo do antes nomeado Aspergillus awamori. Este Ultimo é relatado sendo
um bom produtor de enzimas como: amilases (KARAM et al., 2017), B-glucosidase
(NISHIDA et al., 2018), glucanases (LIU et al., 2020), além do seu papel como
probiotico e de melhorar a digestao de carboidratos e proteinas (SALEH et al., 2017,
ABD EL-MONEIM et al.,, 2019). Os produtos processados por ou contendo A.
awamori foram reconhecidos como seguro pela Food and Drug Administration dos
EUA (SALEH et al., 2017).

Dentre os estudos recentes com A. welwitschiae, h& varios artigos que trazem
a avaliacdo do potencial de produgcéo das micotoxinas Ocratoxina A e Fumonisina
B2, sendo que as linhagens do fungo foram isoladas das mais diferentes fontes
como café, cacau, bulbos de cebolas, alho e diversos outros produtos (MASSI et
al.,2014; GHERBAWY et al., 2015; VON HERTWIG, 2015; MASSI et al., 2016;
SUSCA et al.,, 2016; VANZELA et al., 2020).

Outros estudos relatam a presenca de A. welwitschiae no solo (PALUMBO E
O’KEEFFE, 2014) e em ambientes internos (VARGA et al., 2014); como patdégeno de
sementes de mostarda (HANIF et al.,, 2016); como agente etiolégico do Sisal
(DUARTE et al., 2018).

As linhagens de A. welwitschiae utilizadas neste estudo, foram coletadas por
Vanzela et al. (2020) em amostras de alho de doze estados brasileiros (Parana,
Santa Catarina, Rio de janeiro, Bahia, Sdo Paulo, Amazonas, Rio Grande do Sul,
Mato Grosso do Sul, Pernambuco, Goias, Paraiba e Minas Gerais). Foi realizado o
isolamento, identificacdo e verificagcdo do gendtipo com relacdo a producdo ou nao
de micotoxinas (VANZELA et al., 2020), sendo utilizadas somente as linhagens nao

micotoxigénicas para a producado de 4cido citrico.
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2.1.5 Mutacao Induzidas por UV

O termo mutacdo se refere a qualquer alteracdo no material genético que
possa ser transmitida para novos individuos ou linhagens celulares, ou seja, seus
descendentes ALBERTS et al. (1994). Os mutagénicos utilizados para selecdo de
novos microrganismos sdo divididos em quimicos e fisicos. Dentre os mutagénicos
fisicos podem ser encontradas as radiagfes ionizantes como os raios alfa, beta,
gama e X. Além disso, existe o grupo das radia¢cdes nao-ionizantes sendo seu
principal representante a luz ultravioleta (UV) (RODRIGUES, 2006).

Os raios UV sao facilmente absorvidos pelas purinas e pirimidinas, sendo que
estas Ultimas apO6s a exposicdo ficam mais reativas ou no estado excitado. A
absorcdo méaxima de UV pela molécula de DNA ocorre no comprimento de onda de
254 nm. (RODRIGUES, 2006). E conhecido que esta radiacdo possui efeitos
genotoxicos que podem desencadear 0s seguintes processos: Produzir danos ao
DNA, induzir mutagdes e causar o desenvolvimento de tumores (IKEHATA E ONO,
2011).

A genotoxicidade pode ser desenvolvida através da via indireta mediada por
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Neste caso, a luz UV induz um estresse
oxidativo nas células e a formacdo de EROs, sendo que estas Ultimas atacam o
DNA e podem produzir danos nas bases nitrogenadas, formando por exemplo a 8-
hidroxiguanina ou ainda podendo causar o rompimento das cadeias (KIELBASSA et
al., 1997). Por outro lado, pela via direta, a luz UV produz danos especificos ao
DNA, como dimeros de pirimidina, ou seja, duas bases de pirimidina séo justapostas
em conjunto na sequéncia nucleotidica do DNA através do mecanismo fotoquimico
(MARKOVITSI et al., 2010; IKEHATA E ONO, 2011).

Nem todas as células possuem a mesma sensibilidade com relacdo a
radiacdo UV. Para realizagdo de mutacdo induzida por radiagdo UV em fungos, por
exemplo, o tempo de exposicdo a radiacdo varia de acordo com a espécie do
microrganismo. Para determinar o tempo de exposicdo a UV para o fungo é
realizada a curva de sobrevivéncia. Nesta técnica pretende-se verificar a influéncia
do tempo de exposicdo com a sobrevida do microrganismo. Pelo fato de A. niger,
por exemplo, possuir esporos de coloracdo escura, a protecdo deste fungo contra
UV é maior quando comparado com um fungo de coloracao clara e por este motivo,

o tempo de exposi¢ao a radiagéo precisa ser maior (RODRIGUES, 2006).
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O processo de mutagénese com radiacao UV foi realizado com o propésito de
se obter linhagens melhoradas geneticamente. Assim, linhagens seguras quanto a
producdo de micotoxinas e melhoradas foram obtidas para serem avaliadas quanto
a melhor producéo de acido citrico.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Material Bioldgico

Um total de 24 linhagens de A. welwitschiae, isoladas de amostras de alho
coletados em 12 estados brasileiros, foram utilizadas neste estudo. As linhagens
foram previamente isoladas e identificadas por Vanzela et al. (2020) quanto ao

genotipo limitante para a producao de Ocratoxina A e Fumonisina Bo.

2.2.2 Selecdo de Linhagens de A. Welwitschiae Quanto & Producéo de Acido

Citrico

As linhagens de A. welwitschiae foram avaliadas quanto a producéo de acido
citrico (AC), em meio Foster (1949). O meio tem em sua composicao (por litro): 5 g
de glicose; 1 g de peptona; 1 g de KH2POg4; 0,5 g de MgSOs; 15 g de agar e 65 mL
de solucéo de Verde de Bromocresol. Para a solugéo de Verde de Bromocresol tem-
se: 0,5 g de verde de bromocresol; 7 mL de NaOH 0,1 N; completar o volume para
130 mL com &gua e armazenar em local escuro. O meio de cultivo teve seu pH
ajustado para 5,0. Em cada placa foi vertido 20 mL de meio de cultivo. As linhagens
foram inoculadas pontualmente em placas de Petri e incubadas a 28° C por 96
horas. Foi realizado um delineamento em blocos casualizados com 3 blocos e 3
réplicas para cada linhagem. ApGs esse periodo, a producédo de AC foi avaliada de
acordo com Hankin e Anagnostakis (1975) (com modificac6es), nas quais o indice
de Producéo de Acido Citrico (CARI em inglés) é expresso medindo a relacdo entre

o didametro do halo + coldnia e o diametro do crescimento da colbnia.
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2.2.3 Selecdo de Condicdes Abidticas Adequadas a Producdo de Acido

Citrico

Para a avaliacdo das condi¢des abidticas em relagdo a producdo de acido
citrico, foram selecionadas as linhagens significativas quanto a producdo. Foi
realizado o inéculo no centro da placa de Petri, contendo meio de Foster (1949). A
interferéncia da temperatura (28 °C a 42 °C) e pH (4,2 a 9,8) foram avaliadas
conforme o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), ou seja, modelo
fatorial 22 com adicdo de trés pontos centrais e axiais, descrito na Tabela 4. As
placas foram incubadas por 96 horas, com triplicatas para cada linhagem. Apds o
periodo de incubagdo, a producdo de AC foi avaliada conforme Hankin e
Anagnostakis (1975), com modificacdes. Os dados gerados nos itens 2.2.2 e 2.2.3
foram analisados utilizando o programa R (R CORE TEAM, 2019).

Tabela 4: Codificacdo das variaveis para delineamento de temperatura e pH em

modelo fatorial

Ensaios* Variaveis decodificadas Variaveis codificadas
Temperatura °C ( X1) pH ( X2) X1 X2
1 30 5 -1 -1
2 30 9 -1 1
3 35 7 0 0
4 35 7 0 0
5 35 7 0 0
7 40 9 1 1
8 35 4,2 0 -1,4
9 35 9,8 0 1,4
10 28 7 -1,4 0
11 42 7 1,4 0

* Os ensaios foram aleatorizados

2.2.4 Cinética da Producdo de Acido Citrico Por A. welwitschiae em

Fermentacdo Submersa

Inicialmente uma suspencgédo de 107 de conidios foi inoculada em erlenmeyers
de 250 mL contendo 25 mL de meio de cultivo. As linhagens selecionadas no item

2.2.2 e 0os parametros abidticos do item 2.2.3, foram utilizados para avaliacdo da


https://www.r-project.org/
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cinética de producao do acido citrico, sob fermentacdo submersa em dois meios de

cultura:

e Meio Foster (1949). Como descrito anteriormente, foi utilizado sem a adicéo

de agar e de Verde de bromocresol em sua composicao;

e Meio de Prescott e Dunn com modificagcbes (1959): Foi utilizado como
descrito em Pastore et al. (2011). (Composicado em g/L: 50 g de sacarose; 5 g
de peptona; 5 g de sulfato de amonio; 1 g NH,NO,. 1 g de KH2PO4; 0,23 g de

MgSOa. 7H,0; 0,2% de agar ao meio)

Para ambos meios de cultivos, a fermentacdo submersa ocorreu nas
condicBes abidticas selecionadas em cultivo solido, por meio do modelo fatorial (item
2.2.3). Assim, as condicdes de in6culo com 0os meios de Foster e Prescott e Dunn
ocorreram nos seguintes parametros: temperatura de 35° C; pH 4; 107 conidios; 100
rpm por 8 dias de cultivo. Foram realizadas duplicatas experimentais para cada dia
de cultivo, sendo que cada duplicata foi retirada no seu respectivo tempo de
fermentacdo e o extrato bruto foi obtido por filtracdo, para posterior deteccao e
quantificacdo do acido citrico.

2.2.5 ldentificacdo e Quantificacdo de Acido Citrico

A identificacdo e quantificacdo de &cido citrico produzido pelas linhagens
selecionadas, foi determinada por trés métodos: Titulometria, Piridina-anidrido
acético e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

A avaliacdo de &cido citrico foi realizada pela titulagdo de 10 mL da amostra
com uma solugdo de NaOH 1 M contendo o indicador fenolftaleina segundo o
protocolo do Instituto Adolfo Lutz (2008).

O acido citrico também foi estimado por espectrofotdmetro, utilizando o
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 adicionado 5,70 mL de anidrido acético e incubado em banho-maria
a 32° C + 0,25 por 30 min. A deteccdo do &cido citrico foi determinada
posteriormente a Asosnm. A quantificacdo do acido foi verificada com o auxilio da

curva padrao nas concentracdes de 100 pug/mL a 1000 pg/mL, utilizando acido citrico
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anidro 99,5% (Cinética Produtos Quimicos). A identificacdo e quantificacdo do acido
citrico pela piridina—anidrido acético foi realizada somente com amostras em que foi
detectada maior producédo de acido citrico por titulometria.

Outra forma de determinag&o de &cido citrico foi por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia. O extrato bruto foi filtrado com membrana de 0,22 pm (Millex-GV,
Merck). Acidos organicos foram separados em coluna Aminex HPX-87H 300 x 7,8
mm (Biorad, USA) a 50° C, utilizando 5 mM de H2SO4 como fase mével a uma
vazao de 0,6 mL/min e detectada por UV em Azionm conforme o protocolo da Bio-Rad
(BIO-RAD, 2012). A gquantificacdo do acido foi verificada com o auxilio da curva
padrao nas concentracdes de 20 mg/mL a 130 mg/mL, utilizando acido citrico anidro
99,5% (Cinética Produtos Quimicos). Essa metodologia foi utilizada para a
verificacdo da producgédo de &cido citrico somente no melhor dia de cultivo submerso.

2.2.6 Selecdo de Mutantes de A. welwitschiae Para Producéo de Acido Citrico

A linhagem UEL As 15.262 foi a escolhida para se obter mutantes a partir da
exposicdo a luz ultravioleta (UV), visto que ela é boa produtora tanto de enzimas
guanto de acido organico. Uma suspensdo de esporos 102 conidios foi plaqueada
em meio Foster e, em seguida, as placas de Petri contendo os conidios foram
expostos a luz UV Ecolume 15W a uma distancia de 62 cm.

O periodo de incubacao foi realizado nos tempos de 15 a 60 minutos, com
intervalos de 5 minutos, e posteriormente, as placas foram incubadas por 96 horas a
28°C. Durante as 96 horas de incubacéo, foi efetuada a contagem de colénias nos
respectivos tempos, para verificacdo da curva de sobrevivéncia.

Concomitantemente, foram selecionados mutantes para a producdo de &cido
citrico por meio da formacéo de halo com coloragdo amarela, decorrente da acidez
do meio de cultivo. Os mutantes selecionados foram submetidos a avaliacdo da
estabilidade da mutacédo. Foram avaliadas oito geragdes em meio de Foster, com

incubac&o de 96 horas a 28°C, com auxilio do indice de producéo de &cido citrico.

2.2.7 Cinética da Producdo de Acido Citrico Pela Linhagem Selvagem e

Mutante de A. welwitschiae em Fermentacdo Submersa
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A cinética de producédo de acido citrico foi verificada a partir de fermentacéo
submersa com o meio de Prescott e Dunn, durante 12 dias, em duplicata, conforme
as condicdes estabelecidas no item 4.5: temperatura de 35° C; pH 4; concentracéo
de 107 conidios; 100 rpm por 12 dias de cultivo. O extrato bruto foi utilizado para

identificacdo e quantificacéo de acido citrico segundo o item 2.2.5.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados em forma de artigo

cientifico:

Artigo 1: Citric Acid Production by Aspergillus welwitschiae strains
Artigo 2: Acido citrico: um enfoque molecular

Artigo 3: Residuos agroindustriais para producao de produtos biotecnolégicos

2.3.1 Artigo Cientifico 1

BOSSA, Leticia Fernanda. Citric Acid Production by Aspergillus welwitschiae
strains. 2020. 19 pp. Dissertation (Master’s degree in Biotechnology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

Citric Acid Production by Aspergillus welwitschiae strains

Abstract

Some microorganisms stand out for allowing the accumulation of large amounts of
CA in the culture medium, such the genera Aspergillus and Penicillium. In the
biotechnology industry, for the production of CA, the widely used species is
Aspergillus niger, belonging to the Nigri section. However, other species in the Nigri
section, such as Aspergillus welwitschiae, have the potential to produce hydrolytic
enzymes and organic acids. In this sense, the objective of this study was to select
and evaluate the best conditions for CA production by A. welwitschiae strains and to
obtain mutants. Initially, a total of 24 strains of A. welwitschiae were evaluated for CA
production in the Foster medium. All strains produced CA, and the UEL As 20.290
and UEL As 15.262 strains showed significant Citric acid rate index (CARI), 2.21 £
0.2 and 2.19 + 0.23, respectively. All strains produced CA, however, the strains UEL
As 20.290 and UEL As 15.262 showed significant citric acid production index, being
2.21 and 2.19 respectively. Both strains were selected to evaluate the best abiotic
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parameters (temperature and pH). The best condition obtained for CA production by
both strains was at 35° C and pH 4.2. Based on selected abiotic lines and
parameters, submerged cultivation was performed in Prescott and Dunn's medium
and CA production was quantified and identified by three methodologies. The UEL
As 20.290 strain produced 5.48 g/L, the highest amount of CA with 7 days of
fermentation while UEL As 15.262 produced 10.02 g/L with 10 days. The UEL As
15.262 strain was selected to obtain mutants for the production of CA. Subsequently,
two selected mutant strains produced a greater amount of CA with 10 days of
submerged culture. For UEL As 15.262/35 the production of AC increased by 57.48%
while for UEL As 15.262/50 there was an increase of 31.74%. Through this study, it
was possible to select the abiotic conditions and strains of A. welwitschiae that
produce citric acid, and by obtaining mutants it was possible to increase the
production of the metabolite by 57.48% in relation to the wild strain.

Keywords: Filamentous fungus, organic acid, fermentation, mutants

1. INTRODUCTION

The citric acid is a compound found mainly in citrus fruits and can be produced
by microorganisms. This molecule is used in various products in the beverage, food,
pharmaceutical, fertilizer and other industries (SOCCOL et al., 2006; ABBAS et al.,
2016; CIRIMINA et al.,, 2017). The submerged fermentative process is the most
widely used in the industrial manufacture of citric acid, but this metabolite can be
produced by three methods: Koji process, surface fermentation and submerged
fermentation (DHILLON et al., 2011; COSTA, 2014; ADUDU et al., 2019).

Regarding the production of citric acid, some abiotic factors interfere with the
accumulation of this product, such as sources of carbon and nitrogen, pH,
temperature, aeration, trace elements and the fermentative method used for
production. In addition, the biotic factor, the lineage of microorganisms used, is also
considered of great importance for the production of citric acid (MAGALHAES et al.,
2019; ADUDU et al., 2019; OZDAL, & KURBANOGLU, 2019).

Since the year 2000, successive growths have occurred in the citric acid
market worldwide (SHOW et al., 2015). The production of this compound is carried

out by some microorganisms, such as Aspergillus and Penicillium, and with
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Aspergillus niger it is possible to obtain a greater production of this acid (MAX et al.,
2010, AUTA et al., 2014).

Aspergillus niger has been standing out in the biotechnological area for its
varied production of extracellular enzymes, compounds such as antibiotics and other
organic acids. Due to its productive potential, some strains of this species have
received the GRAS status (Generally Recognized as Safe), since the species hosts
some mycotoxin-producing strains (NIELSEN et al., 2009; SUSCA et al., 2014).

The species A. niger, belongs to the section Nigri, which houses very similar
species. In this section, we find a group of morphologically indistinguishable species,
called “niger aggregate”, where A. niger and A. welwitschiae (formerly called A.
awamori) are housed, also widely used industrially and also containing mycotoxin-
producing strains (PERRONE et al., 2011; SAMSON et al. 2014; MASSI et al., 2016).

There is a need in the market for new strains of citric acid that do not produce
toxins since the strain used by the industry is imported and at a high cost. Thus, this
study investigated strains of Aspergillus welwitschiae, for the production of citric acid,
verifying the best abiotic conditions and the genetic improvement of the strains.

MATERIAL AND METHODS

2.1 Biological material

A total of 24 A. welwitschiae strains isolated from garlic samples collected in
12 Brazilian states were used in this study. The strains were previously isolated and
identified by Vanzela et al. (2020) as the limiting genotype for the production of
Ochratoxin A and Fumonisin B2.

1.2 Selection of A. welwitschiae strains for citric acid production

The A. welwitschiae strains were evaluated for citric acid (CA) production from
Foster medium (1949). The medium has in its composition (g/L): 5 g of glucose; 1 g
peptone; 1 g of KH2PO4; 0.5 g MgSOa; 15 g agar, 65 mL of Bromocresol Green
solution and pH 5.0. For the Bromocresol Green solution, the composition is: 0.5 g
bromocresol green; 7 mL 0.1 N NaOH; Make up to 130 mL with water and store in a
dark place. The strains were inoculated punctually in Petri dishes and incubated at

28°C for 96 hours. The experimental design was carried out according to a
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randomized block design with 3 blocks and 3 replicates for each strain. After this
period, CA production was evaluated according to Hankin and Anagnostakis (1975)
(with modifications), in which the Citric acid rate index (CARI) is expressed by
measuring the relationship between halo + colony diameter and colony growth

diameter.

2.3 Selection of suitable abiotic conditions for citric acid production

The strains with significant CARI were selected. The inoculum occurred in the
center of the Petri dish, containing Foster medium (1949). The interference of
temperature (28 °C to 42 °C) and pH (4.2 to 9.8) were evaluated according to the
Central Rotational Composite Design (DCCR), that is, a factorial model 22 with the
addition of three central points and axial points, described in Table 1. Plates were
incubated for 96 hours with triplicates for each strain. After the incubation period, CA
production was evaluated according to Hankin and Anagnostakis (1975), with
modifications. The data generated in items 2.2 and 2.3 were analyzed using the R
program (R CORE TEAM, 2019).

2.4 Kinetics of citric acid production by A. welwitschiae in submerged

fermentation

Initially 107 conidia/mL was inoculated in 250 mL erlenmeyer flasks containing
25 mL of culture medium. The strains selected in items 2.2 and 2.3 were used to
evaluate citric acid production kinetics under submerged fermentation in two culture

media:

* Foster medium (1949): As previously described, it was used without the

addition of Bromocresol Green solution and agar in its composition;

* Modified Prescott and Dunn medium (1959): Composition in g/L: 50 ¢
sucrose; 5 g peptone; 5 g (NH4)2SO4; 1 g NH4NOs; 1 g KH2POg4; 0.23 g MgSOa. 7
H20; 0.2% agar,

For both medium, the submerged fermentation occurred under the abiotic
conditions selected in solid culture (item 2.3). Thus, inoculum conditions with Foster

and Prescott and Dunn occurred under the following conditions: temperature of 35
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°C; pH 4; 107 conidia; 100 rpm for 8 days of cultivation. Experimental duplicates were
performed for each day of cultivation, and each duplicate was removed at its
respective fermentation time and the crude extract was obtained by filtration for
subsequent detection and quantification of citric acid.

2.5 ldentification and quantification of citric acid

Identification and quantification of citric acid production of selected strains
submitted to kinetics, was determined by three methods: Titrometry, Pyridine-Acetic
Anhydride and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The evaluation of
citric acid was performed by titrating 10 mL of the sample with a 1M NaOH solution
containing the phenolphthalein indicator according to the protocol of the Adolfo Lutz
Institute (2008).

Citric acid was also estimated gravimetrically using the Pyridine-Acetic
Anhydride method described by Marrier and Boulet (1958). To 1 mL of crude extract,
1.30 mL of pyridine was added and stirred rapidly. To this mixture was added 5.70
mL of acetic anhydride and incubated in a water bath at 32 °C £ 0.25 for 30 min.
Detection of citric acid was determined after A4osnm. The quantification of the acid was
verified with the aid of the standard curve at concentrations from 100 pg/mL to 1000
pg/mL using 99.5% anhydrous citric acid (Kinetic Chemicals).

Another form of citric acid determination was by High Performance Liquid
Chromatography. The crude extract was filtered with 0.22 um membrane (Millex-GV,
Merck). Organic acids were separated on a 300 x 7.8 mm Aminex HPX-87H column
(Biorad, USA) at 50 °C using 5 mM mobile phase H2SOa4 at a flow rate of 0.6 mL/min
and detected by UV at A2ionm according to Bio-Rad protocol (BIO-RAD, 2012). Acid
guantification was verified using the standard curve at concentrations of 5 mg/mL to
130 mg/mL using 99.5% anhydrous citric acid (Kinetic Chemicals). This methodology
was used to verify citric acid production only on the best day of submerged
cultivation. For the other acids, a standard concentration curve between 5 mg/mL to
100 mg/mL was performed using 99% gluconic acid (Sigma-Aldrich) and 98% oxalic
acid (Acros Organics).

2.6 Obtaining and selection A. welwitschiae mutants
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The UEL As 15.262 strain was chosen to obtain mutants from exposure to
ultraviolet light (UV), as it is a good producer of both enzymes and organic acid. A
spore suspension of 102 conidia was plated in Foster medium, and then the Petri
dishes containing the conidia were exposed to 15W Ecolume UV light at a distance
of 62 cm.The incubation period was performed at 15 to 60 minutes, with intervals of 5
minutes, and later, the plates were incubated for 96 hours at 28 °C. During the 96
hours of incubation, colony counts were performed at the respective times, to verify
the survival curve. At the same time, mutant Colony Forming Unit (CFU) with higher
citric acid (CARI) production were selected. The selected mutants were subjected to
mutation stability assessment. Eight generations were evaluated in Foster medium,

with incubation 96 hours at 28 °C, with the aid of Citric acid rate index.
2.7 Kinetics of citric acid production by wild and mutant A. welwitschiae strains

The kinetics of citric acid production was verified from submerged fermentation
with Prescott and Dunn medium, in duplicate, according to the conditions established
in item 2.4: temperature of 35 °C; pH 4; 107 conidia; 100 rpm for 12 days. The crude
extract was used for identification and quantification of citric acid according to item
2.5.

3. RESULTS

3.1 Screening and selection of parameters for citric acid production by A.

welwitschiae strains

Assays were performed with 24 strains of A. welwitschiae to verify the
production of citric acid (CA) in medium described by Foster (1949). All strains
evaluated were CA producers, but UEL As 20.290 and UEL As 15.262 presented
significant Citric acid rate index (CARI), with 2.21 + 0.23 and 2.19 £ 0.20, respectively
(Table 2). Regarding the diameter of the colonies there was no significant difference
between the strains.

So, the UEL As 20.290 and UEL As 15.262 were selecting for further analysis.
The CCRD of the UEL As 20.290 strain showed the higher citric acid production at 35
°C and pH 4.2 resulting in an CARI of 2.39, while the UEL As 15.262 strain the higher
production of citric acid was at 40 °C and pH 5, with CARI 2.8. However, temperature
of 40 °C would not be viable in the industry. Thus, for the UEL As 15.262 strain, the
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temperature of 35 °C and pH 4.2 was also selected, where the CARI of 2.33 was

found, and both strains can be evaluated under the same condition (Table 1).

3.2 Kinetics of citric acid production by A. welwitschiae

The UEL As 15.262 and UEL As 20.290 strains were cultivated according
parameter selected in CCDR, in two culture medium, Foster and Prescott and Dunn
under submerged fermentation for eight days.

In the Foster medium, for both strains, the production of citric acid reaches the
highest concentration after 24 hours and remains constant until day five (Figure 1).
The highest citric acid production was evaluated by titration (1.6 g/L for both strains),
pyridine - acetic anhydride (UEL As 15.262: 0.029 g/L; UEL As 20.290: 0.038 g/L)
and HPLC (below detection limit for both strains). The biomass range, from the first to
the last day of cultivation, was 0.030 — 0.108 grams for the UEL As 15.262 and 0.030
—0.066 grams for UEL As 20.290.

In the Prescott and Dunn medium the citric acid production, for both strains,
began at the same day (day 1) however, the higher production was reached at eighth
day for UEL As 15.262 and seventh day for UEL As 20.290 (Figure 1). The highest
citric acid production was evaluated by titration (UEL As 15.262: 7.36 g/L; UEL As
20.290: 8.01 g/L), pyridine - acetic anhydride (UEL As 15.262: 4.93 g/L; UEL As
20.290: 4.23 g/L) and HPLC (UEL As 15.262: 5.61 g/L; UEL As 20.290: 5.48 g/L).
The biomass range, from the first to the last day of cultivation, was 0.193 — 0.534
grams for the UEL As 15.262 and 0.193 — 0.467 grams for UEL As 20.290.

In order to increase the production of citric acid, the UEL As 15.262 strain was
selected for obtain mutants, since according to previous group data, this strain has

potential for enzyme production as well.

3.3 Selection of A. welwitschiae mutants for citric acid production

The survival curve of UEL As 15.262 to UV light showed that often 60 minutes,
only 2.5% of the Colony Forming Units (CFUs) remained viable (Figure 2). The UEL
As 15.262 mutants with the highest potential for citric acid production were obtained

with UV light exposures within 35 to 50 minutes.
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These mutants were selected for evaluation of mutation stability for 8
generations. The UEL As 15.262 mutants that were more stable were those obtained
with UV light exposure for 35 and 50 minutes (UEL As 15.262/35 and UEL As
15.262/50) with CARI of 2.66 and 1.95, respectively. So, both mutants (UEL As
15.262/35 and UEL As 15.262/50) were selected to produce citric acid under

submerged conditions in Prescott and Dunn medium.

3.4 Kinetic of the citric acid production by A. welwitschiae wild and mutants

strains

The kinetics of citric acid production performed for 12 days showed that initial
metabolite production occurred on the first day for the wild strain (UEL As 15.262)
and mutants strains (UEL As 15.262/35 and UEL As 15.262/50).
The production of citric acid declined from day 11 for all strains analysed, but for UEL
As 15.262/35 a less marked decline was observed (Figure 3).

The highest citric acid production for UEL As 15.262, UEL As 15.262/35 and
UEL As 15.262/50 occurred at tenth day. The quantification assessment for UEL As
15.262, UEL As 15.262/35 and UEL As 15.262/50 by titration was 13.27 g/L, 16.01
g/L and 15.37 g/L, respectively. By the pyridine-acetic anhydride method, the amount
of citric acid was 7.17 g/L, 14.87 g/L and 11.97 g/L for the strains UEL As 15.262,
UEL As 15.262/35 and UEL As 15.262/50, in that order.

Through HPLC, the detection of citric acid for UEL As 15.262, UEL As
15.262/35 and UEL As 15.262/50 was 10.02 g/L, 15.78 g/L and 13.20 g/L,
respectively. The range of biomass, from the first to the last day of cultivation, was
0.193 — 0.5144 grams for the UEL As 15.262; 0.106 — 0.506 grams for the UEL As
15.262/35 and 0.190 — 0.657 grams for UEL As 15.262/50.

In addition, during fermentation other acids were found in smaller quantities,
being oxalic and gluconic acid, as illustrated in Table 3. For wild strains, production of
oxalic acid (UEL As 15.262: 1.6 g/L; UEL As 20.290: 2.3 g/L) and gluconic acid (UEL
As 15.262: 1.1 g/L; UEL As 20.290: 2.4 g/L) occurred until the eighth day of
cultivation. When cultivation was carried out at ten days, the UEL As 15.262 (wild)
and UEL As 15.262/35 (mutant) strain didn’'t produce either acid, but the UEL As
15.262/50 strain, produced both acids (oxalic: 1.3 g/L; gluconic: 1.6 g/L).
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4. DISCUSSION

The production of citric acid in Foster medium is a screening used in some
studies for the selection of strains with the best production potential of this acid
(RODRIGUES et al. 2009; OZDAL AND KURBANOGLU 2018; CHALFON et al.
2019). In this study, the production of citric acid obtained by Aspergillus welwitschiae
strains (UEL As 15.262 — CARI 2.19 and UEL As 20.290 — CARI 2.21), is similar to
the CARI obtained by A. niger strains (RODRIGUES et al. 2009; OZDAL AND
KURBANOGLU 2018).

The best combination of temperature and pH found for the most producing
strains, UEL As 15.262 and UEL As 20.290, occurred at a temperature of 35 °C and
pH 4.2. Works such as those by Wang et al. (2015 and 2017) and Yu et al. (2018)
report the same production temperature using A. niger in submerged fermentation.
Other temperatures, ranging from 25 °C to 55 °C, have already been reported for the
production of citric acid (PASTORE et al., 2011; AUTA et al., 2014; PAPADAKI and
MANTZOURIDOU, 2019).

Regarding the pH factor, studies show different optimization conditions, where
the initial pH of the culture medium varies between 2.1 to 5 (LOTFY et al., 2007,
FRISVAD et al., 2011; WANG et al., 2017; ADUDU et al., 2019). According to Max et
al. (2010), the production of citric acid occurs at acidic pHs, this value being less than
2, reducing contamination by other microorganisms and inhibiting the production of
other acids. The best pH for production used in this work was reported in the
literature, as mentioned above.

For the verification of metabolite production in Submerged Fermentation, two
media were selected. As Foster medium wasn’t a good inducer for citric acid
production, another culture medium was researched in the literature. In works such
as those by Papagianni (2007), Max et al. (2010) and Show et al. (2015), it was
described that the best carbon source for citric acid production would be sucrose in
high concentrations.

As reported by Angumeenal and Venkappayya (2013), for the production of
citric acid the following sugar sources are used: sucrose, glucose, fructose and
lactose, with the highest production occurring with sucrose and the lowest with
lactose. The highest production with sucrose is due to an extracellular invertase,

found in A. niger, that rapidly hydrolyzes sugar at low pH (KUBICEK-PRANZ et al.,
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1990). Therefore, the other medium tested was the Prescott and Dunn (1959), where
a good production of citric acid was obtained, and the sugar source was sucrose.

The production of citric acid by submerged fermentation, varies according to
the nutritional sources and microorganisms used and the works report very different
values. In this study, the highest citric acid production was 10.02 g/L obtained by the
UEL As 15.262 strain (wild) in ten days of cultivation.

In the work of Kolicheski and Soccol (1995), the production of 10.8 g/L in eight
days of fermentation process was reported. In more recent studies, the largest
production of citric acid occurred on the seventh day with 11.24 g/L, (ADUDU et al.,
2019), 21.2 g/L in three days of cultivation (MIRGHANI et al., 2019) and 15.51 g/L in
two days of fermentation (AYENI et al., 2019).

In all the mentioned works, (KOLICHESKI and SOCCOL, 1995; ADUDU et al.,
2019; AYENI et al., 2019; MIRGHANI et al.; 2019) Aspergillus niger was used for the
production of citric acid and the wide use of this species can be correlated with the
good production of this organic acid.

In order to increase the production of citric acid, the UEL As 15.262 strain was
selected for mutants obtention, since according to previous data, this strain has
potential for enzyme production as well. The best mutants obtained were those with
35 and 50 minutes UV exposure. The acid yield obtained by these mutants was
15.78 g/L for UEL As 15.262/35 and 13.20 g/L for UEL As 15.262/50.

There are reports in works of varied citric acid production, with mutant
obtained by different techniques: 86.1 g/L (IKRAM-UL et al., 2001), 42-50 g/L
(IKRAM-UL et al., 2004), 70-80 g/L (HU et al., 2017), 130 g/L (RAJOKA et al., 2018),
130.8 g/L (ZHANG et al.,, 2019). From these results, it can be seen that the
production of citric acid is also varied according to the carbon source used and the
mutants generated in each work.

Regarding the production of other acids in the culture medium, in addition to
citric acid, other articles reports that at 40 °C the production of oxalic acid is favored
while the accumulation of citric acid decreases (SRIVASTA AND KAMAL, 1979;
AMER et al., 1999). It has also been reported the synthesis of other acids can occur
in small quantities such as succinic, malic and fumaric (IKRAM-UL et al.,, 2001;
IKRAM-UL et al., 2004).

In the study by Niu et al. (2016), the strains showed production of gluconic and

oxalic acids, in addition to citric acid. In this work, it was observed that the same
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three acids were produced. However, with ten days of cultivation, the strains UEL As
15.262 and UEL As 15.262/35 did not produce oxalic and gluconic acids, while UEL
As 15.262/50, decreased production. Among the strains mentioned, UEL As
15.262/35 was the one that obtained a cleaner chromatographic profile, indicating a
lower production of other metabolites that were not of interest.

In conclusion, this paper reports that strains of A. welwitschiae have the
potential to produce citric acid. The mutation process provided a powerful organism
for the production of citric acid, the UEL As 15.262/35 strain, since it does not
produce other acids such as gluconic and oxalic, obtaining the best chromatographic
profile and increasing production by more than 50%. Further studies are needed to

optimize other fermentative parameters and increase production.
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Table 1: Central Rotational Composite Design by A. welwitschiae strains

Variables CARI **
Essay* | Temperature (°C) pH UEL As 20.290 | UEL As 15.262
1 30 5 2.13 2.02
2 30 9 1.26 1.2
3 35 7 1.47 1.48
4 35 7 1.48 1.56
5 35 7 1.53 1.45
6 40 5 2.18 2.8
7 40 9 1.25 1.49
8 35 4.2 2.39 2.33
9 35 98 1.16 1.13
10 28 7 1.61 1.59
11 42 7 2.12 2.14

*The essays were randomized.
**Citric acid rate index means obtained in triplicate essays with Petri dishes containing Foster medium
incubated in different combinations for 96 hours. In bold are the best abiotic conditions in which the
selected strains presented the highest CARI values.

Table 2: Production of citric acid by Aspergillus welwitschiae strains isolated from

garlic

Strains CARI + SD* Groups | Strains CARI + SD* Groups
UEL As 20.290 | 2.21 +£0.23 A UEL As 6.136 1.61+0.15 B
UEL As 15.262 | 2.19+0.20 A UEL As 28.430 | 1.57+0.13 B
UEL As 11.225 | 1.84 +0.09 B UEL As 34.462 | 1.57 + 0.03 B
UEL As 1.05 1.83 £ 0.09 B UEL As 27.397 | 1.56 +0.17 B
UEL As 12.233 | 1.72+0.13 B UEL As 28.422 | 1.54+0.24 B
UEL As 6.144 1.72 £ 0.09 B UEL As 26.365 | 1.54 +0.05 B
UEL As 25.348 | 1.69+0.16 B UEL As 12.247 | 1.53+0.12 B
UEL As 29.432 | 1.69+0.11 B UEL As 32.459 | 1.52 + 0.07 B
UEL As 28.245 | 1.68+0.12 B UEL As 7.200 1.52+£0.12 B
UEL As 2.14 1.67 £0.13 B UEL As 28.411 | 1.51+0.19 B
UEL As 27.405 | 1.66 + 0.04 B UEL As 24.323 | 1.50+0.12 B
UEL As 7.182 1.62 £ 0.16 B UEL As 11.228 | 1.50 + 0.02 B

44

*CARI: Citric acid rate index; SD: Standard deviation. CARI means obtained in randomized block
trials. Different letters indicate significant differences at 5% significance level according to Tukey's test.
In bold are the strains selected for having the highest values of CARI. Analysis was performed in
experimental triplicate and Petri dishes containing Foster medium were incubated at 28 °C for 96

hours.
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Table 3: Production of citric, gluconic and oxalic acid by Aspergillus welwitschiae in

eight and ten days of submerge fermentation

Fermentation 8 days 10 days
Strain
CA* GA** OA** CA* GA** OA***
UEL AS 20.290 5,48 g/L 2,4 ¢g/L 2,3g/lL - - -
UEL AS 15.262 5,61 g/L 1,1g/L 1,6 g/L 10,02 g/L - -
UEL AS 15.262/35 - - - 15,78 g/L - -
UEL AS 15.262/50 - - - 13,20 g/L 1,3¢g/L 1,6 g/L

*Citric acid; **Gluconic acid; **Oxalic acid.
Production carried out in submerged fermentation with Prescott and Dunn medium. The quantification
illustrated was performed using the High performance liquid chromatography methodology.
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Figure 1: Kinetics of citric acid production in Foster (A) and Prescott and Dunn (B)
medium by UEL As 15.262 and UEL As 20.290 strains under Submerged

Fermentation. Citric acid concentration was determined by titration method.
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Figure 3: Kinetics of citric acid production in Prescott and Dunn medium by UEL As
15.262 (wild), by UEL As 15.262/35 and UEL As 15.262/50 (mutants) strains.
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BOSSA, L. F.; SARTORI, D. Acido citrico: um enfoque molecular. Andlise critica das
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Barbosa de Oliveira Junior. — Ponta Grossa, PR: Atena Editora, cap. 18, p. 164-173,
20109.

Acido citrico: um enfoque molecular

Resumo

A molécula de &acido citrico € um intermediario chave presente no ciclo do Acido
citrico. Por ser amplamente utilizado em varios segmentos industriais, € um dos
acidos mais produzidos anualmente. Os fungos do género Aspergillus,
principalmente aqueles pertencentes a secdo Nigri, apresentam uma grande
importancia industrial na producdo de enzimas e acidos organicos. A espécie A.
niger € uma das mais estudadas com relacédo a producéo e acumulo de acido citrico,
e também € a mais utilizada em processos biotecnoldgicos. Visto que, as primeiras
reacoes do ciclo de Krebs e suas respectivas enzimas, interferem diretamente na
regulacdo e producdo do &cido organico, ha estudos analisando 0s genes e seus
respectivos produtos, que estdo envolvidos na producdo do acido citrico. Sendo
assim, é citado nesse trabalho as enzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase e

aconitase e os aspectos moleculares envolvendo as mesmas.

PALAVRAS-CHAVE: Acido citrico, Aspergillus, citrato sintase, isocitrato

desidrogenase, aconitase
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Citric Acid: A Molecular Approach

Abstract

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

mentioned in this work.

KEYWORDS: Citric acid, Aspergillus, citrate synthase, isocitrate dehydrogenase,

aconitase
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Propriedades gerais do acimulo de Acido citrico

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

Pode ser encontrado naturalmente em frutas citricas como lima, limé&o,
abacaxi, entre outras. No entanto, desde meados do século XX, quando o
pesquisador americano Currie verificou que a producdo de acido citrico por
linhagens de Aspergillus niger era favorecida em condigcbes especificas,
rapidamente foram surgindo diversas condi¢cdes fermentativas para suprir 0
consumo de acido pelo mercado (COSTA, 2011; FOOD INGREDIENTES BRASIL,
2014; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2016;FRANCA, 2016; CIRIMINNA et al., 2017;
TONG et al., 2019).

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

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


https://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
https://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC

o1

O género Aspergillus e o acumulo de acido citrico

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

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

A espécie A. niger € uma das mais estudadas com relacdo a producéo e
acumulo de 4&cido citrico. Muitos trabalhos s&@o encontrados na literatura
apresentando as diferentes otimizacdes para a producdo deste composto organico,
pois alguns fatores interferem de forma direta nesse processo (FOSTER, 1949;
ACOSTA, 1994; COSTA, 2000; RODRIGUES, 2006; PASTORE et al., 2011).

Entre esses fatores podem ser citados: fonte de carbono, nitrogénio e fosfato;
pH; aeracdo; concentracdo de oligoelementos e 0 microrganismo produtor
(FOSTER, 1949; GREWAL et al., 1995; RODRIGUES, 2006; PAPAGIANNI, 2007;
MAX et al., 2010; PASTORE et al., 2011). E conhecido que a fonte de carbono e de
fosfato mais adequada para a producdo do &cido citrico, séo a sacarose e o fosfato
de potassio monobasico, respectivamente (FOSTER, 1949; GREWAL et al., 1995;
RODRIGUES, 2006; PASTORE et al., 2011).

Com o passar dos anos e visando a sustentabilidade, variadas fontes de
carbonos provenientes de residuos agroindustriais, foram sendo avaliadas para
producdo de acido citrico utilizando A. niger. Como exemplos podem ser citados:
filtrado de farinha de milho (WANG et al.,, 2017), bagago de cana-de-agucar
(FRANCA, 2016); polpa citrica (RODRIGUES, 2006); soro de leite (EL-HOLI and
ALDELAIMY 2003), entre outros.
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O fungo A. niger € amplamente descrito na literatura para a producdo de
acido citrico (RODRIGUES, 2006; AUTA et al.,, 2014; HU et al., 2014; HU et al.,
2016). Porém, outros Aspergillus pertencente a secéo Nigri sdo relatados por possuir
a capacidade de acumular esse acido organico em quantidades significativa, como:
Aspergillus carbonarius (WEYDA et al., 2014; YANG et al., 2015; YANG et al., 2017),
Aspergillus kawachii, Aspergillus luchuensis e Aspergillus awamori, este ultimo
reclassificado como Aspergillus welwitschiae (HONG et al., 2013; FUTAGAMI et al.,
2015; TONG et al., 2019).

Aspectos moleculares envolvidos no acumulo do &cido citrico

As primeiras reacdes do ciclo do acido citrico e suas respectivas enzimas,
interferem diretamente na regulacéo e producao do &cido citrico. Tendo em mente a
sua importancia, estudos realizaram a analise dos genes e seus produtos que estao
envolvidos na producdo deste acido organico (PEL et al., 2007; ANDERSEN et al.,
2011).

Quanto ao acumulo de &cido citrico, € conhecido haver principal participacéo
das trés primeiras reacdes do ciclo do acido citrico. Estas reacdes sdo catalisadas
pelas enzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase e aconitase (PAPAGIANNI,
2007; AKRAM, 2014).

Segundo informacdes do banco de dados National Center for Biotechnology
Information (NCBI), para essas proteinas ja foram depositadas sequéncias das mais

variadas espécies fungicas.

Aspectos moleculares da Citrato sintase

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



53

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

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

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

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

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

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

A enzima aconitase € responsavel pela conversao do citrato no intermediério
isocitrato, na segunda reac&o do ciclo do Acido Citrico (AKRAM, 2014). Possui em
sua estrutura um centro ferro-enxofre no seu sitio ativo. A atividade enzimatica pode
ser regulada por fons como Cu?*, Fe3* e Mn?*, sendo que o primeiro favorece a
maior produgéo de acido citrico, enquanto que os outros dois ions diminuem esse
rendimento (KUBICEK E ROHR, 1985; ACOSTA, 1994).

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

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

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

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

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

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

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

As outras duas isoformas de ICDHs séo especificas para NADP* e podem ser
encontradas tanto no citosol, quanto na mitocondria. S&o0 encontradas
principalmente como homodimeros, sua regulacdo ndo € alostérica e sua regulacao
é dada principalmente em nivel transcricional (KIRIMURA et al., 2002).

O gene que codifica a isocitrato desidrogenase (icdA) em A. niger CBS
513.88, o qual codifica uma das isoformas localizadas na mitocondria, apresenta
cinco éxons e 7 introns. O gene icdA codifica uma sequéncia de 385 aminoéacidos,

com um dominio conservado (NCBI, 2019).
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Residuos agroindustriais para produc¢éo de produtos biotecnoldgicos

Resumo

O Brasil € um dos principais produtores agricolas mundiais, e esse setor produz
milhares de toneladas de residuos que ndo sdo aproveitados pela industria. Os
residuos podem gerar impactos ambientais se ndo forem tratados corretamente,
além de representarem uma perda econdmica associada a nao reutilizacdo desta
matéria prima. Assim, 0s processos biotecnolégicos por sua vez, podem utilizar
esses residuos agroindustriais para a geracao de diversos tipos de produtos de
interesse comercial como acidos organicos, enzimas, pigmentos, cosméticos e
medicamentos. Com a fermentacdo em estado sélido (FES), pode ocorrer a
reutilizacdo dos residuos, um processo ecologicamente favoravel, onde a matéria
prima é de facil acesso e de baixo custo e o produto gerado possui alto valor
agregado. Para a bioconversdo desses materiais, pode ser utilizado diversas
espécies fungicas, sendo que um dos principais microrganismos utilizados para a
reutilizacdo dos dejetos agroindustriais € o Aspergillus niger. A industria faz uso de
uma linhagem especifica de Aspergillus niger, considerada segura pela Food and
Drug Administration (FDA). Assim, este microrganismo pode ser aplicado para
produzir produtos de diversos ramos industriais como no setor alimenticio, saude
humana, cosmética e até mesmo em nutricdo animal. Por fim, esta revisdo busca
mostrar, baseada em informacg0es extraidas da literatura, o potencial da reutilizagéo
de residuos da agroindustria associada aos tipos de fermentacdo e os principais
microrganismos utilizados para producdo dos produtos biotecnologicos com enfoque

em dois produtos especificos: amilases e acido citrico.

PALAVRAS-CHAVE: Residuos agroindustriais; Fermentacdo; Aspergillus; Acido

citrico, Amilase
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Propriedades dos Processos Fermentativos e Utilizacdo de Residuos

A ampla diversidade de matérias primas encontradas nos residuos
agroindustriais, por serem de facil acesso e baixo custo, podem ser reaproveitadas
para a producdo de um produto comercial utilizando trés métodos fermentativos:
Fermentacdo Submersa, Fermentacdo em Superficie e Fermentacdo em Estado
Solido, sendo que cada uma delas possui caracteristicas particulares no processo
(SHOW et al., 2015; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2016).

O desempenho do processo fermentativo é afetado por fatores quimicos
como pH (THOMAS et al., 2013) e componentes do meio de cultivo (SOCCOL et al.,
2017). Além disso, dentre os fatores fisicos que afetam o processo estdo a
temperatura (KRISHNA, 2005), agitacdo e aeracao (NAVES et al., 2010; SHOW et
al., 2015). Visto que parametros fisicos e quimicos devem ser considerados, outra
variavel é a escolha do tipo de processo fermentativo, pois cada fermentacéo
contém caracteristicas que podem ser vantajosas ou desvantajosas.

A Fermentacdo Submersa € o tipo de processo fermentativo mais utilizado
industrialmente. Dentre as vantagens deste processo, tem-se como destaque a
purificacdo do produto € facilitada pela baixa concentracdo de particulas de
substrato, as altas taxas de producéo e rendimento, 0 menor risco de contaminacao,
menor necessidade de mao-de-obra para operacado e requer espago menor para
producdo (CASTRO et al., 2010; SHOW et al., 2015).

Algumas desvantagens, € que ha necessidade de uma instalacdo sofisticada,
elevando o custo com tecnologias e energia para o processo. Além disso, existe a
preocupacao de ser feito um controle rigoroso sobre a fermentacdo para evitar
contaminantes e consequentemente a perda de lotes. Pode ocorrer também a
formacdo de espuma durante o processo, mas pode ser resolvido utilizando um
agente antiespumante (CASTRO et al., 2010; MENEGOL et al., 2016).

A Fermentagcdo em Superficie foi o primeiro processo fermentativo utilizado
para a producdo em larga escala de um acido organico com baixo custo, iSso porque
somente depois de algum tempo surgiu a Fermentacdo Submersa. Estima-se que
sua introdugdo ocorreu por volta de 1920, porém uma descricdo mais aprofundada
deste método s6 foi publicada em 1950 (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2016).
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O processo € convencionalmente realizado em camaras de fermentacéo,
utilizando bandejas rasas, de aco inoxidavel, aluminio ou polietileno, organizadas em
prateleiras (BAUWELEERS et al.,, 2014; SHOW et al.,, 2015). Os parametros
fermentativos como aeracgéo, umidade, temperatura entre outros sao regulados, pois
o rendimento do processo € altamente influenciado por esses fatores (SOCCOL et
al., 2006).

As vantagens deste processo fermentativo € que o mesmo pode ser utilizado
em industrias de pequena e meédia escala, porque requer menos esforco
operacional, instalacdo e custo de energia. Uma das desvantagens € a preocupante
contaminacgao por outros microrganismos (BAUWELEERS et al., 2014).

A designagdo Fermentacdo em Estado Solido, Fermentagdo Semi-Sdlida, ou
ainda processo Koji, é destinado ao processo no qual ocorre o crescimento de
microrganismos sobre substratos solidos sem a presenca de agua livre (KAREEM et
al. 2010). E muito utilizada para producdo de diversos compostos de interesse
industrial através do aproveitamento de residuos ou subprodutos da agroindustria
(COUTO et al., 2006).

Por esse motivo, a vantagem de utilizar os residuos é que além de atuarem
como fonte de carbono, atuam também como suporte para o crescimento dos
microrganismos (SHOW et al., 2015). As desvantagens deste método € que ha
dificuldade de controlar os parametros de fermentagéo, alguns substratos podem
nao ser completamente acessiveis e a transferéncia de oxigénio pode ser dificultada
de acordo com o substrato. (SANTOS et al., 2017).

Considerando que o Brasil € um grande produtor agricola e que ha grande
geracdo de residuos/subprodutos, a Fermentacdo em Estado Sélido se apresenta
como uma alternativa para os residuos, gerando substancias de interesse
econdmico, como enzimas, acidos organicos, aromas e pigmentos, por exemplo.

A economia brasileira tem sua base muito forte no setor da agricultura, sendo
que boa parte do PIB (Produto Interno Bruto) é originado do agronegocio. As
grandes safras de diversos alimentos produzidos em nosso pais como café, milho,
cana-de-agucar, soja, mandioca, frutas e cereais, geram elevadas quantidades de
residuos. Este fato, tém despertado o interesse de pesquisadores para sua
utilizacdo em processos biotecnologicos (FILHO et al., 2015).

Outra vertente que corrobora com a utilizagcéo de residuos agroindustriais, € a

relacionada com questbes ambientais. Existe a busca constante por novas fontes
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renovaveis de energia, visando um modelo sustentavel por meio da reutilizacdo de
materiais. Nesse cenario, os residuos podem ser utilizados para a producdo de
novos materiais, produtos quimicos e de energia (FILHO et al., 2015; MORAES et
al., 2017).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), para
0 més de maio de 2019, foi realizado o levantamento sistematico da producao
agricola, estabelecendo o ranking dos principais cultivares produzidos pelo pais
(IBGE, 2019). Muitos destes cultivares geram residuos sélidos ou liquidos como
cascas, bagaco, polpas, sementes, farelos e agua de maceracéo, por exemplo.

A biomassa mais produzida no Brasil é a proveniente da cana-de-acgucar. O
residuo agroindustrial gerado no setor sucroalcooleiro, como o bagaco e a palha de
cana-de-agucar por exemplo, € resultado do processamento para a producdo de
actcar e etanol (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2015; MORAES et al.,
2017).

Os residuos da agroindustria, como o citado acima, podem ser utilizados
como fonte de nutrientes para 0s microrganismos no processo fermentativo. Ao final
da fermentacdo, os mais diversos produtos podem ser obtidos como enzimas,
alcoois, proteinas, acidos organicos, aminoacidos, metabdlitos secundarios,
compostos aromaticos, 6leos essenciais entre outros (FILHO et al., 2015).

Diversas espécies de microrganismos tém sido utilizadas na FES a partir de
residuos agroindustriais. Entretanto, os fungos possuem propriedades fisiologicas,
bioquimicas e enzimaticas favoraveis a utilizacdo na FES para produzir enzimas, por
exemplo (ZEN et al., 2014; SANTOS et al., 2018). Sabendo da importancia dos
fungos no processo Fermentativo em Estado Soélido, a seguir foi relatado quais
fungos sao preferencialmente utilizados para producédo de produtos biotecnolégicos.

Fungos e sua aplicacdo na industria biotecnologica

Os fungos possuem uma seérie de aplicagdes industriais, estudos em
Biotecnologia e Engenharia Genética vem possibilitando esses organismos a
producdo de seus metabdlitos em larga escala. Atualmente varios produtos de
origem fangica sdo usados comercialmente como pesticidas bioldgicos, enzimas,
pigmentos, vitaminas, etanol e acidos organicos (SOUZA et al, 2015; ABREU, 2018).

Os fungos séo utlizados na industria alimenticia por produzirem
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enzimas que estdo presentes nos processos de panificacdo, fabricacdo de queijos,
cervejas, vinhos, fermentados e bebidas alcodlicas (TAKAHASHI, et al., 2017).
Podem contribuir na inddstria farmacéutica com o desenvolvimento de alguns
antibiéticos (SOUZA et al.,, 2018), além disso, estdo presentes em processos
biodegradaveis (SOARES et al.,, 2011) e tratamentos biologicos de efluentes
industriais (SANTOS et al., 2019) e na biotransformacéao (CORTEZ, et al., 2017).

Os fungos possuem um metabolismo diversamente alternativo, o qual pode
ser dividido em duas categorias especificas. Os metabdlitos primarios sdo moléculas
produzidas no decorrer do crescimento vegetativo enquanto que os metabdlitos
secundarios, sdo sintetizados na fase estacionaria do crescimento microbiano
(SBRT, 2011; SOUZA et al, 2015).

Os fungos filamentos se desenvolvem em variados tipos de substratos, sendo
utilizados em aplicacdes industriais, com a finalidade de produzir diversos tipos de
produtos biotecnoldgicos (TAKAHASHI, 2017). Como exemplo, um dos principais
produtos utilizados pela industria de alimentos sdo os acidos organicos, amplamente
empregados nos processos alimenticios, essencialmente como acidulantes,
entretanto podem ser utilizados também como agentes aromatizantes, conservantes
e tampdes (CARVALHO et al., 2005).

Entre os acidos organicos, um dos compostos que se destaca por sua grande
aplicabilidade é o &cido citrico. Este acido pode ser obtido pela utilizacao de frutas
citricas, além de apesentar um papel crucial no metabolismo de animais e humanos
durante a geracdo de energia, a partir da degradacdo de alimentos. Entretanto,
cerca de 95% do &cido citrico comercializado mundialmente € gerado por fungos
(COPETTI, 2019).

Todas as espécies conseguem sintetizar acido citrico, entretanto algumas
espécies fungicas produzem em quantidades elevadas, dentre as quais, algumas
espécies dos os géneros Aspergillus e Penicillium. No entanto, a espécie mais
utilizada para a producdo de acido citrico tem sido Aspergillus niger (MAX et al.,
2010; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2016; PORRO & BRANDUARTI, 2017; WANG
et al., 2017).

Outros tipos de acidos podem ser produzidos por fungos em menor escala,
entre eles podemos citar, o gluconico, itaconico, acido latico, acido fumarico, acido
malico, &cido tartarico, acido succinico e acido oxalico (KUBICEK et al.,, 2011,
MAGNUSON et al., 2004; STEIGER et al., 2013; PORRO et al., 2017).


http://www.respostatecnica.org.br/dossie-tecnico/downloadsDT/NTY3Ng==
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Outros produtos biotecnolégicos que podem ser obtidos via processo
fermentativo com o uso de fungos filamentosos sdo as enzimas, pigmentos e
vitaminas (SANTOS et al., 2012; DUFOSSE, 2016). Dentre os fungos utilizados em
processos biotecnoldgicos, o mais empregado para producdo de enzimas (SANTOS
et al., 2012) e &acidos organicos (WANG et al., 2017) em diversos segmentos

industriais € o género Aspergillus, como descrito no préximo tépico.

Fungos Filamentosos: O género Aspergillus e secao Nigri

As espécies que constituem o género Aspergillus apresentam grande
distribuicdo ao redor do mundo. Uma das principais caracteristicas desse género € a
coloracdo das colbnias, podendo apresentar diferentes tonalidades de verde,
amarelo, branco, marrom, cinza e preto (FRISVAD, 2015; PARK et al., 2017).

Um dos aspectos de grande importancia para sua classificagdo sao as
estruturas morfolégicas. As espécies que compdem o género, tipicamente
apresentam um estipe asseptada, que termina em uma vesicula, onde crescem as
células conidiogénicas, que sdo responsaveis pela origem dos conidios. Estes
ultimos podem apresentar diferentes pigmentacfes e ornamentacdes (SAMSON et
al., 2014).

O grupo Aspergillus pode ser subdividido em quatro subgéneros: Circumdati,
Aspergillus, Nidulantes e Fumigati. Além dos subgéneros, séo relatadas diversas
secdes e metabdlitos secundarios especificos para cada secdo (GEISER et al.,
2007; HOUBRAKEN et al., 2014; SAMSON et al., 2014).

Dento do subgénero Circumdati, a secao Nigri € uma das principais secdes
estudadas, por possuir grande diversidade de espécies que sdo muito utilizadas na
biotecnologia, possuindo atualmente 27 espécies (HOUBRAKEN et al.,, 2014;
FUNGARO et al., 2017).

Varias espécies da secdo Nigri causam deterioracdo de alimentos, podendo
produzir micotoxinas como ocratoxina A e fumonisina B2 (SOARES et al., 2013). Por
outro lado, sdo espécies bastante requisitadas em diversos processos industriais
para a producdo de enzimas hidroliticas, como amilases e/ou lipases, e acidos

organicos, tais como acido glucénico e acido citrico (VARGA et al., 2011).
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No entanto, dentre as espécies da secdo Nigri, a mais utilizada em éareas
biotecnolégicas até o momento, é Aspergillus niger, devido ao seu elevado
rendimento quanto a producdo de enzimas extracelulares, a ndo toxicidade e
patogenicidade, sendo considerada pela Food and Drug Administration (FDA) como
GRAS - Geralmente Reconhecida Como Segura. (SCHUSTER et al., 2002; JIAO et
al., 2018).

Esta espécie é também bastante versatil quanto a utilizacdo de substrato, e
possui algumas vantagens como a facil manipulacdo e producdo de grandes
guantidades de produtos biotecnolégicos (SHUESTER, 2002; PEL et al., 2007). As
caracteristicas citadas fazem com que A. niger seja muito utilizado em diversas
areas industriais como: no processamento de amido (TORRES et al., 2012), na
alimentacdo animal (NASCIMENTO et al., 2018), na fabricacdo de cerveja e
bebidas (OLIVEIRA et al., 2017), na industria de papel e celulose (CAVALCANTI
et al., 2018), aléem de produzir metabdlitos bioativos, sendo incorporados em
produtos farmacos (NASCIMENTO et al., 2015).

Devido a grande versatilidade que A. niger apresenta, muitos produtos
biotecnoldgicos foram sintetizados via processos fermentativos. A seguir, foi
realizado um enfoque em dois produtos biotecnoldgicos de grande importancia:

enzimas amilases e o acido citrico.

Produtos biotecnolégicos: amilases e acido citrico

Enzimas amiloliticas

Em termos mundiais, Monteiro (2009) ressalta que o Brasil representa 3,7%
do mercado internacional de enzimas. Além de ser o pais mais expressivo da
américa latina em relacdo a producdo de enzimas amiloliticas. Segundo a
Association of Manufacturers and Formulators of Enzyme Products (AMFEP),
atualmente s&o comercializadas em torno de 243 enzimas, das quais
aproximadamente 19% s&o produzidas por Aspergillus niger. As enzimas
amiloliticas sdo responsaveis por 25 a 33% da produgdo mundial (POLITZER &
BON, 2006; MONTEIRO, 2009).

As enzimas amiloliticas, estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo

produzidas por animais, vegetais e principalmente por microrganismos. Esta
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enzima é a responsavel pela hidrélise do amido (CASTRO et al., 2011; CRUZ et al.,
2015), e pertence a familia glicosil hidrolases (GH), sendo que esta ultima é
dividida em diversos grupos, dependendo de suas caracteristicas enziméticas
(POLIZELI et al., 2016).

As nomenclaturas das enzimas amiloliticas propostas por Reddy et al.
(2003) e Castro et al. (2011), correspondem com seu modo de a¢cdo. Os grupos de
amilases foram categorizados em endoamilases, exoamilases, amilases
desramificadoras e as transferases (GUPTA et al.,, 2003; ANTO et al., 2006;
FERNANDES et al., 2007; SANTOS et al., 2012).

Esta enzima apresenta grande importancia biotecnologica, podendo ser
aplicada em industrias téxteis, detergentes, papel e celulose, panificacdo, bebidas
destiladas, cervejas, cereais para alimentacao, liquefacéo e sacarificagcdo do amido,
racado animal, industria quimica e farmacéutica (LUZ et al., 2016; SOCCOL et al.,
2017; COELHO et al., 2018).

Diferentes tipos de substratos séo utilizados para a producédo de amilases.
Dentre os substratos podem ser citados: residuos de mandioca, batata doce, soja,
café e amendoim; farelos de trigo e arroz; sementes de milho; e residuos de frutas
como uva, manga, laranja e abacaxi (MITCHELL et al., 2000; WISNIEWSKI et al.,
2010; STROPARO et al., 2012. GUSMAO et al., 2014; CRUZ et al., 2015).

Os principais produtores de enzimas amiloliticas sdo fungos dos géneros
Aspergillus e Rhizopus (PANDEY et al.,, 2005). Além de enzimas, os fungos s&o
muito utilizados também para producdo de acidos organicos a partir de residuos
agroindustriais. Assim, o proximo topico enfoca um dos &cidos mais utilizados

industrialmente, o acido citrico.

Acido citrico

O &cido 2-hidroxi-propano-1,2,3-tricarboxilico, mais conhecido como acido
citrico, € um metabdlito presente em todos 0s organismos que pode ser encontrado
naturalmente em frutas citricas (SHOW et al., 2015; CIRIMINNA et al., 2017). E um
dos acidos organicos mais produzidos no mundo anualmente, por meio de processo
fermentativo. Algumas industrias séo grandes produtoras deste metabdlito, porém a

maior producéo deste acido é realizada pela China, responsavel por mais de 50% da
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producado global (DHILLON et al., 2013; ANGUMEENAL et al., 2013; SHOW et al.,
2015).

Alguns microrganismos ja foram listados como produtores de &cido citrico em
processos fermentativos, dentre eles podem ser citados fungos, bactérias e
leveduras (CARVALHO et al., 2005; PASTORE et al.,, 2011). Entretanto, para a
producao industrial de acido citrico o microrganismo amplamente utilizado é o fungo
Aspergillus niger (SHOW et al., 2015).

Desde 1916 James Currie, um quimico americano, verificou que algumas
linhagens de Aspergillus niger excretavam quantidades significativas de acido citrico
guando cultivadas sob condicbes especificas: meio com alta concentracdo de
acucar, sais minerais e pH entre 2,5 a 3,5. Isso levou a grande producao industrial
deste acido por via fermentativa, principalmente por processo submerso (ADITIVOS
& INGREDIENTES, 2016).

Devido a grande demanda mundial de acido citrico, uma alternativa seria
reduzir os custos de producdo deste &cido utilizando os residuos agroindustriais nos
diferentes processos fermentativos. Autores como Soccol et al. (2006) e Show et al.
(2015) descreveram algumas matérias primas utilizadas para producdo de &cido
citrico: residuos de cervejaria, bagaco de cana-de-acUcar, permeado de soro de
leite, bagaco de mandioca, farelo de milho, casca de café, residuos de abacaxi e
laranja, entre outros (SOCCOL et al., 2006; SHOW et al., 2015).

O rendimento da producdo de &cido citrico com os mais diversos residuos
agroindustriais ja foi citado por alguns autores. Aqueles que apresentaram bom
rendimento de &cido citrico, por exemplo, foram o filtrado de farinha de milho (173,2
g/L), meio de milho liquefeito (151,67 g/L) e a combinacdo de bagaco de cana com
farelo de trigo (185 g/Kg) (JUNIOR et al., 2017; WANG et al., 2017; WANG et al.,
2015).

Devido as propriedades quimicas que a molécula de acido citrico apresenta,
este metabdlito pode ser utilizado em diversos segmentos industriais. A maior parte
da producédo deste acido é utilizada pela indastria de alimentos, um total de
aproximadamente 70%. Pode ser utilizado como aditivo, por sua propriedade
acidulante, agente quelante, tamponante e antioxidante (SOCCOL et al., 2006;
MAJUMDER et al, 2010; ANGUMEENAL et al, 2013; ADITIVOS &
INGREDIENTES, 2016).
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Outros 12% da producéao de acido citrico se destina a industria farmacéutica e
18% para diversas outros setores como agricultura, detergentes, cosméticos e
produtos de higiene (MAJUMDER et al. 2010; BAUWELEERS et al.,, 2014,
MAGALHAES et al., 2019). Assim, pode ser verificada a importancia deste acido em
diversos segmentos industriais e seus respectivos produtos, devido as suas mais
diversas propriedades como: agente flavorizante, acidulante, emulsificante,

antioxidante, tamponante, quelante de metais, anticoagulante entre outras fungoes.

Concluséao

Esta revisdo foi direcionada para a obtencéo de produtos biotecnolégicos por
meio de residuos agroindustriais. Foi abordado o potencial da reutilizacdo de
residuos da agroindustria associado a fermentagcdo, por meio da utilizacdo de
microrganismos com o intuito de gerar um produto biotecnoldgico. Atualmente, o
acido citrico € o acido organico mais produzido no mundo, e a enzima amilase
também é um produto com uma ampla gama de aplicacdes. Devido a grande
demanda destes produtos, € de suma importancia pesquisar novas linhagens
microbianas que possam ser capazes de fermentar substratos alternativos, como 0s
residuos agroindustriais, e proporcionar um processo de producdo mais eficiente e

sustentavel.
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3. CONCLUSAO

Em concluséo, este trabalho relata que as linhagens de A. welwitschiae foram
produtoras de &cido citrico. O processo de mutacdo forneceu um organismo
poderoso para a producédo deste acido, a linhagem UEL As 15.262/35, visto que ela
nao produz outros acidos como glucdnico e oxalico, sendo obtido o melhor perfil
cromatografico e com aumento de mais de 50% da producdo. Mais estudos s&o

necessarios para otimizar outros parametros fermentativos e aumentar a producao.
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Figure 1: Citric acid production by Aspergillus welwitschiae strains in Foster medium

at 28 °C in 96 hours
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Figure 2: Response surface of pH and temperature variation tests for UEL As 15.262
strain (A) and UEL As 20.290 strain (B) in Foster medium
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Figure 3: HPLC detection and quantification of citric acid produced by strains under
Submerged Fermentation in Prescott and Dunn medium. The retention time for citric
acid was approximately 9.4 minutes. A) Citric acid standard (50 mg/L); B) UEL As
15.262 strain on the tenth day; C) UEL As 20.290 strain on the seventh day; D) UEL
As 15.262/35 mutant strain on the tenth day E) UEL As 15.262/50 mutant strain on
the tenth day
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Figure 4: Citric acid production in different abiotic factors by UEL As 15.262 strain in

Foster medium
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Figure 5: Citric acid production in different abiotic factors by UEL As 20.290 strain in

Foster medium



