W
rﬁ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

[\~
unesp’

JULIO DE MESQUITA FILHO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS ARARAQUARA

POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA APLICADAS A
FARMACIA

CAIO DE AZEVEDO LIMA

BIORREFINARIA DE RESIDUO CITRICO VISANDO A OBTENCAO DE
COLORANTES NATURAIS MICROBIANOS PARA APLICACAO INDUSTRIAL

Araragquara
2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
JULIO DE MESQUITA FILHO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS ARARAQUARA
POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA APLICADAS A
FARMACIA

CAIO DE AZEVEDO LIMA

BIORREFINARIA DE RESIDUO CITRICO VISANDO A OBTENCAO DE
COLORANTES NATURAIS MICROBIANOS PARA APLICACAO INDUSTRIAL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia
Aplicadas a Farmécia, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, como parte dos requisitos para obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientadora; Prof2. Dr2. Valéria de Carvalho Santos

Ebinuma

Araraquara
2021



L732b

Lima, Caio de Azevedo.

Biorrefinaria de residuo citrico visando a obtencdo de colorantes
naturais microbianos para aplicagdo industrial / Caio de Azevedo Lima. -
Araraquara: [S.n.], 2021.

77 f. il

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pos
Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmacia. Area de
concentracgdo: Ciéncias.

Orientadora: Valéria de Carvalho Santos Ebinuma.
1. Biorrefinaria. 2. Subproduto citrico. 3. Colorantes naturais. 4.

Enzimas. 5. Talaromyces amestolkiae. 1. Ebinuma, Valéria de Carvalho
Santos, orient. II. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagé&o - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030081P7
Esta ficha ndao pode ser modificada



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

.
e,

| )

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAQ: Biorefinaria de residuo citrico visando a obtencéo de colorantes naturais
microbianos para aplicacdo industrial

AUTOR: CAIO DE AZEVEDO LIMA
ORIENTADORA: VALERIA DE CARVALHO SANTOS EBINUMA

Aprovado como parte das exigéncias para obtencéo do Titulo de Mestre em BIOCIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA, area: Andlises Clinicas pela Comissédo Examinadora:

Profa. Dra. VALERIA DE CARVALHO SANTOS EBINUMA (Participacao Virtual)
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UNESP - Araraquara

Profa. Dra. FERNANDA PERPETUA CASCIATORI (Participacao Virtual)
Departamento de Engenharia Quimica / Universidade Federal de Sao Carlos

Prof. Dr. FERNANDO MASARIN (Participagao Virtual)
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UNESP - Araraquara

Araraquara, 29 de setembro de 2021

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara -
RODOVIA ARARAQUARA-JAU, KM 1 - CP 502, 14800903
http://www2.fcfar.unesp.br/#!/pos-graduacao/biociencias-e-biotecnologias-aplicadas-a-farmacia/CNPJ: 48.031.918/0025-00.



DEDICATORIA

A Deus forca maior,

Aos espiritos benfeitores,

A minha Familia: minha mae Selma,
meu pai Celso,

Dedico.



EPIGRAFE

“E muito melhor lan¢ar-se em busca de
conquistas grandiosas, mesmo expondo-se
ao fracasso, do que alinhar-se com os
pobres de espirito, que nem gozam muito
nem sofrem muito porque vivem numa
penumbra cinzenta, onde ndo conhecem

nem vitoria, nem derrota.’

(Theodore Roosevelt)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, causa primeira de todas as coisas, que me
permitiu vivenciar essa experiéncia. Aos meus mentores espirituais e espiritos
benfeitores pelas boas energias e influéncias positivas na minha vida.

Aos meus pais Selma e Celso por tudo que me proporcionaram. VOcés séo 0s
alicerces responsaveis por essa conquista e eu sempre serei eternamente grato.
Agradeco principalmente pelo amor incondicional e pelos esfor¢cos imensuraveis para
gue eu pudesse realizar meus objetivos. Amo vocés eternamente.

Aos meus familiares, pelo amor, incentivo e apoio incondicional.

A orientadora Profa. Dra. Valéria Ebinuma, pela confianca, apoio, incentivo e
disponibilidade sempre apresentada ao longo de todo este trabalho. Obrigado por ter
me fornecido uma oportunidade valiosa de trilhar meu caminho no desenvolvimento
de ciéncia de qualidade.

A minha querida professora e amiga Dra Glauciane Coelho, pelo imenso
carinho, amor e paciéncia.

Aos docentes, técnicos e demais funcionarios do Departamento de Engenharia
de Bioprocessos e Biotecnologia pelo apoio, paciéncia e disponibilidade durante a
realizacdo deste trabalho.

Aos meus amigos “Anormais”, em especial meu querido Davi, Kamila, Tacia,
Marco, Rainy e Dayse. Obrigado por todo o amor, por toda paciéncia, companhia e
risadas.

Aos meus amigos de Tuparetama, em especial Henrique e Erika, meus irm&os
de coracéo, obrigado pelos momentos de desabafo, conselhos, carinho e sinceridade.

Aos meus amigos de Araraquara, Dona Terezinha e Marcos, por terem me
acolhido desde o inicio e me ajudarem em diversos momentos.

Aos meus amigos, em especial a minha irma e companheira Laura que dividiu
esta aventura académica comigo e me auxiliou em diversos momentos. Aos amigos
de laboratério, Fernanda, Gabi, Ariane, Vitoria, Flavio, Milca, Graci, Heitor, Rodney,
Rafael e Victor por todos os momentos, por toda a aprendizagem, amizade,
sinceridade e companhia.

Aos companheiros do grupo de pesquisa BioPPul, obrigado pela paciéncia,

auxilio e disponibilidade durante a realizagcéo deste trabalho.



Agradecimento especial a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCF e a
Universidade Estadual Paulista UNESP por ter oportunizado essa conquista.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ),
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel superior (CAPES),

A Fundacéo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pela
importante contribuicao financeira para a realizacdo deste projeto.

Durante esta aventura académica, diversas pessoas contribuiram direta ou
indiretamente para a realizacao deste trabalho a quais eu serei eternamente grato a

cada uma delas.



Sumario

RESUMO . .. e e e e e et e e e e e s 9
A B ST R A CT et et e e e e e e eanans 10
L INTRODUGAOD ...ttt 11
2 REVISAO DE LITERATURA ..o, 13
2.1 BIOMTEFINAIIA ....evveeeeeee et 13
2.2 Biomassa e Subprodutos Agroindustriais ...........cceevvvveiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeen. 15
2.2.1 Agroindustria brasileira e IndUstria Citrica ........cc.cccooviciiiiieieineeennnne 17
2.2.2 Biorrefinaria de subprodutos CitriCOS ........cccoeeevviviiiiiiiii e, 19

2.2 COIOTANTES ...ttt e e e e 25
2.2.1 Colorantes naturais miCrobian0os................uuuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 27

2. OBIETIVO GERAL ... 31
2.1 Objetivos ESPECIfiCOS: ......ccoiiiiiiiiiie e 31
3. MATERIAL E METODOS ....coiiviiieieieiecteee et ete ettt 32
S L MALEIIAL ..ccoiieiiiiieieeee 32
3.2 Caracterizacao quimica do subproduto CitriCO..........ccevvvvvvevieiieiiieeeeenenen. 32
3.2.1 EXtrac80 dO LIMONENO .......cvviiiiiieeeieee e 32
3.2.2 Quantificacdo do Limoneno por CG/GC.........ccoovvvvriiiiiiieeeeeeeeiiinn, 32
3.2.3 EXIracao de PECHNA........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiii bbb 33
3.2.4 COMPOSIGAD QUIMICA ....ceeiiiiiiiiieeeeee e e e ettt et e e e e e e e e e e 34
3.2.5 HIdrOliSE ACIHA.......eeeiiiieiiiiiiiii e 34
3.2.6 Determinacao do teor de CINZAS........ccuuuuviiiiieeieieeiiee e 35

3.3 Producéo do colorante vermelho ... 35
SRS T I Y/ [ Tod 0] o F= T 05 1 1 o 1SN 35
3.3.2. Prepar0o dO INOCUIO ........oooviiiiiie e 35

3.3.3 Preparo do meio de CUltiVO.......ccccuuiiiiiiiiii e 36



3.4 MELOAOS ANAITHICOS ..eoeeeee e, 39

3.4.1 Concentracao de DIOMASSA.........cccevvvriuiiiiiiee e e e 39
3.4.2 Andlise de Aclcares por CLAE/HPLC...........ccoovvvviiiiiiieeeeeeeeei, 39
3.4.3 Quantificacdo de Colorantes NatUraiS...........ccoveveevvvriiieeeeeeeeeiiinnnnnn. 39
3.4.4 Determinacgdo de Atividades ENZIMAticas ..............evvvvvvvvvviinnnnnnnnnnnns 40

3.5, ESHALISHCA. .. .uvieeiiieeiiiei e 41
4, RESULTADOS E DISCUSSAO .....coooveeeeeeeeeeeeeeeee e 42
4.1 Andlise quimica do subproduto CitriCO ...........cceeeeeeriiiiiiiiiiiieee e 42
4.2 Producao do colorante vermelno ................eeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 44
4.3 Producao de enzimas celuloliticas por Talaromyces amestolkiae .......... 50
5. PERSPECTIVAS FUTURAS . ...t 53
6. CONCLUSAOD ...ttt 54
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocoiiiieieeeeeeeeeee e, 55

8. APENDICE ... e 74



RESUMO

Considerando que o Brasil é um pais com alta geracao de residuos agroindustriais,
estudos acerca do aproveitamento de tais residuos, principalmente, para obtencéo de
produtos de valor agregado, sdo de grande interesse. Assim, a producdo de
colorantes naturais fungicos utilizando subproduto de baixo custo, como compostos
provenientes do processamento da industria citrica, ganha importancia com vista para
o desenvolvimento de biorrefinaria para producdo desse bioproduto em escala
industrial. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a aplicacdo de um
subproduto da industria citrica como fonte de carbono para a producéo de colorantes
por Talaromyces amestolkiae em cultivo submerso em agitador orbital. Inicialmente, o
subproduto citrico foi caracterizado quanto a composicdo quimica, contendo
compostos como a lignina (21,6 %m.m), hemicelulose (13,5 %m.m™) celulose (11,9
%m.m™). A producdo dos colorantes naturais vermelhos foi realizada inicialmente
aplicando diferentes fontes de carbono (glicose, xilose e pectina) e fonte de nitrogénio
(glutamato monossddico-GMS) comerciais. Posteriormente, a producdo dos
colorantes foi avaliada utilizando o subproduto citrico ndo-tratado e pré-tratado
(remocdo de pectina), e suplementado com as fontes de carbono e nitrogénio
comerciais supracitadas. A melhor condicdo de producdo de colorantes vermelhos
observada foi empregando glicose e xilose comercial, 10,0 e 5,0 g.L71,
respectivamente, com 25 g.L* de GMS em cultivo submerso a 150rpm/30°C/168h,
atingindo em torno de 16,1 UAsponm. Na presenca do residuo citrico, a méaxima
producdo observada foi com 56,0 gramas de subproduto citrico tratado por litro de
meio de cultivo, chegando a 4,27 UAsoonm. Avaliou-se também a producéo de enzimas
celuloliticas durante o cultivo e obteve-se um méaximo de, aproximadamente, 0,20
Ul.mL para endo-glucanase; 0,87 UlL.mL? para xilanase e 2,90 Ul.mL? para B-
glucosidase ao se empregar subproduto citrico pré-tratado. Esses resultados revelam
0 potencial de residuos agroindustriais da industria citrica para a geragdo de
colorantes naturais através do conceito de biorefinaria, contribuindo para o
desenvolvimento sustentavel e fortalecimento dos bioprocessos.

Palavras-chave: Biorrefinaria, subproduto citrico, colorantes naturais, enzimas,
Talaromyces amestolkiae.



ABSTRACT

Considering agrobusiness is the largest economic sector in Brazil and it generates a
high amount of residues, studies about the use of agro-industrial residues, mainly to
obtain high added value products, are of great interest. So, the production of natural
fungal colorants using a low-cost by-product, such as wastes from the citrus industry,
plays an important role to the development of biorefineries for the production of this
bioproduct on an industrial scale. Thus, this work aims to study the application of a
citrus industry by-product of as carbon source for the production of colorants by
Talaromyces amestolkiae in submerged culture in orbital shaker. Initially, the citrus
by-product was characterized in terms of chemical composition, containing as major
compounds lignin (21.6 %m.m?), hemicellulose (%13.5 m.m™) cellulose (11.9 %m.m"
1. The production of natural red colorants was firstly carried out by applying different
commercial carbon (glucose, xylose and pectin) and nitrogen (monosodium glutamate,
GMS) sources. Subsequently, the production of colorants was evaluated using the
untreated, pretreated (pectin removal) citrus by-product and supplemented with the
aforementioned sources of carbon and nitrogen. The best condition for the production
of red colorants using commercial glucose and xylose, 10.0 and 5.0 g. L%, respectively,
and GMS (25 g. L) in submerged culture at 150rpm/30°C/168h, was around 16.1
UAsoonm. In the presence of citrus waste, the maximum production observed was with
56.0 grams of treated citrus by-product per liter of culture medium, achieving 4.27
UAsoonm. The production of cellulolytic enzymes during cultivation was also evaluated
and a maximum of, approximately, 0.20 Ul.mL"* for endo-glucanases; 0.87 IU.ml* for
xylanase and 2.90 Ul.mL"! for B-glucosidase was obtained using pretreated citrus by-
product. These results reveal the potential for application of agro-industrial residues
that, through the biorefinery concept, acquire a noble destination as the generation of
high commercial value biomolecules, namely natural colorants contributing to
sustainable development and strengthening of bioprocesses.

Keywords: Biorefinery, citrus by-product, natural colorants, enzymes, Talaromyces
amestolkiae.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de plantas industriais projetadas para extrair moléculas
valiosas de subprodutos agroindustriais emergiu a partir da necessidade de
aproveitamento desta biomassa (BRAGA et al., 2017) e se tornou mais evidente,
principalmente, entre as décadas de 1980 e 1990 com o surgimento do termo
Biorrefinaria, o qual, posteriormente, emergiu Como um campo promissor para a area
de bioprocessos (LEXICO-OXFORD, 2021; MERRIAM-WEBSTER, 2021; KAMM et
al., 2016). Uma Biorrefinaria pode ser descrita de diferentes formas, porém, uma
definicdo ampla que contempla o sentido geral é que, “Biorrefinaria € uma instalacao
gue integra processos e equipamentos para realizar a conversdo de matéria organica
em combustiveis, energia, produtos quimicos e/ou produtos de alto valor agregado”
(NREL, 2017; BERNTSSON et al.,, 2013). Atrelado a isso, 0 uso de recursos
renovaveis como matéria-prima pode favorecer sistemas que aplicam a economia
circular por manter o carbono da biomassa no processo por mais tempo
(TEIGISEROVA et al., 2019; BELTRAN-RAMIREZ et al., 2019).

Considerando o0s subprodutos agroindustriais que apresentam grande
potencial de valorizacdo no mercado, pode se destacar os residuos do
processamento de citricos, predominantemente detritos de sumo de laranja. A
industria citrica desempenha papel importante na economia global e gera grande
quantidade de subprodutos (CIRIMINNA et al., 2015). Entre esses subprodutos, a
sobra do processamento do suco de laranja € um material que pode conter compostos
de interesse industrial e/ou comercial, como acucares fermentesciveis,
polissacarideos, flavondides, polifendis e 6leos essenciais (ZEMA et al., 2018a).
Devido a riqgueza de moléculas presentes neste residuo, a destinacao para processos
de bioconversao por microrganismo se langa como uma alternativa nobre com o
intuito de se obter bioprodutos de valor e interesse comercial. Assim, a producao e/ou
extracdo de moléculas com base no conceito de biorrefinaria € relevante,
especialmente no contexto de biorrefinarias citricas em larga escala nos paises
produtores de citros (CIRIMINNA et al., 2018).

A matéria organica do subproduto citrico pode ser empregada para a producao
de biomoléculas como, por exemplo, os colorantes naturais (KANTIFEDAKI et al.,
2018). Os colorantes naturais, também conhecidos como biocolorantes, tem atraido

crescente atencéo, principalmente, das industrias farmacéutica e de alimentos, por
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serem biodegradaveis, além da possibilidade de apresentarem propriedades
farmacoldégicas como, atividade antimicrobiana, antioxidante, imunossupressora,
antiviral, anticancerigena e redutora de colesterol (CAROCHO et al., 2014; SHARMA
et al.,, 2011; DOWNHAM; COLLINS, 2000). Essas vantagens somadas a crescente
preocupacdo da populacdo com a saude e o meio ambiente faz com que estes
compostos ganhem destague no mercado (MARTINS et al., 2016; BALAKRISHNAN
et al., 2016; ZHANG, 2016; OPLATOWSKA-STACHOWIAK et al., 2015; AMCHOVA
et al., 2015;). Em relacdo ao mercado de total de colorantes, uma pesquisa realizada
pela Grand View Research, Inc. estima para 2025 um valor acerca de US$ 37,49
bilhdes. Deste total, os colorantes naturais sdo estimados em, aproximadamente, US$
2,0 bilhdes com uma taxa composta de crescimento anual (CAGR, do inglés
“Compound Annual Growth rate”) de 4,9% até 2025.

Entre as fontes produtoras de colorantes, 0s microrganismos destacam-se
devido a facilidade de produc¢éo, algumas espécies ndo produzem compostos téxicos
e 0s colorantes produzidos sdo mais estaveis que outras congéneres naturais
(FRISVAD et al., 2013). Assim, diversas linhagens tém sido estudadas, tais como
Aspergilus, Penicillium e Talaromyces (DUFOSSE, 2014; SANTOS-EBINUMA et al.,
2013). Dentre o género Talaromyces, a espécie T. amestolkiae ndo produz
substancias téxicas e biossintetiza colorantes azafilonas provenientes da via dos
policetideos com cores amarela, laranja e vermelha, sendo um candidato promissor
para producao e aplicacdo em diferentes matrizes (DE OLIVEIRA et al., 2020b; DE
OLIVEIRA et al., 2019; ZACCARIM et al., 2019).

Diante do exposto, o presente trabalho pretende avaliar o potencial do
subproduto citrico, por meio do conceito de biorrefinaria, como fonte de carbono na
obtencdo de produtos de valor agregado, nomeadamente, colorantes naturais e
enzimas celuloliticas, por meio do cultivo submerso de Talaromyces amestolkiae. Os
resultados deste trabalho contribuem para o desenvolvimento sustentavel através do
uso de subprodutos agroindustriais e fortalecimento do desenvolvimento de

bioprocessos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biorrefinaria

A matéria conhecida como biomassa pode ser definida como material organico
nao fossilizado e biodegradavel proveniente de plantas, animais e microrganismos,
composta, principalmente, de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio (WARD et
al., 2014). E a forma natural que os seres vivos encontraram de incorporar estes
elementos como componentes estruturais ou como forma de armazenar energia no
proprio organismo. Esta matéria contida nos organismos pode ser transformada e
utilizada para gerar novos produtos ou energia (LEXICO-OXFORD, 2021; MERRIAM-
WEBSTER, 2021).

Para extrair produtos valiosos de biomassa sendo ela vegetal ou animal, se fez
necessario, portanto, o desenvolvimento de um conjunto de técnicas sustentaveis
projetadas, principalmente, para aproveitar ao maximo o potencial pouco conhecido
de tais compostos (KUMAR; YAASHIKAA; 2020; FERNANDO et al., 2006). Esta
necessidade se tornou cada vez mais evidente considerando a aplicagéo crescente
da bioeconomia circular, do avanco nos estudos de sustentabilidade, da preservacao
dos recursos naturais e pela necessidade da reducédo da poluicdo ambiental causada
pelo uso extensivo dos combustiveis fésseis (UBANDO et al., 2020). Tais conjuntos
de técnicas de aproveitamento sustentavel da biomassa, conhecidos como
biorrefinaria, emergiram no século XX e se tornaram um campo promissor para 0s
bioprocessos (BRAGA et al.,, 2017; SAUER et al., 2008). Posteriormente, novas
definicdes foram concebidas afim de englobar a amplitude do termo.

Assim, uma biorrefinaria pode ser definida como uma instalacdo que integra
processos e equipamentos para a conversao de biomassa em combustiveis, energia,
e produtos quimicos (NREL, 2017; BERNTSSON et al., 2013). O termo foi utilizado
pela primeira vez na década de 1980, porém, se popularizou no final dos anos 1990
e inicio dos anos 2000, quando varios processos industriais favoreciam o uso da
biomassa (LEXICO-OXFORD, 2021; MERRIAM-WEBSTER, 2021; KAMM et al.,
2016).

Alguns autores afirmam que, em conceito, as biorrefinarias podem ser
descritas como plataformas equivalentes as refinarias tradicionais, pois apresentam
semelhanca estrutural e realizam o fracionamento dos compostos de acordo com

suas propriedades. Porém, as refinarias realizam a extragdo de produtos
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provenientes de combustiveis fosseis (MONCADA et al.,, 2016) enquanto as
biorrefinarias beneficiam-se das muitas fracées das biomassas e seus intermediarios,
expandindo assim o valor decorrente da matéria-prima (SHARMA; SAINI, 2020).
Desta maneira, pela caracteristica e definicdo, podem ser reconhecidas uma grande
diversidade de vias para biorrefinaria, desde a variedade para a escolha da matéria-
prima até a infinidade de produtos que podem ser formados (ALVIM et al., 2014).

De acordo com o Quadro 1, pode-se identificar as principais fontes de matéria-
prima utilizadas e principais produtos gerados no mundo no periodo de 1997 a 2017.

Quadro 1. Proporcdo das principais fontes de matéria-prima e produtos formados a partir de
biorrefinaria relatados na literatura. Relativos ao periodo de 1997-2017.

Insumos para Biorrefinaria Produtos da Biorrefinaria
Substancias Produtos
Culturas Compostos
Lignocelulésicas: Especificos: Acidos,
Pinheiro, Eucalipto, Furfural,
Salgueiro; Milho, Trigo, Polihidroxialcanoato,
Materiais Cana-De-Acucar Compostos | Didis, Antioxidantes,
Lignocelulésicos Quimicos Xilitol e Enzimas
(59%) (46%)
Residuos Biomateriais:
Lignocelulésicos: Biopolimeros, Papel E
Bagaco, palha e sabugo Celulose, Biocompdsitos
e Fibras;
Aclcar e Amido: Milho- Combustiveis: Biodiesel
Verde Cana-de-aglcar e Etanol
fresca
Compostos
Biomassa vegetal ] ] liquidos e ] . |
(24%) Oleaginosas: Azeite de gasosos Gases: Hidrogénio, Gas
dendé (43%) de Sintese e Metano
Biomassa fresca:
Gramas mistas e Alfafa
Biomassa Algas: Microalgas e Energia Termoelétrica: Poténcia
aquatica (10%) Macroalgas (8%) e Calor
Residuos Residuos mistos: Papel, Produtos mistos:
Industriais e Residuos orgéanicos e | Outros (3%) | Biofertilizantes, Alimentos
Domésticos (7%) | Residuos de varricao e Aditivos Alimentares

Fonte: Adaptado de Wenger; Stern, 2019.
Vale salientar que em cada grupo de matéria-prima ou produto existe uma
abundéancia de compostos que podem ser aplicados pelas biorrefinarias e que a
transformacdo desses compostos depende das caracteristicas Unicas de cada

material, entre outros fatores (WENGER; STERN, 2019). Por exemplo, a cana-de-
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acucar pode gerar um bagaco com alto teor de celulose e hemicelulose, os quais
podem ser transformados pela biorrefinaria para producédo de etanol 2G, biogas,
nanocelulose, xilo-oligossacarideos, entre outros (SHAHID et al., 2021)

Portanto, as biorrefinarias destacam-se ndo so por se apresentarem como uma
possivel alternativa para producao de energia, mas também por poderem auxiliar na
resolucao dos problemas de gestédo de residuos e diminuicdo da emissédo de gases
de efeito estufa (SHARMA; SAINI, 2020). O desenvolvimento e implementacdo do
conceito de biorrefinaria de subprodutos oferece uma série de beneficios econdmicos,
ambientais, sociais e politicos, tais como: o fornecimento de tecnologias sustentaveis
e lucrativas para gestdo de residuos urbanos e industriais; a implementacdo da
economia circular; a diminuicdo da utilizagcdo de recursos ndo renovaveis e a

diversificacao das fontes de abastecimento (ALIBARDI et al., 2020).

2.2 Biomassa e Subprodutos Agroindustriais

Dentre os recursos renovaveis aplicaveis nas biorrefinarias, os subprodutos
agroindustriais tem ganhado destaque devido ao grande potencial de geragcdo de
combustiveis, energia e produtos de alto valor agregado por meio da conversao da
matéria organica vegetal (BRAGA et al., 2017; NREL, 2017; BERNTSSON et al.,
2013). A Figura 1 demonstra a aplicacdo da biomassa vegetal no conceito de

biorrefinaria para a obtencao de produtos de interesse industrial e comercial.
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Figura 1 - Representacdo da aplicacdo da biomassa vegetal em biorrefinarias para obtencao de

biocombustiveis, energia e bioprodutos. Fonte: Dados do autor.

A utilizacdo da biomassa aplicada a biorrefinaria ndo se restringe

exclusivamente pela diminuicdo do uso de recursos fosseis, mas também pela
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abundéancia a qual se encontra (CHANDEL et al., 2020). A producéo de biomassa
mundial em 2017 foi estimada em, aproximadamente, 170 bilhdes de toneladas, das
quais boa parte sdo compostas, principalmente, por carboidratos e destes apenas 4%
podem ser utilizados diretamente para fins alimenticios (CHANDEL et al., 2018).

Neste cenario, o Brasil € conhecido por estar entre os maiores produtores
agricolas e agroindustriais do mundo. Desde 1980, o Brasil se tornou um dos maiores
exportadores e se sobressai por ser o maior produtor mundial de cana-de-agucar,
café e suco de laranja (PICOLI et al., 2018). Em decorréncia desta producéo agricola,
o Brasil tem uma intensa geracado de subprodutos de biomassa, como, por exemplo,
o bagaco e palha da cana-de-acucar, palha e sabugo do milho, que podem ser
utilizados como fontes de energia abundantes e renovaveis (PAULA et al., 2011).
Segundo o Ministério de Minas e Energia, 2020, a producao de biomassa vegetal tem
apresentado um crescimento acentuado, tendo previsbes para 1,6 bilhdes de
toneladas por ano em 2050. Simultaneamente a producéo agricola, a utilizacdo da
biomassa para producéo de energia tem crescido no pais, representando cerca de
14% na producao de energia total (IEA, 2018).

Algumas ferramentas que intensificam e incentivam o reaproveitamento dos
residuos no Brasil sdo a Politica Nacional de Residuos Sdélidos e de Saneamento
Basico, a qual determina que o tratamento dos residuos deve ser apropriado e, tendo
viabilidade técnica, econdbmica e ambiental, isto deve ser efetivado (BRASIL, 2010).
Ademais, 0 aproveitamento dos subprodutos se sobressai, pois o principal
componente de tais residuos € matéria organica que pode ser biotransformada
(BRASIL, 2020).

E importante ressaltar que o uso de subprodutos agroindustriais em
biorrefinarias se demonstra favoravel pois pode fornecer matéria-prima viavel para
sistemas econdmicos que aplicam a economia circular e manter o carbono da
biomassa no processo produtivo por mais tempo (TEIGISEROVA et al.,, 2019;
BELTRAN-RAMIREZ et al., 2019). Esta estratégia de reutilizacdo de carbono se
apresenta como alternativa aos tratamentos de residuos que emitem gases nha
atmosfera (TEIGISEROVA et al., 2019). Neste sentido, os conceitos de biorrefinaria
podem também ser otimizados e aplicados como tecnologias de pré e/ou pés-
tratamento as usinas de bioenergia existentes para melhor aproveitamento dos
subprodutos, resultando em producdo em cadeia e reducdo de custos
(TEIGISEROVA et al., 2019). Além disso, o aproveitamento de residuos
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agroindustriais pode ajudar no processo de descarte de tais residuos e evitar a
contaminacdo ambiental, doencas para a saude, danos ecoldgicos e outros
problemas associados a poluicdo (BELTRAN-RAMIREZ et al., 2019).

Tendo em vista a crescente geracdo de subprodutos agroindustriais, a
implementacdo de processos em cada etapa das biorrefinarias para um melhor
aproveitamento de tais residuos € indispensavel (TEIGISEROVA et al., 2019). Dentre
0s subprodutos mais gerados no Brasil, alguns jA sdo aplicados em tecnologias
conhecidas para produgdo de novos produtos, como, por exemplo, a cana-de-agucar
com a tecnologia de producéo de etanol de segunda geracéo (FAO, 2019). Entretanto,
alguns subprodutos ndo possuem biorrefinarias com tecnologias avancadas e
estabelecidas para uma melhor aplicacdo. Um destes subprodutos agroindustriais é a
sobra de processamento de citricos, predominantemente detritos de sumo de laranja
(SATARI; KARIMI, 2018). E importante salientar que a industria citrica desempenha
um papel importante na economia global e produz grande quantidade de residuos,
tais como cascas, sementes e compostos de membrana (CIRIMINNA et al., 2018).
Devido ao potencial e abundancia do residuo citrico é imprescindivel uma nova rota

promissora para 0 maximo aproveitamento desta matéria.

2.2.1 Agroindustria brasileira e IndUstria citrica

A indastria agricola no Brasil € bem estabelecida e tem uma parcela
fundamental na economia do pais, representando, aproximadamente, 24% do
Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro (CEPEA, 2021). As estruturas industriais de
processamento agricola sdo parte essencial do desenvolvimento de produtos
agroindustriais e estdo distribuidas por todas as regides do pais (BRASIL, 2020).
Entre as cultivares mais processadas destaca-se a cana-de-acucar, que € a biomassa
brasileira mais utilizada em biorrefinaria para obtencéo de produtos e energia (FAO,
2019). Além da cana-de-acucar, algumas cultivares também s&o processadas em
larga escala, destacando-se o milho e a soja, que estdo entre os principais produtos
agricolas e sdo uma das cultivares mais produzidas no Brasil e no mundo (RAMBO
et al., 2015). Outro destaque do agronegécio é a industria citrica que desempenha
papel importante na economia mundial. Em 2019, a produc¢éo global de frutas citricas
contabilizou, aproximadamente, 158 milhdes de toneladas com uma tendéncia
crescente em relacdo aos anos anteriores (FAO, 2019). As culturas citricas de origem

asiética, chegaram ao Brasil no inicio da colonizag&o portuguesa e se adaptaram as
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condicbes climaticas que se demonstraram ideais para seu desenvolvimento
(AGRIANUAL, 2016). A partir da década de 60, a producdo comercial de citrus
cresceu em funcao da exportacdo de suco de laranja e ao longo dos anos o pais se
consolidou como um dos maiores produtores mundiais de laranja (FAO, 2020;
BOTEON E NEVES, 2005). Desde entéo, a laranja € a fruta mais cultivada dentro do
grupo dos citrus, representando cerca de 90% do total produzido, assim como é a
fruta mais cultivada no pais (IBGE, 2019).

Atualmente, o Brasil representa, aproximadamente, 75% da produg&do mundial
e segundo maior produtor de frutas citricas, atras somente da China (FAO, 2019). O
estado de Sédo Paulo concentra a maior parte das agroindustrias citricas do pais e é
o maior produtor de laranjas do Brasil, sendo que em 2019 foi responsavel por,
aproximadamente, 78% da producao nacional (IBGE, 2019; FUNDECITRUS, 2017).
Apesar da area de plantio de frutas citricas no estado de Séo Paulo ter diminuido no
século XXI, a modernizacdo e aplicacdo de técnicas de cultivo avancadas aumentou
a produtividade na producao de laranjas (ERPEN et al., 2018). Vale destacar que a
cidade de Araraquara-SP conta com a presenca de uma das maiores empresas
mundiais produtoras de frutas citricas, sucos, 6leos naturais e polpa, a Sucocitrico
Cutrale Ltda (FORBES, 2020; SUCOCITRICO, 2021).

Em relacdo ao destino final das frutas citricas (laranja, limao, lima, toranja,
entre outras), sabe-se que, aproximadamente, 70% de todas as frutas citricas
produzidas sdo processadas pela industria, e deste, cerca de 50% a 60% da massa
processada transforma-se em subproduto composto por cascas, sementes e
compostos de membrana, resultando em milhdes de toneladas de detritos por ano
(ZEMA et al., 2018a; FAO, 2016; PAGGIOLA, et al., 2016). Em geral, o subproduto
citrico tem como composicdo acidos graxos, acucares livres (glicose, frutose e
sacarose), acidos organicos, polissacarideos (celulose, hemicelulose e pectina),
enzimas (pectinaesterase, fosfatase e peroxidase), flavondides, 6leos essenciais
(principalmente limoneno) e pigmentos (ZEMA et al.,, 2018a; BOUKROUFA et al.,
2015).

E importante salientar que a destinacéo final de residuos citricos pode gerar
problemas de poluicéo, principalmente em paises em desenvolvimento, e 0 manejo
resulta em um grande custo em termos econdémicos e ambientais (ZEMA et al., 2018b;
MAHATO et al, 2018). Ademais, o0s subprodutos citricos sao volumosos,

heterogéneos, gquimicamente complexos e altamente biodegradaveis, com demanda
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guimica de oxigénio significativa devido ao alto teor de matéria organica, o que tornam
tais subprodutos extremamente fermentaveis, podendo resultar em altos niveis de
poluicdo (SILES et al., 2016; NEGRO et al., 2016; TRIPODO et al., 2004). Além disso,
as perdas e o descarte atreladas a m4 gestdo desse tipo de subproduto também
podem incluir indiretamente o desperdicio de recursos importantes como terra, agua,
fertilizantes, produtos quimicos, energia e mao de obra (SAGAR et al., 2018).
Comumente, os subprodutos citricos tém sido utilizados principalmente para
producdo de racdo animal e producdo de composto e adubo organico. Entretanto,
alternativas mais eco-sustentaveis capazes de aproveitar o elevado potencial deste
subproduto citrico tém sido propostas (JEONG et al., 2021; ISIBIKA et al., 2021;
ANTICONA et al., 2020). Devido a este subproduto ser rico em carboidratos, as cascas
de laranja provenientes da industria de sucos podem ser usadas como substrato de
baixo custo para a obtencéo de biomoléculas (CIRIMINNA et al., 2015). Vale salientar
que a extracdo de moléculas baseado no conceito de biorrefinaria € relevante,
especialmente no contexto da biorrefinaria de citros, emergente em larga escala em
paises produtores de frutas citricas (CIRIMINNA et al., 2018; BALU et al., 2012).
Alguns compostos presentes nos subprodutos citricos séo utilizados nas mais
diversas areas, com tecnologias de extracéo ja estabelecidas (RAVICHANDRAN et
al., 2018). Dentre tais compostos, o principal € o d-limoneno, que é um dos metabdlitos
secundarios mais utilizados na industria de alimentos, bebidas e fragrancias por
apresentar odor similar ao de laranja e limao e pode chegar a custar cerca de 8,55€
por 1,0kg e possuir um preco comercial de cerca de 4€ por 1,0mL (BATTISTA et al.,
2020). Outro composto contido nos residuos citricos é a pectina, que é um
heteropolissacarideo presente nas frutas, principalmente, nas citricas e que também
€ extraido e comercializado pela indastria alimenticia (LOTITO et al., 2018; HILALI, et
al., 2019). A exploracdo do potencial total deste residuo tem sido estudada e os
resultados reportados na literatura. Entretanto, apesar da existéncia de algumas
técnicas de aproveitamento, ainda é necessario um estudo mais avancado quanto a

extracao e biotransformacao das demais moléculas presentes neste subproduto.

2.2.2 Biorrefinaria de subprodutos citricos

Apdés a extragdo de componentes comerciais como 0s Oleos essenciais, a
matéria residual do subproduto citrico ainda contém uma riqueza pouco utilizada de

biomoléculas que podem ser aplicadas para producao de diversos produtos de valor
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agregado. Segundo a literatura, a composi¢cdo quimica dos subprodutos citricos pode
variar consoante a espécie citrica processada, o lote da producdo em determinada
temporada e os tratamentos aplicados no processamento (CIRIMINNA et al., 2018).
Ainda de acordo com a literatura, a casca da laranja possui um teor majoritario de
celulose, seguido de hemicelulose (xilana) e menores teores de lignina e pectina
(GROHMANN et al., 1995; SILES LOPEZ et al., 2010; BOUKROUFA et al., 2015).
Entretanto, é importante salientar que os residuos citricos ndo consistem apenas de
casca da laranja, podendo possuir além das cascas, sementes e residuos de
membrana (PAGGIOLA et al., 2016; FAOSTAT, 2018). Assim, apesar de haver
algumas variacdes nos teores dos compostos de acordo com cada subproduto citrico,
as principais moléculas encontradas sdo a hemicelulose, celulose, lignina e pectina
Figura 2 (ROSA; PINHEIRO, 2021; ZEMA et al., 2018; POURBAFRANI et al., 2010).

A pectina é um polissacarideo de parede celular complexo que contém residuos
a-d-galactosilurénicos ligados (ALl et al.,, 2015), heterogéneo e abundante em
residuos citricos e outros residuos do processamento de frutas e vegetais (YANG et
al., 2020). Geralmente é extraida em condic6es 4cidas em altas temperaturas e possui
diversas aplicacdes, principalmente, na industria alimenticia e farmacéutica (HU et al.,
2021). Dentre os aproveitamentos por meio da biorrefinaria pode-se citar a producéo
de géis emulsificantes, formacao de biocompositos, geracéo de oligogalacturonideos,
composicdo de membranas biodegradaveis, inducdo da producao de enzimas, auxiliar
na digestédo de alguns alimentos, entre outros (PICOT-ALLAIN et al., 2020). De acordo
com a literatura, o preco da pectina pode variar entre US$ 5-100,0 por quilograma,
dependendo do grau de pureza e quantidade a ser adquirida. Além disso, o mercado
de pectina possui uma estimativa de crescimento anual de 6,5% a partir de 2019, para
atingir um valor de US$ 1,5 bilhdo em 2025. Estre crescimento na industria pode ser
justificado, principalmente pela multifuncionalidade desse polissacarideo (MARKET
AND MARKET, 2021).
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Figura 2 - Representacdo estrutural da composicdo de subprodutos citricos. Fonte: Adaptado de LI,
TAKKELLAPATI, 2018; ALl et al., 2015.

2.2.2.1 Material Lignocelulésico

7

A celulose é o principal componente da parede celular vegetal. E um
homopolimero linear constituido de 7.000-15.000 unidades de D-glicose 3-1-4 ligada.
Consiste em uma estrutura altamente regular que permite a formacédo de regides
cristalinas por meio de ligacdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares (LI,
TAKKELLAPATI, 2018). E a principal fracdo da biomassa utilizada pela biorrefinaria
para producao de diversos produtos, sobretudo o etanol de Segunda geracao (2G)
(FAO, 2019) e o biometano (RIVAS-CANTU et al., 2013). Entre os residuos citricos, a
celulose é um dos compostos de maior teor, podendo chegar a 20% m.m em massa
seca, (ZEMA et al., 2018).

Além da celulose, outro polissacarideo que também constitui os subprodutos
citricos é a hemicelulose. Este polissacarideo é formado por diferentes hexoses e
pentoses, incluindo D-Glucose, D-Galactose, D-Manose, D-Xilose e L-Arabinose.
Possui estrutura irregular e solubilidade em agua (LI, TAKKELLAPATI, 2018). Nos
subprodutos citricos, pode chegar a representar entre 15-20% da composi¢ao quimica
(ZEMA et al., 2015). Em adicdo, possui algumas aplicagbes como, a indugcdo da
producdo de enzimas, producdo de xilo-oligossacarideos, composicdo de
nanocompositos para formacao de biomateriais, entre outras (FARHAT et al, 2017).

A lignina é formada por um conjunto de moléculas que contribuem para a

resisténcia da parede celular dos vegetais ao fixar a celulose e hemicelulose. E um
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composto de trés mondémeros fenilpropandides, incluindo alcool coniferilico, alcool
cumarilico e alcool sinapilico. Cada monémero tem varios locais de ligacdo, permitindo
muitas ligacdes diferentes entre as moléculas (LI, TAKKELLAPATI, 2018). Em relacdo
ao teor, o conteudo de lignina pode variar de acordo com a espécie vegetal, nos
residuos citricos pode chegar a representar, aproximadamente, 24% m.m™ em base
seca (ZEMA et al., 2018). Em meio as aplicacfes, as pesquisas tem se concentrado
no desenvolvimento de produtos equivalentes aos produzidos pelos produtos
quimicos do petroleo. Entre outras formas de utilizacdo da lignina por meio da
biorrefinaria, pode-se citar 0 emprego como aditivo em poliuretanos, como substituto
para adesivos de fenol-formaldeido, como matéria-prima alternativa para a fibra de
carbono e para fornecimento de produtos quimicos aromaticos renovaveis (LI,
TAKKELLAPATI, 2018).

2.2.2.2 Enzimas

Diversos microrganismos tém sido utilizados para a producédo de uma grande
variedade de enzimas por meio da aplicacdo de diferentes subprodutos
agroindustriais. Em vista da biorrefinaria de subprodutos citricos, a producdo de
algumas enzimas a partir deste tipo de residuo ja vem sendo estudada, se destacando
entre elas as pectinases, celulases e xilanases (SIVASHANMUGAM, 2017; AHMED
et al., 2016; ARUN; MAMMA et al., 2008).

As celulases sao as principais enzimas usadas para a biocatalise da biomassa
celulésica em acgucares fermentesciveis. Estas séo classificadas em diferentes
enzimas que consistem em endoglucanases, exoglucanases e (-glucosidases, cuja
acao sinérgica € essencial para uma hidrolise eficaz da celulose (KUHAD et al., 2016).
Estas enzimas sdo consideradas o terceiro maior grupo de enzima industrial devido a
ampla gama de aplicacdes em varios campos, como biocombustiveis, alimentos,
racdo animal, industria téxtil, papel e celulose, gestdo de residuos, industria
médica/farmacéutica, engenharia genética, tratamento da poluicdo e industrias
quimicas (SRIVASTAVA et al., 2021). Aléem disso, compartilha cerca de 20% do valor
de mercado mundial como enzimas industrialmente importantes, tais como
pectinases, lipases e xilanases (SRIVASTAVA et al., 2021). Com base em estudos
realizados na literatura, a necessidade global de enzimas industriais é estimada para
crescer anualmente em 6,3% para o periodo de 2021-2026 e seu mercado deve
ganhar valor estimado de, aproximadamente, US$ 8,7 bilhdes no final de 2026
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(FREEDONIA et al., 2021). De acordo com outro recente relatério de pesquisa de
mercado global especificamente sobre celulases, a receita foi calculada em US$ 1,67
bilhdes em 2020 e a receita estimada para 2026 sera de US$ 2,45 bilh6es (CAS 9012-
54-8, 2020).

Além das celulases, outro grupo importante de enzimas utilizadas na
catalizacdo da biomassa lignocelulésica sdo as xilanases, constituidas pelas
endoxilanases, B-xilosidases, a-glucoronidases e a-arabinofuranosidases (TYAGI;
SHARMA, 2021). Estas enzimas sao responsaveis pela hidrolise do xilano, um dos
principais compostos da hemicelulose, e essa clivagem do xilano resulta na geracao
de monémeros como as pentoses e hexoses, além de outros grupos como os xilo-
oligossacarideos que possuem diversas aplicacdes industriais (TYAGI; SHARMA,
2021). Essas enzimas se tornaram mais populares durante as Ultimas décadas devido
as suas principais aplicacdes, principalmente na industria de papel e celulose,
processamento de racdo animal, clarificacdo de bebidas e producdo de
biocombustiveis a partir de residuos agroindustriais (PRAJAPATI et al., 2018).

As pectinases sao enzimas que tém a capacidade de catalisar a quebra da
pectina, que € um polissacarideo presente, principalmente, nas células vegetais. Sao
uma das enzimas mais produzidas comercialmente no setor biotecnoldgico e detém
uma posicao de lideranca com 25% de participacdo no mercado global de enzimas
para alimentos e bebidas (SHET et al., 2018). A pectinase atua como um catalisador
biolégico de interesse para as industrias, realizando vérias aplicac6es, como por
exemplo, a extracdo e clarificacdo de sucos de frutas em industrias alimenticia,
atuando como sistemas de liberacdo de drogas em industrias farmacéuticas, processo
de degomagem/maceracdo de fibras em industrias téxteis, tratamento de &aguas
residuais nas industrias de processamento de citrinos e também durante a
despolimerizacdo da pectina nas industrias de papel e celulose (JOHN et al., 2020).

Neste sentido, a producdo de biomoléculas por meio de processos de
bioconversédo empregando microrganismos € um viés de aplicacdo dos subprodutos
citricos que vem sendo estudado nos ultimos anos (MAHATO et al., 2021). Na Tabela
1 estdo descritas as diversas moléculas e produtos obtidos a partir de subproduto

citrico aplicando o conceito de biorrefinaria.
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Tabela 1 - Principais moléculas produzidas a partir da biorrefinaria de subproduto citrico (SC) relatadas

na literatura.

Moléculas Referéncia

Conjunto SC SC Hidrolisado

Pectinases

(Poligalacturonase)

MAMMA et al., 2
Celulases (Endo-glucanase) etal., 2008

Enzimas . -
2 Xilanases (B-xilosidase)
Lipases AHMED et al., 2016; ARUN;
Proteases SIVASHANMUGAM, 2017
Biocombustiveis Biometano RIVAS-CANTU et al., 2013;
Acidos PATSALOU et al., 2020
Organicos
Nanocelulose
_Outros CYPRIANO et al., 2018
Bioprodutos Hesperidina (Flavonoide)

Colorantes Naturais

Lo KANTIFEDAKI et al., 2018
Fungicos

Fonte: Dados da literatura

E importante salientar que para a obtencdo dos produtos oriundos da
fermentacdo do subproduto citrico, alguns estudos tém empregado o processo de
hidrolise deste subproduto com o intuito de se conseguir a clivagem das
macromoléculas e liberacdo dos aclcares, 0s quais poderdo ser empregados pelos
microrganismos para a biossintese de novas biomoléculas (PATSALOU et al., 2019).
Na maioria destes processos € realizada hidrolise enzimatica por meio do emprego
de um conjunto especifico de enzimas lignoceluloliticas e pectinoliticas que liberam
monossacarideos, 0s quais como citado anteriormente, sdo convertidos em outros
bioprodutos de interesse industrial e/ou comercial (CYPRIANO et al., 2018). Vale
ressaltar que a utilizacédo da hidrolise enzimatica nestes casos é preferivel a hidrélise
quimica (acida ou basica) devido a alta porcentagem de converséo e ndo geracao de
inibidores (CYPRIANO et al., 2018). Entretanto, algumas metodologias relatadas na
literatura aplicam hidrolise acida antes da hidrolise enzimatica com o objetivo de
conseguir obter maiores indices de conversao (PATSALOU et al., 2019).

Dentre os produtos obtidos a partir da biorrefinaria de subprodutos citricos, 0s

colorantes naturais fangicos se langam como uma possibilidade nobre em vista do
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refinamento e biotransformacdo deste subproduto em produtos de valor agregado
(KANTIFEDAKI et al., 2018).

2.2 Colorantes

A cor torna a vida humana mais fascinante, pois é uma das caracteristicas
basicas da natureza. Colorantes de plantas, animais e minerais tém sido utilizados
como fontes primarias para a coloracao de substancias desde a antiguidade (SHINDY,
2016). Os consumidores tém fascinio pelas cores e julgam inicialmente a qualidade
de um produto pela sua cor. Isso porque a cor ajuda a treinar o cérebro a reconhecer
alimentos aceitaveis e seguros (MAGOULAS, 2009). Outrossim, com o passar dos
anos, o setor industrial, especialmente o alimenticio, tem utilizado substancias para
realcar ou restaurar a aparéncia dos produtos e garantir qualidade (GOLVEIA et al.,
2007).

Os colorantes podem ser definidos como compostos coloridos que mostram
uma afinidade em relacdo ao substrato ao qual estdo sendo aplicados e tem a
finalidade de conferir cor a uma determinada substéncia ou produto (GURSES et al.,
2016). Essas moléculas podem ser classificadas com base na estrutura, fonte,
espectro e métodos de aplicacdo (RATHER et al., 2018). Em relacdo a sua
solubilidade, os colorantes podem ser classificados como pigmentos ou corantes.
Neste sentido, os colorantes que apresentam solubilidade no meio aplicado sao
denominados corantes, ao passo que 0s colorantes insollveis no meio sdo
designados como pigmentos (SARON; FELISBERTI, 2006). Portanto, um colorante
pode ser um corante ou um pigmento dependendo da matriz a qual € aplicado, ou
seja, carotenoides, que sdo moléculas lipofilicas, sédo corantes em 6leo e pigmentos
em agua (DELGADO-VARGAS; PAREDES-LOPEZ, 2003). Considerando a fonte dos
colorantes, eles podem ser divididos entre sintéticos, naturais e idénticos aos naturais.
Os colorantes sintéticos sédo provenientes de fontes ndo naturais que sao sintetizadas
quimicamente (TORRES et al.,, 2016). Os colorantes naturais sdo, por definicéo,
moléculas produzidas e armazenadas e/ou excretadas por células vivas (DABAS et
al., 2011) enquanto que os colorantes idénticos aos naturais séo sintetizados
guimicamente, porém, também podem ser encontrados na nhatureza, como, por
exemplo, o carotenoide B-caroteno.

Os colorantes sintéticos foram usados durante muitos anos com pouca

preocupacdo ou avaliagcbes quanto a sua seguranca. Posteriormente, agéncias
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reguladoras, como a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da
Ameérica, mostraram o efeito toxico de alguns destes compostos para a saude humana
(OPLATOWSKA-STACHOWIAK et al.,, 2015) tais como reacdes alérgicas e
intolerancia (MARTINS et al., 2016) e efeito carcinogénico (BALAKRISHNAN et al.,
2016), sendo algumas dessas moléculas ndo mais autorizadas para aplicacdo em
alimentos e farmacos. Além disso, estes compostos podem causar poluicdo ambiental
significativa (SILVA et al., 2018). Assim, os colorantes naturais emergiram como
substituintes seguro e sustentaveis.

Os colorantes naturais compdem um grupo de moléculas gquimicamente
heterogéneas e por vezes biossinteticamente relacionadas que sédo unidas por uma
caracteristica comum: a estrutura contém um cromoforo que € responsavel pelas
cores caracteristicas desses compostos (PEREIRA et al., 2014). Estas biomoléculas
podem advir de diversas fontes biolégicas, dentre elas pode-se citar: insetos (ADEEL
et al., 2018), vegetais (AKOGOU et al., 2017) e microrganismos (DE OLIVEIRA et al.,
2020b; MAPARI et al., 2010). O uso dos colorantes naturais € regulamentado de
acordo com o pais ou regido, sendo as principais agéncias de regulacdo no mundo a
EFSA do inglés European Food Safety Authority, FDA nos Estados Unidos da América
e no Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Alguns exemplos de
colorantes naturais aplicados em alimentos e bebidas permitidos pelas principais
agéncias regulatérias sédo carotenoides, curcuma, riboflavina, péprica, antocianina,
entre outros (FDA, 2021; EFSA, 2011; ANVISA, 1988). A autorizacdo para uso €
dependente da fonte do colorante natural e cada biomolécula deve ser avaliada
individualmente.

O mercado de colorantes industriais € composto majoritariamente de
substancias sintéticas/ndo renovaveis. Apesar da predominancia de colorantes
sintéticos nas mais diversas areas, a crescente preferéncia, aplicacdo e utilizacao dos
colorantes naturais tem aumentado o valor comercial de tais moléculas. Em relacéo
ao mercado total de colorantes, uma pesquisa realizada pela Grand View Research,
Inc. estima para 2025 um valor acerca de US$ 37,49 bilhdes. Deste total, os colorantes
naturais sdo estimados em, aproximadamente, US$ 2,0 bilhdes com uma taxa
composta de crescimento anual (CAGR, do inglés “Compound Annual Growth rate”)
de 4,9% ate 2025. Especificamente para o mercado de alimentos e bebidas que € o
segmento que mais aplica colorantes, um artigo publicado pelo mesmo instituto, prevé

que haverad um acréscimo na utilizacdo dos colorantes naturais aplicados a industria
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de alimentos e devido a tal acréscimo o mercado de colorantes naturais na industria
alimenticia € o que mais crescera (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 2020;
MARKET INSIGHTS, 2020). Uma caracteristica importante do colorante natural para
sua aplicacdo é a sua estabilidade e o custo de producdo. Assim, os colorantes
microbianos ganham destaque pois sdo mais estaveis do que os oriundos de plantas
e animais e 0 seu custo pode ser reduzido a partir do desenvolvimento e melhoria do

bioprocesso.

2.2.1 Colorantes naturais microbianos

Os microrganismos compdem uma das matrizes biotecnolégicas mais
promissoras para a geracao de diversas moléculas, entre elas os colorantes (DE
OLIVEIRA et al., 2020a). Vale salientar que em contraste com as plantas e animais,
0S microrganismos sao mais promissores para producao biotecnolégica, pois: podem
ser cultivados usando técnicas de cultivo submerso ou semi-solido; O
desenvolvimento de espécies vegetais € mais lento que o de microrganismos e algas;
ndo apresentam problema de sazonalidade, tem crescimento relativamente rapido
(JACOBSON; WASILESKI, 1994); e a manipulacdo de seus genes € mais simples
(WISSGOTT; BORTLIK, 1996; VELMURUGAN et al., 2010). Considerando que ha um
mercado em expansdo para aplicacdo de colorantes naturais, a producdo desses
biocompostos por via biotecnolégica empregando microrganismos pode ser viavel
devido a facilidade de producédo, producdo independente de sazonalidade e as
biomoléculas podem apresentar propriedades farmacoldgicas, como atividade
antimicrobiana, antioxidante, imunossupressora, antiviral, anticancerigena, redutora
de colesterol. (MOHARRAM et al., 2012; MONTEIRO, 2016; AKOGOU et al., 2017,
CHEN et al., 2017; HUANG et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2020a).

Dentre os microrganismos capazes de produzir colorantes naturais, os fungos
produzem uma enorme quantidade de metabdlitos secundarios que sao importantes
na industria, inclusive colorantes. O fungo Monascus purpureus tem sido utilizado ha
anos na producéo de colorantes vermelhos (GHORAI et al., 2009). Muitos colorantes
com caracteristicas nao carotenoides sao produzidos por fungos, assim como
guinonas, antraquinonas, naftoquinonas, di-hidroxinaftaleno, melanina (um agregado
complexo de policetideos) e componentes flavina, como riboflavina.

O fungo do género Monascus destaca-se por apresentar bons niveis de

producdo de colorantes, porém, a maior parte das cepas produz associada ao
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colorantes toxinas, como citrinina e a monacolina K e ndo sdo autorizados para uso
na Europa e nos Estados Unidos. Porém, a aplicacdo de um colorante denominado
ANKASCIN® 568-R produzido pela linhagem Monascus purpureus NTU 568 foi
recentemente autorizada pela agéncia regulatoria dos Estados Unidos Food and Drug
Administration (FDA) (CHEN; PAN, 2019). Esta aprovacdo se deu, principalmente,
pela auséncia de micotoxinas, a monacolina K, e presenca de duas moléculas
bioativas, ankaflavina e a monascina (WANG et al.,, 2017). No entanto, outras
linhagens tem sido alvo de estudos na producao de colorantes, tais como Penicillium,
Aspergillus, Trichoderma, Fusarium e Talaromyces. A espécie Talaromyces
amestolkiae tem despertado interesse pelo potencial de producdo de colorantes
amarelos, laranjas e vermelhos (BOONYAPRANAI et al., 2008; SANTOS-EBINUMA
et al., 2013; DUFOSSE et al., 2014; YILMAZ et al., 2014; ZACCARIM et al., 2019; DE
OLIVEIRA et al., 2020b).

2.2.1.1 Talaromyces amestolkiae

O género Talaromyces foi relatado a primeira vez em 1955, introduzido como
uma metamorfose sexual do género Penicillium, anteriormente definida como um dos
quatro subgéneros do Penicillium, previamente identificada como Penicillium subg.
Biverticillium. Entretanto, foi constatado que este subgénero ¢é diferente
filogeneticamente dos demais subgéneros de Penicilium e que, portanto, a
nomenclatura deveria ser transferida e combinada em Talaromyces (PITT, 1979;
BENJAMIN, 1955). Logo, a composicdo das espécies e a taxonomia deste grupo
foram modificados, tendo como caracteristica principal a producdo de ascomas
amarelos suaves gque consistem em hifas entrelacadas (BENJAMIN, 1955). Assim, as
espécies dos estagios sexuais anamorficas de Penicillium foram classificadas em
Eupenicilium e Talaromyces (PITT, 2014). Isso significa que Talaromyces sensu
stricto contém espécies que podem se reproduzir sexualmente (ascomata) e/ou
assexualmente (conidiéforos).

De acordo com a literatura, as espécies de Talaromyces geralmente produzem
colorantes amarelo, laranja e vermelho no micélio ou como colorantes extracelulares.
Algumas espécies do género Talaromyces expelem elevadas quantidades de
colorantes vermelhos, incluindo as espécies T. amestolkiae Figura 3, T. atroroseus,
T. purpurogenus e T. albobiverticillius (DE OLIVEIRA et al., 2020a; TOLBORG et al.,
2020; VENKATACHALAM et al., 2019; PANDIT et al., 2018; SANTOS-EBINUMA et
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al., 2013; SAMSON et al., 2011). Além disso, de acordo com a literatura, os colorantes
produzidos por T. amestolkiae apresentam atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e baixa citotoxicidade contra células de fibroblastos
(ZACCARIM et al., 2019), indicando o potencial uso na industria farmacéutica e/ou na

industria alimenticia.

Figura 3 - Aspecto morfolégico de Talaromyces amestolkiae. Apresentacdo macroscopica de T.
amestolkiae em placa de Petri contendo BDA-YE (frente e verso) e demonstrando excre¢do dos

colorantes para o0 meio. Fonte: Dados do autor.

De forma especifica, a espécie T. amestolkiae produz colorantes da classe das
azafilonas derivados de policetideos semelhantes aos colorantes de Monascus
(SAMSON et al., 2011; YILMAZ et al., 2012). As azafilonas, que constituem um
subconjunto da classe de policetideos, podem ser definidas como uma classe
estruturalmente diversa de metabdlitos secundarios fungicos, ou seja, colorantes com
estruturas de pirona-quinona contendo um nucleo biciclico altamente oxigenado e um
centro quaternario quiral (DUFOSSE et al., 2014; WEI; YAO, 2005). Os policetideos
representam uma classe que ndo exibem ions localizados negativamente carregados
e geralmente tém funcao poli-insaturada, ou seja, um sistema de anéis, um ou mais
grupos de carbono, acido carbdlico e grupos funcionais de éster ou amidas que
absorvem no espectro UV visivel em estrutura de tetracetideos a octacetideos, que
possuem quatro ou oito unidades de C2 Figura 4 (MAPARI; MEYER; THRANE, 2009).
Esses compostos séo tipicamente sintetizados por policetideos sintases (PKS) que
unem derivados de acido carboxilico (acetil-coenzima A (CoA) e malonil-CoA) de
forma semelhante a sintese de acidos graxos. As classes representativas incluem

além das azafionas, colorantes como antraquinonas, hidroxiantraquinonas,



30

naftalenos, naftoquinonas, flavonoides, melaninas, flavinas, entre outros (GMOSER et
al., 2017; LAGASHETTI et al., 2019; VENIL et al., 2014)

o
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Figura 4 — Cromdforo policetideo e estrutura quimica dos colorantes amarelo (Monascina e
Ankaflavina), laranja (Rubropunctatina e Monascorubrina) e vermelhos (Rubropunctamina,
Monascorubramina) produzidos por Monascus e 6 - [(Z) -2-carboxyvinyl] - NGABA-PP-V produzido por
Talaromyces. Fonte: Adaptado de (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Até o presente momento, as reacdes biossintéticas e 0s genes relacionados na
producdo das azafilonas sdo pouco conhecidas. Entretanto, existem evidéncias de
gue pelo menos uma, e possivelmente duas, policetideo sintases estejam envolvidas
na biossintese, e ainda que, acidos graxos sao possiveis precursores dos colorantes
formados (CHEN et al.,, 2017; YANG et al., 2015). A via hipotética de biossintese
envolve a geracdo de um cromoéforo hexacetideo, reacdo catalisada pela policetideo
sintase e, posterior, condensagao com um (-cetoacido, proveniente de um acido graxo
de cadeia média, produzido pela via biossintética dos acidos graxos. No caso dos
colorantes de Monascus, o cetoacido é conectado a estrutura do croméforo por uma
reacdo de transesterificacdo para formar a monascorubrina, colorante laranja. A
reducdo do colorante laranja d& origem ao amarelo ankaflavina a partir da
monascorubrina. Por outro lado, com a aminacao realizada por meio de uma base de
Schiff da monascorubrina da origem aos colorantes vermelhos, denominados

monascorubramina e rubropunctamina (HAJJAJ et al., 1997).
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De certo, a producéo de colorantes naturais fungicos € uma area propicia para
o desenvolvimento de diversos produtos com aplicacdo nas mais variadas areas da
ciéncia. Somado a isso, a utilizacdo dos conceitos de biorrefinaria para transformacao
biotecnologica de residuos agroindustriais, em produtos de interesse como 0S
colorantes naturais € promissora, visto que o Brasil € um pais com a maior parte da
economia baseada em agroinddstria, que consequentemente gera residuos. Apesar
da biorrefinaria para producdo de etanol como combustivel automotivo estar
implantada ha muito tempo, existe, no entanto, a necessidade de avancar na utilizacéo
dos subprodutos lignocelulésicos, na producédo ndo apenas de biocombustiveis, mas
também de outros produtos de valor agregado, como os colorantes naturais. A
industria de citricos gera uma grande quantidade de residuos como subproduto para
0 qual é necessaria uma rota de valorizacdo. Assim, o desenvolvimento da biorefinaria
de residuos de citros para a geracao de colorantes naturais € de interesse econémico,

tecnoldgico e industrial.

2. OBJETIVO GERAL

Estudar a aplicacdo de um subproduto da industria citrica como fonte de
carbono para a producdo de colorantes por cultivo submerso de Talaromyces

amestolkiae em agitador rotativo.
2.10bjetivos Especificos:

A) Avaliar a composicdo quimica do subproduto citrico;

B) Estudar a producédo de colorantes naturais por cultivo submerso utilizando
diferentes fontes de carbono e nitrogénio comerciais;

C) Estudar a interferéncia do acréscimo de pectina comercial citrica e xilose
comercial no meio de cultivo na producédo dos colorantes naturais.

D) Estudar a producao de colorantes naturais por cultivo submerso utilizando
subproduto citrico ndo tratado e tratado, bem como suplementado com fontes
de carbono e nitrogénio comerciais;

E) Avaliar a presenca de enzimas celuloliticas no meio fermentado proveniente

do cultivo com subproduto citrico;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

A glicose (G), glutamato monossodico (GMS) e pectina citrica (PEC) foram
obtidos da LS Chemicals, Dinamica e Exodo Cientifica (S&o Paulo, Brasil),
respectivamente. A  xilose, 4-nitrofenil B-d-glucopiranosideo (4NPG),
carboximetilcelulose e o (L)-limoneno foram obtidos da Sigma-Aldrich (Missouri,
Estados Unidos). O meio de manutencdo e inéculo (Batata Dextrose Agar
suplementado com extrato de levedura) foram obtidos da Acumedia (Sao Paulo,
Brasil). O preparo enzimatico Cellic CTec 2 foi obtido da Novozymes (Araucéria,

Parand). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.
3.2 Caracterizagcdo quimica do subproduto citrico

O subproduto citrico (SC) foi fornecido pela empresa Cutrale© (Araraquara-SP,
Brasil) formado por casca, polpa e sementes prensadas provenientes do
processamento de laranja para producdo de suco. Este subproduto ja havia passado
por algumas etapas de extracdo, como extracdo de 6leos essenciais e de pectina.
Inicialmente, o subproduto foi seco em estufa a 50°C overnight para remoc¢ao do
excesso de umidade e moido por um moinho de facas com uma tela de 0,22m para

padronizacdo da granulometria.

3.2.1 Extracdo do Limoneno

Para a extracdo do limoneno empregou-se 0s solventes Hexano e Acetato de
etila. O subproduto citrico e cada solvente foram misturados em tubos de centrifuga
na proporcao solido/liquido de 1:10 fixando a massa de SC em 0,5 g. A mistura foi
homogeneizada usando um homogeneizador rotativo durante 150 minutos a uma
velocidade de 40 rpm a temperatura de 25°C e, subsequentemente, centrifugada a
2850 G a 25°C por 10 minutos, para separar o sobrenadante. Apos alcancar a
separacdo completa das fases, os solventes foram evaporados em evaporador
rotativo (Heidolph-Hei-VAP-Advantage).

3.2.2 Quantificacdo do Limoneno por CG/GC

O teor de D-limoneno presentes no oOleo essencial extraido do subproduto
citrico foi determinado por cromatografia gasosa (CG). As analises de CG foram
realizadas usando um cromatodgrafo a gas SHIMADZU GC, equipado com a coluna
capilar de silica fundida SH-Stabilwax-DA (L x I.D = 30 m x 0,25 um, df 0,25 um)
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utilizando injetor Split e detector de ionizacdo por chama (DIC). A temperatura do
injetor e do detector foi de 250°C, sendo o modo de injecdo Split e o gas de arraste
utilizado, nitrogénio, na vazdo de 0,55 mL.mintl. A temperatura da coluna foi
programada a 60°C por 1 min, depois aquecida de 60°C & 210°C com subida de
5°C/min e mantida a 210°C por 7 min (LOPRESTO et al., 2014). Em seguida, as areas
dos picos obtidos foram relacionadas com a curva de calibracédo obtida utilizando o

(L)-Limoneno (Sigma-Aldrich) padréao CG e o teor de Limoneno foi calculado.

3.2.3 Extracdo de pectina

A pectina foi extraida apdés a moagem em meio acido, com a utilizacdo de acido
citrico, conforme a Figura 5. As amostras de residuo citrico (4 g) foram dissolvidas
em 3,0 L de &gua destilada. A extracao foi realizada a temperatura constante (97°C)
com acido citrico na proporcédo de 1g. de acido citrico por 20 gramas de subproduto
citrico por 1h. ApGs extracdo acida, as amostras foram resfriadas a 4 °C por 2 h,
filtradas em vidro sinterizado de porosidade numero 3, sendo reservado o
sobrenadante. Ao filtrado contendo pectina, foi adicionado alcool etilico (95%v. v) na
proporcao 1:2 (uma parte de solucédo de pectina e duas partes de alcool). Apés 1 h,
houve a separacéo da pectina na forma de precipitado, sendo separada por filtracéo.
A pectina obtida foi seca em estufa de secagem a 50°C até peso constante. O
rendimento de pectina foi obtido a partir da quantidade inicial da matéria-prima
utilizada (MUNHOZ et al., 2010).

Subproduto Hidrélise . . "
N Resf t Filt
[citrico (sC) H Acida H estriamento H iltragao
sc

60g Temperatura:4°C;
Tempo: 2h

Subproduto
citrico sem
pectina

Precipitacéo }—» Filtragdo H Pectina

Papel filtro
Whatman n21;

Filtro de vidro
Acido citrico  3,0g sinterizado,

Agua 3L porosidade{Schott #3)
Manta aquecedora

Temperatura: 97°C Agua: 3L
Tempo: 1h Etanol: 6L

Temperatura: 4°C;
Tempo: 1h

Figura 5 - Fluxograma das etapas de extracdo de pectina do subproduto citrico. Fonte: Dados do autor.
O percentual de pectina foi obtido a partir da quantidade inicial de matéria-prima
utilizada. (Equacéao 1).
. PEC
Pectina (%) = —X 100 (2)

Em que: PEC - massa de pectina obtida apds extracdo e secagem (g); m - massa

seca inicial de subproduto citrico (g);
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3.2.4 Composicao quimica

Para determinacdo da composicdo quimica, SC nédo-tratado e preé-tratado
(Subproduto citrico sem pectina) foram submetidos a extracdo com hexano e etanol.
Assim, 3g de SC foram inseridas em envelopes de papel filtro, colocados num sistema
Soxhlet e foram realizados 3 ciclos com hexano. Posteriormente, o solvente foi
evaporado utilizando rotaevaporador (Heidolph-Hei-VAP-Advantage) a 40°C, 150rpm
e 250bar, a amostra foi seca em estufa a 50°C overnight e a massa foi aferida por
gravimetria, sendo a massa extraida quantificada como lipideos. De modo anéalogo,
foi feita uma extracdo utilizando etanol (95% v.v'l) como solvente, e apds a extracéo,
a amostra foi seca e a massa extraida foi quantificada como extrativos (adaptado de
MASARIN et al., 2011). Uma analise elementar foi realizada com analisador elementar
2400 Series Il (PerkinElImer®) e o teor de proteina bruta foi calculado multiplicando o
teor de nitrogénio obtido do analisador de elementos por um fator de 6,25 (CHAU;
HUANG, 2003).

3.2.5 Hidrélise acida

ApOs secar 0s envelopes contendo a matéria apos a extracdo dos lipideos e
extrativos em estufa e, posteriormente em dessecador, cerca de 300mg das amostras
foram tratadas com 3mL de acido sulfdrico 72% m.m* por 1h/30°C (MASARIN et al.,
2011). Em seguida, o contetdo dos tubos de ensaio foi transferido para frascos tipo
Erlenmeyer de 250mL com auxilio de 79 mL de agua destilada. A mistura foi
autoclavada por 1h/121°C, resfriada e filtrada em filtros de vidro sinterizados de
porosidade niamero 3 previamente pesados. O material retido nos fracos foi lavado
com 10 mL de agua destilada e seco em estufa por 12h (PAZ-CEDENO, 2021). Os
vidros sinterizados foram novamente aferidos por gravimetria e a massa contida foi
guantificada como lignina insoltvel. Os filtrados passaram por filtros de 0,45um e, em
seguida, foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia conforme
descrito no item 3.4.2.

O teor de lignina solavel em acido foi determinado por medida de absorbancia
em 205 nm. Para o célculo da concentracdo de lignina solavel foi utilizada uma
absortividade de 105 L/g.cm nesse comprimento de onda (MASARIN et al., 2011,
DENCE, 1992).

O percentual de lignina foi obtido a partir da quantidade inicial de matéria-prima

utilizada. (Equacgéo 2).
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Lignina (%) = = x Vx 100 @)

Em que: Abs - Absorbéancia da amostra em 205 nm; b - Comprimento do caminho
percorrido pela luz em cm; a - Absortividade de 105 L/g.cm em 205 nm; V - Volume

de amostra filtrado em L.

3.2.6 Determinacao do teor de cinzas

O teor de cinzas do SC foi determinado de acordo com metodologia de Silva e
Queiroz, 2002. Dois gramas do subproduto citrico foram pesados em cadinhos de
porcelana previamente calcinados e tarados a 300°C por 2 h e a 1100°C pelo mesmo
tempo. Apos a calcinacdo do material nas mesmas condi¢cdes, o cadinho foi resfriado
em dessecador e aferido por gravimetria. O teor de cinzas foi calculado pela diferenca
entre as massas do cadinho com cinzas e vazio (Equacéao 3).

Cinzas (%) = (’”%Ml) x 100 3
3

Em que: M1 - massa do cadinho calcinado; M2 - massa do cadinho com cinzas; Ms -

massa do bagaco seco.

3.3 Producéo do colorante vermelho

3.3.1 Microrganismo

T. amestolkiae é a espécie utilizada nesse trabalho, a qual foi cedida
gentiimente pela Cole¢cdo de Culturas DPUA, do laboratério de Micologia da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM (Cadastro de Acesso no CGEN n°
A3FEOQC3). As culturas estédo preservadas em agua destilada esterilizada, liofilizadas
em glicerol (20% v.v'') em ultrafreezer. A cultura foi reativada em caldo glicosado,
composto por (g.L! Agua deionizada): glicose (20,0), peptona de carne (10,0), extrato
de carne (3,0) e KH2PO4 (1,0), pH 7,0 (LACAZ et al., 2002). O meio foi esterilizado a

121°C por 15 min. Os cultivos foram mantidos a 25 °C durante 168 h.

3.3.2. Preparo do in6culo

O in6culo foi realizado em Placa de Petri (90 mm x 10 mm) contendo meio Agar
Batata Dextrose suplementado com extrato de levedura (BDA) pela transferéncia do
microrganismo reativado para o centro da referida placa. O meio BDA contém a

seguinte composicdo (g.L' agua deionizada): €xtrato de levedura (5,0) e agar batata
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dextrose (43,0). O periodo de crescimento do microrganismo nesta etapa foi de 168 h

a 30°C em estufa incubadora.

3.3.3 Preparo do meio de cultivo

A producéo de colorantes naturais foi estudada tendo como controle positivo o
meio padrao de producéo, que resulta na maior producao de colorantes vermelhos até
0 momento, realizado em trabalhos anteriores pelo grupo de pesquisa (DE OLIVEIRA,
2020a). A Figura 6 apresenta o Fluxograma do processo padrédo de obtencdo dos

colorantes naturais pelo nosso grupo de pesquisa Bioppul.

Preparo do
p. Processo de
meio de e w
} esterilizagao
cultivo

Biomassa

Meio GMS Temperatura: 121°C (massa seca)
Concentragdo: (g.L7) Pressio:  latm.

GMS 25,0 Tempo: 20min i

Glicose 10,0 4{ Cultivo H FiItragEo

cacl, 0,015 Submerso

Mg50. 0,012

FeSO, 0,010

Papel filtro {Whatman,
UK) 80 gm2

Colorantes
naturais

Agitador orbital 150rpm

Preparo do Frasco Erlenmeyer 250mL
meiF:: placa Processo de In6eulo Meio-GMS 50mL
. esterilizag'a"o 15 discos de micélio

de Petri (8mm @)

Temperatura: 30°C;
Meio PDA-YE Temperatura: 121°C T. amestolkiae Tempo: 168 h
Concentrag8o: (gL Pressdo: 1atm. Meio PDA-YE: 10mL
Extrato de Levedura 5,0 Tempo: 20min Temperatura: 30°C
Meio BDA 43,0 Tempo: 168 h

Figura 6 - Fluxograma das etapas de producdo dos colorantes naturais por T. amestolkiae padréo.

Fonte: Dados do autor.

Inicialmente, a producéo dos colorantes foi estudada avaliando glicose e xilose
como fontes de carbono, em diferentes proporcées. Em seguida, foram realizados
ensaios com pectina comercial (PEC) em diferentes concentracbes em relacdo a

glicose utilizada no meio de cultivo de acordo com a Figura 7.
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( Prep.aro do H Processo de %
meio de .
] esterilizagdo
cultivo
Meio GMS+FC Temperatura: 121°C
Concentracio: (g.L'}) Presséo: Latm.
GMS 25,0 Tempo: 20min
Glicose;Xilose;Pectina
CaCl, 0,015
Mg50, 0,012
FeSO, 0,010
Pre!:a ro do Processo de .
meio placa terilizacio Indculo
de Petri esterlizac
Meio PDA-YE Temperatura: 121°C T. amestolkiae
Concentragdo: (g.LY) Presséo: 1 atm. Meio PDA-YE: 10mL
Extrato de Levedura 5,0 Tempo: 20min Temperatura: 30°C
Meio BDA 43,0 Tempo: 168 h
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Biomassa
(massa seca)

Cultivo
Submerso

H Filtragdo

Papel filtro {Whatman,
UK) 80 gm2

Colorantes
naturais

Agitador orbital 150rpm
Frasco Erlenmeyer 250mL

Meio-GMS+FC 50mL
15 discos de micélio
(8mm @)

Temperatura: 30°C;
Tempo: 168 h

Figura 7 - Fluxograma das etapas de producéo dos colorantes naturais por T. amestolkiae por meio do
acréscimo de fontes de carbono comerciais (glicose-xilose e pectina citrica). Fonte: Dados do autor.

Além disso, o subproduto citrico (SC) foi usado também em proporcdes

diferentes néo-tratado e tratado (Subproduto citrico sem pectina) aplicando o processo

de extracdo de pectina descrito no item 3.2.3. Nos ensaios com subproduto citrico,

variou-se a quantidade de subproduto e o tempo de fermentacdo, bem como o efeito

da insercédo de GMS e glicose (G) no meio, como demonstrado na Figura 8.

Subproduto Preparo do .
o o~ . Processo de Biomassa
citrico nao meio de .- ~ (massa
tratado e tratad Iti esterilizagao
ratado e tratado cultivo seca)
Meio GMS+SC;SCs/PEC ~ Temperatura: 121°C
Concentragéo: (g.L™!) Pressdo: 1atm. Cultivo Filtracs
. i ltragao
GMS 25,0 Tempo: 20min Submerso G
SC;SCs/PEC [56,0;28,0]
Glicose 10,0
CaCl 0,015 Papel filtro
I\; SEJ 0012 Agitador orbital 150rpm (W‘;atman uK) ColoranFes
r 20 4 0'010 Frasco Erlenmeyer 250mL 80 gm? ! naturais
85ba ! Meio-GMS 50mL
Preparo do 15 discos de micélio
o bl Processo de Indculo (8mm @)
melo placa L o . or-
p : esterlllzagao Temperatura: 30°C;
de Petri Tempo: 168 h
Meio PDA-YE Temperatura: 121°C T amestolkiae
Concentragdo: (g.L}) Pressdo: 1atm. Meio PDA-YE: 10mL
Extrato de Levedura 5,0 Tempo: 20min  Temperatura: 30°C;
Meio BDA 43,0 Tempo: 168 h

Figura 8 - Fluxograma das etapas de producéo dos colorantes naturais por T. amestolkiae utilizando o
subproduto citrico como fonte de carbono. Fonte: Dados do autor.

Na Figura 9 é possivel observar a composicdo do meio de cultivo com o0s

diferentes componentes avaliados para a producao do colorante natural vermelho.
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Meio Padréao

Componente (g_|_-1)
Glutamato 25,0
Glicose 10,0
CaClz 0,015
Sais | MgSOa 0,012
FeSO4 0,010

/ 12 Etapa \
1.

Producéo do colorante com Xilose comercial
2. Producéo do colorante com Pectina comercial

Xilose Comercial Pectina Comercial
Componente (g.Lh Componente (g.L Y
Glicose-Xilose  10,0-5,0 Pectina 4,0
Glicose-Xilose  5,0-5,0 Pectina 2,0
Glicose-Xilose  0,0-10,0 Pectina 1,0

Todos os ensaios com Xilose e Pectina comercial foram realizados com Glutamato e Sais

nas mesmas concentracdes do Meio Padrdo. Todos os ensaios com Pectina foram
performados também com Glicose na mesma concentragcao do Meio Padréao.

22 Etapa
3. Producgéo do colorante com SC néo tratado
4. Producao do colorante com SC s/PEC

SC n&o tratado SC s/PEC
Componente (g.Lh (g.Lh Componente (g.LhH (g.Lh
SC + sais 56,0 28,0 SC + sais 56,0 28,0
SC + sais + GMS 56,0 28,0 SC + sais + GMS 56,0 28,0
SC + sais + GMS + G 56,0 28,0 SC + sais + GMS+ G 56,0 28,0

Todos os ensaios com Subproduto Citrico (SC) e Subproduto Citrico sem Pectina (SC s/PEC) foram realizados com
168h e 336h de fermentacéo. As concentracfes descritas sdo respectivas a quantidade de subproduto citrico presente
no meio. Os Sais, o Glutamato monossaddico (GMS) e a Glicose (G) quando presentes foram inseridos nas mesmas
concentracées do Meio Padréo.

Figura 8 - Diagrama esquematico dos ensaios de avaliacdo da producdo de colorantes naturais por T.
amestolkiae.

Todos os experimentos de producdo foram realizados em frascos tipo

Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL do meio de cultivo os quais foram inoculados
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com 15 discos de micélio (8 mm de diametro), retirados da margem da colénia com
auxilio de tubos de ferro. Os ensaios foram divididos em duas etapas: na primeira
foram realizados cultivos com componentes comerciais que fazem parte do SC e na
segunda foram realizados cultivos com o0 SC e SCs/PEC. Todos os cultivos foram
realizados em agitador orbital 30°C/150rpm pH 5,0, porém, os cultivos da primeira
etapa foram realizados por 168h enquanto, os ensaios com SC e SCs/PEC foram
realizados por um periodo de 336h. Todos os meios foram esterilizados a 121°C por
20 min. Ao fim do cultivo, o0 meio contendo os colorantes naturais foi filtrado em papel
de filtro Whatman n°1 e armazenado para a andlise da producdo de colorantes,
consumo da fonte de carbono, biomassa e pH (DE OLIVEIRA, 2020a).

3.4 Métodos Analiticos

3.4.1 Concentracao de biomassa

A concentracdo de biomassa foi calculada com a massa seca do micélio por
secagem do material obtido, apoés filtracdo a vacuo em papel de filtro previamente
seco e aferido por gravimetria, em estufa a 100 °C por 24 horas (DE OLIVEIRA,
2020a).

3.4.2 Anélise de Acucares por CLAE/HPLC

As amostras obtidas do meio fermentado de T. amestolkiae foram filtradas em
filtro 0,45 um (Millipore) para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A
concentragdo dos compostos (Glicose, Xilose, Arabinose, Acido Acético) foi
identificada no cromatografo (High Performance Liquid Chromatography — HPLC)
(Shimadzu - LC 20AD) empregando a coluna de troca cationica AMINEX HPX-87H
(300x 7,8 mm, 9 um) BIO-RAD®, modo isocrético, tendo como fase mével uma solucéo
0,005 M H2SO04, por 16 min; fluxo de 0,6mL/min a 60°C; 37 kgf; com volume de injecéo
de 20 uL (DE OLIVEIRA, 2020a).

3.4.3 Quantificacdo de Colorantes Naturais

O teor de colorantes extracelulares foi estimado por andlise espectrofotométrica
a partir da varredura (200-600nm) do meio filtrado. A leitura da absorbancia do filtrado
a 410, 470 e 500 nm correspondem a maxima absorbéncia para os colorantes
amarelos, laranjas e vermelhos, respectivamente. A quantificacdo foi realizada por

espectrofotometria utilizando o espectrofotometro EnSpire Alpha Plate Reader
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(PerkinElmer®). Os resultados foram expressos em termos de Unidades de
Absorbancia (UA). Conforme a Figura S1 disposta no item 8. Apéndice é possivel
observar a varredura (200-600nm) do colorante produzido na condi¢cdo padréo (DE
OLIVEIRA et al.,2020a; ZACCARIM et al., 2019; LACAZ et al., 2002).

3.4.4 Determinacao de Atividades Enzimaticas

Com o intuito de analisar outros metabolitos fungicos produzidos pelo cultivo
submerso de T. amestolkiae, foram realizados ensaios de determinacao de atividade
enzimatica de enzimas celuloliticas, nomeadamente B-glucosidases, Endo-B-1,4-
glucanases e Xilanase. A determinacao das atividades enzimaticas (Ul.mL™) foi obtida
a partir do célculo a seguir. (Equacéo 4).

[Enzima] = Abs x [p]x fx (t)* (3)

Em que: Abs - Absorbancia da amostra no respectivo comprimento de onda (nm); [p]
- Concentracdo do produto gerado (umol. mL™Y); f - Fator de diluicdo; t - Tempo de

reacao (min);
3.4.4.1 p-glucosidase (Celobiases)

O método para determinagao da B-glucosidase foi baseado na metodologia
descrita por Tan utilizando 4-nitrofenil -d-glucopiranosideo (4NPG) (Sigma-Aldrich)
como substrato. Neste ensaio, 0,4 mL de solugdo de 4NPG a 0,1% (p / v) foi
adicionado a 0,1 mL de caldo fermentado e a solucao foi incubada em tubos de ensaio
por 30 min. As reacdes foram interrompidas com adicdo de 1 mL de NaHCO3 a 10%

(m.v1), e a respectiva absorbancia medida a 410 nm (TAN et al., 1987).
3.4.4.2 Endo-f-1,4-glucanase (CMCase)

Para a determinacdo da Endo-B-1,4-glucanase (CMCase) foi adicionado 750
uL de solugdo de carboximetilcelulose (2% m.v1), preparada usando tampé&o citrato
(0,05 M, pH 4,8), a um tubo de ensaio e logo apo6s foi adicionado 750 pL de meio
fermentado. A mistura foi mantida a temperatura de 50 °C por 30 min. Posteriormente,
os tubos foram resfriados e retiradas aliquotas de 500 pL da solugdo. Entéo,
adicionaram-se 500 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), e a solucao resultante foi
submetida ao aquecimento em banho maria (agua em ebulicdo) por 5 min.
Posteriormente, adicionou-se 5 mL de agua destilada e realizou-se a analise por
espectrofotometria em leitora de microplacas PerkinElmer® no comprimento de onda

de 540 nm. Foram realizados dois brancos diferentes para cada experimento. O
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primeiro branco foi feito utilizando apenas o tampé&o citrato (0,05 M, pH 4,8) com o
meio fermentado. O segundo branco foi feito contendo apenas a solucdo de
carboximetilcelulose (2% m.vt) e tampdo citrato (0,05 M, pH 4,8) (GHOSE, 1987).

3.4.4.3 Xilanase

Para determinacao da atividade enzimatica das xilanases foi realizada a reacao
do meio fermentado com solucéo do substrato xilana. O sistema consistiu em 750 uL
de uma solucéo de xilana 1% (m.v!) de “Larchwood” em tampao Mcllvaine pH 4,0 e
750 pL de meio fermentado. A solucéo foi mantida em banho termostatico a 60°C por
20 min. Posteriormente, foi retirada uma aliquota de 500 pL da solucéo, que foi
adicionada 500 pL de DNS, cuja mistura foi submetida ao aquecimento em banho
maria (dgua em ebulicdo) por 5 min. Em seguida, a solugéo foi resfriada e adicionou-
se 5 mL de 4gua destilada. Entéo, realizou-se a analise por espectrofotometria em
leitora de microplacas PerkinEImer® no comprimento de onda de 540 nm e os
resultados comparados com uma curva padrdo de xilose previamente construida.
Foram realizados dois brancos diferentes para cada experimento. O primeiro branco
foi feito utilizando apenas o tampé&o Mcllvaine (pH 4,0) com o meio fermentado. O
segundo branco foi feito contendo apenas a solucéo de xilana 1% (m.v!) e tampéo
Mcllvaine pH 4,0 (BARBIERI, 2019).

3.5. Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores obtidos foram
apresentados na forma de média aritmética, com os respectivos desvios padrdo. O
limite de significancia para todas as analises estatisticas foi de o = 0,05, resultando,
portanto, em um intervalo de confianca de 95%. As diferencas estatisticas entre os
conteudos foram avaliadas por meio do teste de Tukey (software Minitab 19.1) com

nivel de significancia de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise quimica do subproduto citrico

A caracteriza¢do do subproduto citrico permitiu a identificacdo e quantificacéo
dos diferentes compostos presentes neste material. Segundo a literatura, a casca da
laranja possui um teor majoritario de celulose, seguido de hemicelulose (xilana) e
menores teores de lignina e pectina (GROHMANN et al., 1995; SILES LOPEZ et al.,
2010; BOUKROUFA et al., 2015). Porém, os residuos citricos ndo consistem apenas
em casca da laranja, podendo possuir além das cascas, sementes e residuos de
membrana, assim como o subproduto citrico utilizado neste trabalho (PAGGIOLA et
al., 2016; FAOSTAT, 2018). Pourbafrani e seus colaboradores (2010) determinaram
o teor de celulose, hemicelulose, pectina, lignina, cinzas e proteinas de um subproduto
citrico proveniente do processamento de laranja, sendo, aproximadamente, 22%,
11%, 25%, 2,2%, 3,7%, 6,7% (m.m1) em base seca, respectivamente. Em um trabalho
realizado por Rosa e Pinheiro (2021) a analise quimica de um subproduto citrico
proveniente do processamento de laranja revelou um teor (m.m?) de 18,8% de
celulose, 10,7% de hemicelulose, 3,14% de lignina, 15,3% de pectina e 1,53% de
cinzas aproximadamente. Ja Zema e seus colaboradores (2018) em sua revisao de
literatura relataram que alguns residuos citricos possuem teor de lignina em torno de
23,5% e teores de pectina de 6,5% em base seca. Na literatura também é reportado
que residuos citricos podem conter alto teor de limoneno (BATTISTA et al., 2020).
Porém, a Cutrale© ja forneceu o subproduto apdés um processo de extracdo do
limoneno e pectina. Apdés um ensaio de extracdo com hexano e acetato de etila foi
possivel confirmar o baixo teor de limoneno no material, visto que nao houve
quantificacdo do limoneno Cromatografia Gasosa Figura S2, S3 e S4 apresentados
no Apéndice. Os dados reportados reforcam que a quantificacdo dos compostos de
residuos citricos pode diferir de acordo com cada residuo, que pode variar consoante
o0 tipo de espécie citrica processada, o lote da producdo em determinada temporada,
a maturacdo da fruta e os processos aplicados. Na Tabela 1 € possivel observar a
composi¢cdo do subproduto citrico empregado nesse trabalho em porcentagem de

massa inicial em base seca.



Tabela 1 - Composicéo do subproduto citrico (SC) ndo-tratado e tratado com processo de extracdo
pectina (SCs/PEC).

Amostra l'\la?llo_-tratado ' Tr_atado
(Yomassa inicial em base seca) (%massainicial em base seca)

Lignina Total 21,58 + 1,452 22,35 + 0,562
Celulose 11,94 + 0,16b 23,59 + 0,562
Xilana 6,50 + 0,09° 11,29 + 0,392
Arabinosil 4,94 +0,13° 8,43 +0,11°
Acetil 2,10 £ 0,522 2,25 + 0,142
Proteinas 6,56 + 0,31 -

Pectina 4,99 + 0,29 -

Cinzas 6,58 + 0,11° 8,87 + 0,162
Lipideos 2,08 £ 0,19° 12,23 + 0,832
Extrativos 25,04 + 2,142 1,68 + 1,03°
Total 92,29 + 5,392 90,69 *+ 3,782

Fonte: Dados do autor
O teor dos compostos identificados no subproduto citrico foi expresso em (% m.m1) em base seca.
Os valores descritos sdo as médias das triplicatas e a barra de erro + indica o desvio padrdo. As
diferencas estatisticas entre os contetdos foram avaliadas por meio do teste de Tukey (software
Minitab 19.1) com nivel de significancia de 0,05. Médias identificadas com letras diferentes (a, b) na
mesma linha séo significativamente diferentes.
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Apbés o processo de extracdo de pectina, observou-se que o teor de
polissacarideos contidos no subproduto aumentou em relacdo ao residuo néao-
tratado. Este aumento pode ter ocorrido porgue possivelmente a celulose se manteve
intacta durante o processo empregado para realizar a caracterizacdo. Porém, durante
0 processo de extracdo de pectina, liberacdes de outras moléculas podem ter
acontecido, sendo dissolvidas a pectina. Dentre todos 0os compostos avaliados antes
e apos o processo de extracdo da pectina, os lipideos e extrativos foram os que mais
sofreram alteracdes. Nos lipideos que foram obtidos com ciclos com hexano, houve
um aumento do teor em relacdo ao SCs/PEC, indo de cerca de 2,08% m.m' no SC
para, aproximadamente 12,23% m.m* no SCs/PEC. Nestes ciclos com hexano, as
moléculas mais apolares e hidrofébicas tendem a ser extraidas devido a semelhanca
de polaridade com o solvente organico. Apos a realizagdo de buscas na literatura,
nao foi possivel encontrar resultados semelhantes aos aqui reportados. Em relacéo
aos extrativos, performados com ciclos com etanol 95% v.v, houve uma diminuicédo
abrupta, indo em torno de 25,04% m.m no SC para, aproximadamente, 1,08% m.m-
! no SCs/PEC. Este resultado pode ser explicado devido a capacidade de extracdo
no processo de remoc¢ao da pectina realizado antes da caracterizacao.

Vale salientar que a conservacdo do teor de carboidratos é uma resposta

positiva, pois significa que haverd uma grande quantidade de agucar a ser empregado
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como fonte de carbono no processo de conversado do residuo em colorantes naturais

pelo fungo T. amestolkiae.
4.2 Producéao do colorante vermelho

O estudo da utilizacdo de diversas fontes de carbono em processos de
biossintese tem elucidado as melhores escolhas de acordo com o microrganismo e as
condicbes de cultivo. Na producdo de colorantes fungicos, diferentes fontes de
carbono tém sido aplicadas com o0 objetivo de se entender o comportamento e
metabolismo destes compostos que atuam ndo somente como fonte de carbono, mas
também de energia nestes processos (MORALES-OYERVIDES, 2020). E importante
destacar, que cada microrganismo apresenta condi¢des diferentes de metabolismo e
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio. Fazendo com que um estudo de
screening inicial, seja essencial para entendimento do processo. Assim, ap0s a etapa
de quantificacdo dos componentes presentes no SC, seguiu-se a ideia de realizar
ensaios com alguns componentes comerciais isolados com o intuito de entender a
interferéncia desses compostos na produgcdo do colorante vermelho e ter o
conhecimento da habilidade do microrganismo T. amestolkiae em metabolizar tais
compostos. A Tabela 2 apresenta os dados de producédo do colorante vermelho nos

ensaios realizados empregando glicose, xilose e pectina comercial.

Tabela 2. Producdo de colorante vermelho por T. amestolkiae empregando glicose, xilose e pectina
comerciais no meio de cultivo conduzido a 30°C; 150 rpm em agitador orbital por 168h

Fonte de Colorantes ) Consumo de Consumo de Biomassa
(g.L 1) pH Final ) )

carbono Vermelhos UAsoonm Glicose (%) Xilose (%) (g.L )
Padrao*(Glicose)  (10) 13,34+1,94%°  495+0022 77,52+ 13,452 - 2,35 + 0,222
Glicose-Xilose (10:5,0) 14,51 + 1,492 4,94+0,012 36,09+3647  1366+1,74° 3600822
Glicose-Xilose ~ (5,0:5,0) 13,59 + 3,102 4,97 +0,022  8578+6,87%  4151+263% 324+1252
Glicose-Xilose (00:10) 10,78 +0,49%P¢ 500 +0,012 - 47,39 +4,012 3,09 + 0,142
Glicose-Pectina  10,0:4,0 5,24 + 1,30%d 4,85+0,02°  3559+0,93" - 3,80 £ 0,612
Glicose-Pectina  10,0:2,0 5,05 + 2,63 49140112  51,60+127° - 4,47 + 1,502
Glicose-Pectina  10,0:1,0  7934+0,12°¢d  490+0,0128 56,13 + 3,90° - 3,45 + 0,662

Fonte: Dados do autor

*Padrédo corresponde ao meio de cultivo suplementado com a seguinte composicéo (g.L1): GMS - Glutamato
monossadico (25,0), G - glicose (10,0), CaCl (0,015), MgS0Oa4 (0,012), FeSO4 (0,010). Todos 0s ensaios com
Pectina foram realizados contendo GMS, G e sais nas mesmas concentragées do meio padrdo. Os valores
descritos sdo as médias das triplicatas e a barra de erro + indica o desvio padrédo. As diferencas estatisticas
entre os contetdos foram avaliadas por meio do teste de Tukey (software Minitab 19.1) com nivel de
significancia de 0,05. Médias identificadas com letras diferentes (a, b, ¢, d) na mesma coluna sao
significativamente diferentes. ** Concentracéo correspondente ao acuUcar inserido no meio de cultivo;

Nos ensaios performados com glicose-xilose em diferentes propor¢gbes em

relacdo a produgcdo dos colorantes vermelhos, péde-se observar uma producéo
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semelhante ao padrédo. Além disso, de acordo com os dados de biomassa € evidente
gue o0 microrganismo conseguiu se multiplicar e produzir colorantes em todas as
condi¢cdes, mesmo na presenca apenas da xilose. Nao houve diferenca estatistica em
relacdo a biomassa em todas as condi¢des analisadas. Estes resultados, aliados aos
dados de consumo da fonte de carbono (xilose) indicam que 0 microrganismo é capaz
de metabolizar a xilose. Porém, em um meio de cultura composto somente por xilose,
a producdo se demonstrou inferior as condicdes com presenca dos dois
monossacarideos, evidenciando a importancia da glicose na produc¢éo dos colorantes
naturais. Tais resultados corroboram com os dados obtidos na literatura, visto que
xilose € um monossacarideo que pode ser consumido e utilizado como fonte de
energia para alguns microrganismos. Diversos trabalhos na literatura relatam que a
xilose pode ser empregada como fonte de carbono e/ou indutora em processos
fermentativos com diferentes microrganismos como na producdo de bioetanol por
Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificada (HOANG NGUYEN TRAN et
al., 2020), na geragdo de hidrogénio por Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum (ZHAO et al, 2020) e na producdo de lipidios por
Cryptococcus curvatus (DIAMANTOPOULOU et al., 2020). A xilose inclusive ja &
utilizada para producdo de colorantes vermelhos de acordo com a literatura
(MORALES-OYERVIDES, 2020). Nestes trabalhos os autores relatam que a presenca
de xilose no meio de cultivo aumenta a produtividade como no caso dos colorantes
vermelhos produzidos por Penicillium spp (SOPANDI et al., 2012; CHINTAPENTA et
al., 2014) e/ou é a fonte de carbono preferida ou mais consumida como na produc¢ao
de colorantes vermelhos por Penicillium purpurogenum chegando a uma absorbancia
de 10,4 em 510nm (PATIL et al., 2015).

Os resultados obtidos juntamente com a andlise da literatura demonstram que
a correlacao entre o consumo da fonte de carbono e a produc¢éo dos colorantes pode
alternar dependendo da proporcéo e da fonte utilizada. Em todos os experimentos que
continham glicose e xilose juntos, o fungo consumiu preferencialmente a glicose. Na
condicéo (10,0-05,0 g.L?) glicose-xilose, o fungo consumiu aproximadamente 36,09%
da glicose. Ja na condicdo com (05,0-05,0 g.L?) de glicose-xilose o T. amestolkiae
chegou a consumir cerca de 85,78% da glicose e 41,51% da xilose. Sendo assim, o
consumo da glicose nos ensaios com glicose-xilose permaneceu em torno de 4,0 g.L-
L aproximadamente. Nos ensaios performados apenas com xilose, 0 consumo dessa

fonte de carbono foi de 47,39% e mesmo assim conseguiu-se uma producao de 10,78
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UAsoonm. Contudo, € importante ressaltar que as produgdes de colorante foram
estatisticamente semelhantes entre todos os ensaios performados com xilose, glicose-
xilose e o padrao. Assim, estes resultados demonstram que a xilose nao inibe o
metabolismo do T. amestolkiae. Além disso, € possivel notar que em nenhum dos
ensaios com glicose-xilose houve alteracéo do pH de forma significativa, que pode ter
contribuido para a producédo do colorante, tendo em vista que o pH 6timo para a
producdo de colorantes vermelhos por T. amestolkiae é 5,0 (DE OLIVEIRA et al.,
2019).

Em relac&o aos resultados obtidos na presenca de pectina comercial, apesar
da interferéncia gradativa na producao, o T. amestolkiae foi capaz de gerar colorantes
na presenca de PEC, sendo a producéo estatisticamente semelhante nos ensaios com
as maiores concentracdes de PEC em relagcdo ao padrdo. Entretanto, vale salientar
que a presenca de PEC, ainda que na menor condicdo (1 g.L!) diminuiu,
aproximadamente, 40% da produc¢éo de colorantes vermelhos e 20% do consumo de
glicose em comparacao com o padrao, mesmo com o pH mantido em 5,0 que € 6timo
para producao. Isto pode indicar que, embora a pectina ndo bloqueie completamente
a producédo dos colorantes, a sua presenca no meio de cultivo pode afetar ou inibir
parcialmente a producdo dos mesmos. Ap0s uma pesquisa aprofundada, nao foi
possivel encontrar nenhum trabalho relatado na literatura que utilize a pectina como
fonte de carbono para producao de colorantes naturais fangicos, entretanto o objetivo
desse experimento foi descobrir se a pectina inibia a producao dos colorantes naturais
por T. amestolkiae ja que este polissacarideo esta presente no subproduto citrico.

A utilizacdo de residuos agroindustriais, como por exemplo, descartes de
mandioca e dejetos de laranja, para producao de colorantes naturais fungicos tem sido
relatada na literatura (MORALES-OYERVIDES, 2020; KANTIFEDAKI et al., 2018;
PADMAPRIYA; MURUGESAN, 2016). Por possuir uma grande quantidade de
polissacarideos, o subproduto citrico (SC) se apresenta como uma opc¢ao de aplicagéo
dos conceitos de biorrefinaria para producédo de colorantes naturais. Na Tabela 3
pode-se identificar os dados de producéo do colorante utilizando o SC e SCs/PEC.
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Tabela 3 - Producéao de colorante vermelho por T. amestolkiae empregando subproduto citrico (SC) nao-
tratado e tratado (SCs/PEC) no meio de cultivo conduzido a 30°C; 150 rpm em agitador orbital por 168h

) Sub. Citrico  Colorantes Vermelhos ) Consumo de
Condigéao pH Final ]
(g.LH)* UAs00nm Glicose (%)
Padrao*(Glicose) 10,00 13,34 + 1,042 4,95 + 0,02 77,52 + 13,45
SC + sais 56,12 1,54 + 0,3219 5,19 + 0,07' -
SC + sais + GMS 56,12 1,19 + 0,23%¢€ 6,77 + 0,20%d -
SC + sais + GMS + G 56,12 0,69 0,185 6,18 + 0,06° 100 + 0,002
SC + sais 28,0 0,31 + 0,099" 5,10 + 0,191 -
SC + sais + GMS 28,0 1,28 +0,16%€ 7,78 + 0,052 -
SC + sais + GMS + G 28,0 1,83+ 0,27¢4 7,57 + 0,082 100 + 0,002
SCs/PEC + sais 56,12 0,24 +0,08" 4,24 + 0,039 -
SCs/PEC + sais + GMS 56,12 1,97 + 0,14P-cd 6,49 + 0,219:€ -
SCs/PEC + sais + GMS + G 56,12 4,27 +0,21° 6,71 + 0,26%d 100 + 0,002
SCs/PEC + sais 28,0 0,64 + 0,03%19 5,04 + 0,111 -
SCS/PEC + sais + GMS 28,0 1,60 + 0,16% 7,38 +0,01P -
SCs/PEC + sais + GMS + G 28,0 3,34+ 1,10P°¢ 7,15+ 0,17P°¢ 100 + 0,002

Fonte: Dados do autor

Os meios de cultivo apresentaram composi¢éo variada, como descrito a seguir (g.L1): GMS: Glutamato
monossaodico (25,0); G: glicose (10), Sais: CaCl (0,015), MgSQ4 (0,012), FeS0O4 (0,010). Todos os meios
tiveram o pH ajustado para 5,0. Os valores descritos sdo as médias das triplicatas e a barra de erro
indica o desvio padréo. As diferencgas estatisticas entre os contetdos foram avaliadas por meio do teste
de Tukey (software Minitab 19.1) com nivel de significAncia de 0,05. Médias identificadas com letras
diferentes (a, b, c, d, e, f, g, h) na mesma coluna séo significativamente diferentes.

*: Teor correspondente ao SC inserido no meio de cultivo;

Nos experimentos com SC tanto nao-tratado quanto SCs/PEC, o fungo
conseguiu produzir pouco colorante quando comparado a condicdo padrdo ou os
ensaios com glicose e xilose comercial. A producéo variou de acordo com o teor do
subproduto e a presenca de GMS e/ou glicose no meio. Nos experimentos com SC
nao-tratado, a maxima producéo ocorreu no teor de 28,0 g.L'* de SC, na presenca de
GMS e glicose, chegando a produzir 1,83 UAsoonm. JA nos ensaios com SCs/PEC, a
producdo chegou a atingir 4,27 UAsoonm, Na condicdo de 56,0 g.L'! com glutamato e
glicose. Estes dados corroboram com os dados de producado obtidos nas condicfes
com pectina comercial, uma vez que nos experimentos com pectina foi observado uma
reducado significativa da producdo de colorantes vermelhos em relacdo ao padréao.
Ainda assim, foi possivel observar que em todos 0s ensaios com acréscimo de glicose,
o fungo consumiu 100% do agucar disponivel. Tais resultados evidenciam que o
microrganismo foi capaz de sobreviver na presenca do residuo e metabolizar a glicose
quando disposta no meio de cultivo, indicando uma probabilidade de desvio
metabdlico da producdo dos colorantes para outros metabolitos. Além disso, em

trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa na produgéo de colorantes em
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cultivo submerso de T. amestolkiae, foi relatado que altas concentracdes de GMS (25
g.LY) contribuem para rendimentos elevados de producdo de colorantes,
redirecionando o metabolismo central do carbono do crescimento para a via
biossintética do colorante (DE OLIVEIRA et al., 2019). Atrelado a isso, a literatura
relata que quando o GMS esta presente no meio, ele promove uma melhor producéo
e excrecdo de colorantes extracelulares e também leva a maioria dos colorantes a
formar um complexo entre o colorante e o 4cido glutamico, que torna a molécula mais
sollivel em agua (DE OLIVEIRA et al., 2019; HAJJAJ et al., 1997; LIN: DEMAIN, 1994;
BLANC et al., 1994; LIN et al., 1992).

Sabe-se que residuos agroindustriais possuem complexidade e variabilidade
nas moléculas contidas em sua composicao, assim deve-se considerar a possibilidade
de desvio metabdlico do fungo da producao dos colorantes na presenca do SC. Esta
probabilidade pode ocorrer pois 0s colorantes naturais produzidos por T. amestolkiae
sdo metabolitos secundarios, desta forma sdo produzidos em maior quantidade,
principalmente, apos a fase de adaptacao [lag] do microrganismo (DE OLIVEIRA et
al., 2020a). Além disso, o microrganismo pode ter metabolizado o subproduto
produzindo outras biomoléculas, tais como enzimas, o que desfavoreceu a producao
dos colorantes. Tendo em vista a diferenca na presenca de diversas moléculas no
meio de cultivo contendo SC e o0 meio padrdo, a adaptacdo do fungo ao meio pode
sofrer alteracdes. Devido a tais possibilidades, realizaram-se experimentos dobrando
o tempo de cultivo para 336h (15 dias), afim de analisar a producdo dos colorantes
nestas condi¢cdes. Ademais, a atividade do meio fermentado também foi realizada. Na
literatura, os tempos de cultivo para producdo de colorantes utilizando residuos
agroindustriais pode variar entre 10, 12, 14, 16 e até 21 dias (SOPANDI et al., 2012,
CHINTAPENTA et al., 2014; KANTIFEDAKI et al., 2018; PANDIT et al., 2019). Na
Tabela 4 pode-se observar os dados de producdo do colorante utilizando o SC e
SCs/PEC com 336h de cultivo.
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Tabela 4 - Producao de colorante vermelho por T. amestolkiae empregando subproduto citrico (SC)
ndo-tratado e tratado (SCs/PEC) no meio de cultivo conduzido a 30°C; 150 rpm em agitador orbital

por 336h.
L Colorantes . Consumo de
-1yx

Condigao ©.L) Vermelhos UAsoonm pH Final Glicose (%)
Padrao*(Glicose) 10,00 13,34 + 1,042 4,95 + 0,02 77,52 + 13,45°
SC + sais 56,12 0,52 + 0,05' 6,58 + 0,039 -
SC + sais + GMS 56,12 2,15+ 0,23 7,32 + 0,042 -
SC + sais + GMS+ G 56,12 2,01 +0,47° 7,17 + 0,070 100 + 0,002
SC + sais 28,0 0,54 + 0,06' 6,54 + 0,149 -
SC + sais + GMS 28,0 1,14 + 0,08%© 7,17 +0,02° -
SC + sais + GMS + G 28,0 1,86 + 0,155 7,14 +0,01° 100 + 0,002
SCs/PEC + sais 56,12 0,21 + 0,089 5,14 + 0,250 -
SCs/PEC + sais + GMS 56,12 0,82 + 0,038 7,07 + 0,038 -
SCS/PEC + sais + GMS +G 56,12 0,87 + 0,118 6,74 + 0,499 100 + 0,002
SCs/PEC + sais 28,0 0,87 0,228 5,34 + 0,11N -
SCs/PEC + sais + GMS 28,0 2,01 + 0,49° 7,08 + 0,059€ -
SCS/PEC + sais + GMS + G 28,0 4,13+ 0,217 7,13 + 0,03%d 100 + 0,002

Fonte: Dados do autor

Os meios de cultivo apresentaram composicdo variada, como descrito a seguir (g.L1): GMS: Glutamato
monossodico (25,0); G: glicose (10), Sais: CaCl (0,015), MgSO. (0,012), FeSO. (0,010). Os valores
descritos sdo as médias das triplicatas e a barra de erro + indica o desvio padrdo. Todos 0s meios tiveram
o pH ajustado para 5,0. As diferencas estatisticas entre os conteddos foram avaliadas por meio do teste
de Tukey (software Minitab 19.1) com nivel de significancia de 0,05. Médias identificadas com letras
diferentes (a, b, c, d, e, f, g, h, i) na mesma coluna séo significativamente diferentes.

*: Teor correspondente ao SC inserido no meio de cultivo;

Nos ensaios contendo SC e SCs/PEC com 336h de cultivo, o microrganismo
produziu baixa quantidade de colorantes e esta producao variou de forma semelhante
aos ensaios realizados por 168h de cultivo. Nestes ensaios, apés 336h foi observada
uma producdo maxima nos experimentos com SC com teor de 56,0 g.L! de SC, na
presenca de GMS, chegando a produzir 2,15 UAseonm. J& n0os ensaios com SCs/PEC,
a producdo chegou a atingir 4,13 UAsconm, na condi¢do de 28,0 g.L-* com GMS e
glicose. De acordo com estes dados, com 0 aumento do tempo ndo houve uma maior
producdo de colorantes naturais, o que indica que 0 microrganismo priorizou a
producgdo de outros compostos e ndo do colorante, mesmo apos 336h.

Foi observado que o pH do meio fermentado ao fim do cultivo tendeu para
valores mais neutros/basicos do que o pH inicial (5,0), considerado pH 6timo para
producdo por T. amestolkiae (DE OLIVEIRA et al., 2019). Esta alteracdo foi notada
em todos os ensaios com SC e SCs/PEC contendo GMS, chegando até 7,78 em
alguns experimentos. Isso indica que o comportamento do microrganismo na
presenca de nutrientes complexos e glutamato variou e desviou a rota de producao

dos colorantes indo possivelmente para producdo de metabdlitos primarios como
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enzimas. Em trabalhos relatados na literatura realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, esta cepa de T. amestolkiae ja foi estudada quanto a producdo de enzimas
e este microrganismo tem potencial para producdo de enzimas celuloliticas na
presenca de subprodutos agroindustriais (farelo de trigo, farelo de arroz) (BARBIERI
et al., 2019)

Ainda assim € importante ressaltar que a maxima producdo de colorantes
vermelhos utilizando subproduto citrico neste trabalho foi semelhante ou superior a
trabalhos que empregam outros residuos agroindustriais. Em uma pesquisa relatada
na literatura utilizando a casca do grédo-de-bico, a maior producdo de colorantes
vermelhos por T. purpureogenus observada foi 0,565 UA em 494nm (PANDIT et al.,
2019). Outro trabalho utilizando casca de laranja como substrato para producao de
colorantes vermelhos por M. purpureus conseguiu produzir cercade 2,4 UAem 510nm
(KANTIFEDAKI et al., 2018).

Apesar da producéo dos colorantes ter sido consideravelmente menor que o
padrao, ao final do processo fermentativo em todas as condi¢des contendo SC e
SCs/PEC o agucar adicionado ao meio (glicose) foi 100% consumido. Este dado indica
que o T. amestolkiae ndo foi completamente inibido pelo SC, pois foi capaz de
consumir toda a glicose disponivel, contudo reforca a hipotese de que o metabolismo
foi desviado da rota de producdo dos colorantes. Dessa maneira, foi avaliado a

presenca de enzimas no meio de cultivo.
4.3 Producao de enzimas celuloliticas por Talaromyces amestolkiae

Diversos microrganismos tém sido utilizados para a producdo de uma grande
variedade de enzimas. Como citado anteriormente, o fungo T. amestolkiae foi relatado
previamente na literatura na producdo de xilanases empregando subprodutos
agroindustriais (farelo de trigo, farelo de arroz) como fonte de carbono (BARBIERI et
al., 2019). Portanto, a fim de entender o possivel desvio metabdlico da producéo dos
colorantes na presenca de SC e SCs/PEC, ensaios para determinacéo da atividade
enzimatica de enzimas celulésicas foram performados utilizando os meios
fermentados oriundos das etapas anteriores. Na Figura 9, pode-se analisar a
deteccdo da atividade enzimatica presente no meio fermentado com SCs/PEC na

condicdo com 28,0 e 56,0 g.L* apds 168h de cultivo submerso.
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Figura 9 - Determinacdo da atividade enzimatica de enzimas celuloliticas no meio fermentado de T.
amestolkiae contendo SCs/PEC1-56,0 g.L! e SCs/PEC2-28,0 g.L** conduzido a 30°C; 150 rpm em
agitador orbital por 168h. As diferen¢as estatisticas entre os contelidos foram avaliadas por meio do
teste de Tukey (software Minitab 19.1) com nivel de significancia de 0,05. Médias identificadas com
letras diferentes (a, b, c, d) sdo significativamente diferentes.

*GMS: Glutamato monossadico; G: glicose

Nos experimentos de determinacdo de atividade enzimatica foi possivel
observar atividades de todas as enzimas analisadas em todos os ensaios realizados.
Dentre as enzimas observadas nos ensaios com meio fermentado contendo SCs/PEC
com 56,0 g.L* por 168h de cultivo, as B-glicosidases sdo as que mais se destacam,
chegando a gerar uma atividade em torno de 2,8 Ul.mL™%, sendo a maior atividade
enzimatica entre todas as enzimas presentes em todos os meios avaliados. Além
disso, foi possivel observar que nos ensaios contendo glutamato no meio de cultivo a
producdo das B-glucosidases foi maior. Estes dados corroboram com os dados
obtidos na caracterizacdo do SCs/PEC, sendo que a celulose foi o composto
majoritario determinado. Em um trabalho relatado na literatura avaliando a producao
de B-glucosidase por T. amestolkiae, os autores observaram uma producéo entre 1,4
e 1,8 Ul.mL? utilizando glicose como fonte de carbono (DE EUGENIO et al., 2017;
MENDEZ-LITER et al., 2018). Depois das B-glucosidases, as xilanases foram as
enzimas mais produzidas nestas condi¢cbes, atingindo um ponto maximo de,
aproximadamente, 0,8 UL.mL. Como mencionado anteriormente, a producdo de
xilanases por T. amestolkiae ja foi estudada pelo grupo de pesquisa utilizando
diversos subprodutos agroindustriais como fonte de carbono, tais como o farelo de
trigo, farelo de arroz e casca e pele do amendoim. Destes substratos a maior producéo
de xilanases foi observada utilizando o farelo de trigo (20g.L?), alcancando 13,02
UL.mL? em cultivo submerso por 168h (BARBIERI et al., 2019). Entretanto, é

importante ressaltar que o GMS utilizado neste trabalho favorece o acumulo e
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producado dos colorantes naturais, além disso o teor de celulose e hemicelulose pode
variar de acordo com o residuo agroindustrial empregado, o que interfere na producéo
de enzimas. Também é relevante salientar que nos referidos trabalhos, o foco principal
foi a producgéo ou otimizagao da producéo das respectivas enzimas.

Com o intuito de compreender melhor o metabolismo do fungo em diferentes
tempos de fermentacdo, a determinacdo das atividades enzimaticas também foi
realizada com os meios fermentados oriundos dos ensaios com 336h de cultivo. Na
Figura 10, é possivel observar a determinacdo da atividade enzimatica presente no

meio fermentado com SCs/PEC na condi¢do com 56,0 g.L?* e 28,0 g.L* por 336h.

EEndo-glucanase @ B-glucosidase OXilanase
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SCs/PEC 1 + sais SCs/PEC 1 + sais + SCs/PEC 1 + sais+ SCs/PEC 2 +sais SCs/PEC 2 + sais + SCs/PEC 2+ sais +
GMS GMS +G GMS GMS +G

Figura 10 - Determinagéo da atividade enzimética de enzimas celuloliticas no meio fermentado de T.
amestolkiae contendo SC na condicdo SCs/PEC1-56,0 g.L-1 e SCs/PEC2-28,0 g.L! conduzido a 30°C;
150 rpm em agitador orbital por 336h. As diferencas estatisticas entre os conteudos foram avaliadas
por meio do teste de Tukey (software Minitab 19.1) com nivel de significAncia de 0,05. Médias

identificadas com letras diferentes (a, b, ¢, d) sdo significativamente diferentes.
*GMS: Glutamato monossaédico; G: glicose;

De acordo com os experimentos de determinacgéo de atividade enzimatica apés
336h de cultivo, as enzimas que foram produzidas com maior proeminéncia
constituiram novamente as B-glicosidases, chegando a atingir 2,46 Ul.mL1
,aproximadamente, e em seguida as xilanases, alcangcando um maximo de 0,56 Ul.mL"
1, Em todos ensaios, o ponto maximo determinado pelas endo-glucanases foi de 0,2
Ul.mL™, ainda sim foi a enzima com menor atividade enzimética entre as enzimas
avaliadas. Em um trabalho relatado na literatura avaliando a utilizacéo de subprodutos
agroindustriais como farelo de aveia, palha de trigo e farelo de trigo na producéo de
endo-glucanases por T. amestolkiae, foi possivel observar uma producéo entre 0,1 e
3,5 Ul.mL™1, variando de acordo com o substrato empregado (DE EUGENIO et al.,
2018).
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Os resultados de producao de enzimas aqui reportado pelo T. amestolkiae na
presenca de SCs/PEC indicam um possivel desvio de rota metabdlica da producéo de
colorantes para producdo destas enzimas, responsaveis pela quebra dos
polissacarideos contidos no SC em mondmeros que, posteriormente, podem ser
consumidos pelo fungo. Apesar do microrganismo ter conseguido produzir colorantes
em todas as condi¢des com SC, se faz necessaria a aplicacdo de alguns tratamentos
no subproduto citrico, como por exemplo a hidrdlise, para facilitar a metabolizagéo e

aumentar a producéo dos colorantes vermelhos.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista a producéo dos colorantes por meio de T. amestolkiae em
cultivo submerso empregando o SCs/PEC, o célculo da taxa de producédo se faz
necessario para o entendimento do processo Figura 11. Nesta condi¢do, que foi a
melhor condic&o utilizando o subproduto citrico na producéo de colorantes, atingiu-se
uma absorbéancia de 4,27UAsoonm € uma taxa de 0,025UA/h. Com este conjunto de
dados, uma andlise econdmica podera ser realizada com o intuido de fornecer o

entendimento do processo e da viabilidade econdémica.
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e ' Meio-GMS S0mL 80 gm™2
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Preparo do Titulo: 4,27UA
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Figura 11 - Fluxograma das etapas de producéo dos colorantes naturais por T. amestolkiae empregando SCs/PEC

28g.L. Fonte: Dados do autor.



54

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o subproduto citrico
detém polissacarideos que podem ser utilizados como fonte de carbono para
producdo de diversas biomoléculas, especificamente, enzimas celuloliticas e
colorantes naturais por bioconversdo empregando o microrganismo T. amestolkiae.
O microrganismo produziu colorantes em todas as condi¢cdes estudadas, tanto com
subproduto nao-tratado quanto no subproduto tratado (sem pectina). Portanto, este
trabalho evidenciou a versatilidade deste microrganismo e a capacidade de aplicacao
do T. amestolkiae na biorrefinaria e bioprocessos, valorizando o subproduto citrico
por meio da biotransformacdo e producdo de diversas biomoléculas de interesse

comercial e industrial.
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Figura S1 - Espectro de absorbancia dos colorantes produzidos por T. amestolkiae em agitador rotativo
utilizando o meio Padréao correspondente ao meio de cultivo suplementado com a seguinte composi¢ao
(g.L1): GMS - Glutamato monossaédico (25,0), G - glicose (10,0), CacCl (0,015), MgSOa4 (0,012), FeSO4
(0,010) com 168h/150rpm/30°C.
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Figura S2 - Cromatograma obtido por meio de Cromatografia Gasosa (CG) do Limoneno padréao

(Sigma-Aldrich) com o pico cromatogréafico do padrdo em destaque.
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Figura S3 — Cromatograma obtido por meio de Cromatografia Gasosa (CG) da amostra apds extracédo

do limoneno do subproduto citrico com Acetato de Etila.
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Figura S4 - Cromatograma obtido por meio de Cromatografia Gasosa (CG) da amostra apds extracéo

do limoneno do subproduto citrico com Hexano.



