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RESUMO

Os frutos pertencentes ao género Citrus sp. sdo as culturas mais abundantes no
mundo, sendo produzidos e consumidos em diversas partes do planeta. Durante o
cultivo e o processamento de Citrus sp., geram-se toneladas de residuos que
possuem elevados teores de nutrientes, com destaque para os agUcares soluveis e
insollveis, passiveis de conversdo biologica. Pensando nisso, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar o potencial do uso de residuos de Citrus sp. como substrato para
0 crescimento vegetativo de Agaricus bisporus, visando a obtencdo de biomassa
fungica, pelas técnicas de cultivo submerso (em fase liquida, CFL) e em fase sélida
(CFS). No primeiro foi utilizada a fracdo liquida do residuo de mandarina (Citrus
reticulata) como fonte de carboidratos. A otimizacdo do bioprocesso através da
metodologia de superficie de resposta (MSR) possibilitou alcancar um valor maximo
de 47,06 g.L™* de biomassa de A. bisporus com tempo de 8 dias, pH inicial igual a 6,0
e temperatura de 28°C. Entretanto, através da andlise das superficies de respostas
estudadas, verificou-se que a utilizagdo de um valor de pH mais acido (4,5) pode ser
realizado sem perdas no rendimento de biomassa. No CFS utilizaram-se os residuos
sélidos de mandarina e de laranja (Citrus sinensis), previamente triturados e sem
adicdo nutrientes. Para ambos os residuos, verificou-se o desenvolvimento de A.
bisporus mais rapido apos ajuste de pH para 4,5 com CaCO3. O monitoramento dos
bioprocessos foi realizado pela quantificacdo de atividade pectinase (AP), de
acucares redutores (AR), além de proteinas totais (PT) para CFL. A espectroscopia
de absorcdo molecular no visivel foi empregada como método de supervisdo. A
aplicacdo de espectroscopia de Absorcdo Molecular no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) associada a regressao por minimos quadrados
parciais (PLS) possibilitou quantificar, simultaneamente, os parametros de CFL com
erro quadraticos médios de previsdo (RMSEP) e coeficientes de determinacdo (R?)
de 0,0012 U.L™ e 0,9760, 0,23 mmolL* e 0,9956 e 0,03 g.dL™* e 0,9957,
respectivamente. Dessa forma, este trabalho mostrou dois resultados impactantes
para a area de Tecnologia Ambiental. Primeiramente, os residuos de mandarina e
laranja podem servir como substrato e fonte de nutrientes, principalmente na forma
de carboidratos, nos processos fermentativos estudados, obtendo-se como resultado
bioprodutos de alto valor agregado que podem estar associados a biomassa de A.
bisporus. Além disso, 0 monitoramento do bioprocesso de CFL pode ser realizado
por tecnologias mais limpas, usando a FT-IR associada a quimiometria como método
unificado em substituicdo a diferentes métodos espectrofotométricos, mais onerosos,
e com maior consumo de reagentes.

Palavras-chave: Citrus reticulata, Citrus sinensis, cultivo submerso, cultivo em fase
sélida, Agaricus bisporus, espectroscopia no infravermelho.



ABSTRACT

The fruits of the genus Citrus sp. are the most abundant crops in the world, being
produced and consumed in different parts of the planet. During the cultivation and
processing of Citrus sp., several tons of wastes are generate. These materials have
high levels of nutrients, especially the soluble and insoluble sugars, able to biological
conversion. The aim of this study was to evaluate the potential of using waste Citrus
sp. as a substrate for vegetative growth of Agaricus bisporus, to obtain fungal
biomass, by the submerged cultivation technique (liquid phase, LPC) and solid state
cultivation (SSC). For LPC it was used the liquid fraction of the mandarin residue
(Citrus reticulata) as a source of carbohydrates. Optimization of bioprocess by
response surface methodology (RSM) allowed a maximum value of 47.06 g.L™
biomass of A. bisporus at 8 days, initial pH of 6.0 and temperature of 28°C. However,
by analyzing the surfaces responses studied, it was found that a more acidic pH (4.5)
can be used without loss in biomass yield. In SSC it was used the solid waste of
mandarin and orange (Citrus sinensis), previously crushed and without adding
nutrients. For both residues, the development of A. bisporus occurred faster after
adjusting pH to 4.5 with CaCO3;. The monitoring of bioprocesses was performed by
qguantification of pectinase activity (PA) of reducing sugars (RS), and total protein
(TP) to LPC. The spectroscopy of molecular absorption in the visible was employed
as a method of supervision. Application of molecular absorption spectroscopy with
infrared fourier transform (FT-IR) associated with regression by partial least squares
(PLS) made possible to quantify simultaneously the parameters of LPC with error
average forecast quadratic (RMSEP) and determination coefficients (R?) of 0.0012
U.L™" and 0.9760, 0.23 mmol.L™ and 0.9956 and 0.03 g.dL™ and 0.9957, respectively.
This study showed two impactful results for the environmental area technology. First,
the waste of mandarin and orange can be used as substrate and source of nutrients,
mainly in the form of carbohydrates, studied in fermentation processes, obtaining
added value bioproducts that can be associated with the biomass of A. bisporus. In
addition, monitoring the bioprocess can be accomplished by LPC cleaner technology,
using FT-IR and chemometrics associated with the unified method to replace
different spectrophotometric methods, more costly and higher reagent consumption.

Keywords: Citrus reticulata, Citrus sinensis, submerged cultivation, solid state
fermentation, Agaricus bisporus, infrared spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

As frutas citricas, pertencentes ao género Citrus, sdo originarias das regides
tropicais e subtropicais da Asia sendo os frutos mais produzidos e consumidos no
mundo. Paises como Brasil, China e EUA lideram o mercado mundial de producéo
de Citrus, sendo o Brasil o maior exportador de sucos citricos e produtor de laranjas
na atualidade.

Acompanhando este cenario, destaca-se o volume de residuos de Citrus sp.
gerados em diferentes etapas e processos na citricultura. No manejo dos pomares €
realizado o desbaste ou raleio, que € a remoc¢ao e o descarte de parte dos frutos
verdes para atingir melhor qualidade final e evitar a alternancia de producdo dos
frutos. Ja na extracdo industrial de suco de Citrus, praticamente 50% da massa do
fruto é considerado subproduto ou residuo.

Quando aproveitados, os residuos constituidos de casca, polpas e sementes
sdo utilizados, principalmente, para producdo de racdo animal, porém o custo de
secagem e transporte € um fator economicamente limitante nesses casos. Por outro
lado, a porcdo descartada ou acumulada desses residuos no ambiente, sem o
devido tratamento, representa um problema ambiental a ser considerado.

Alternativamente, em funcdo do elevado teor de matéria organica, 0s
residuos de Citrus sp. podem ser utilizados como substrato para a producdo de
pectinases fangicas, metano e para adsorcao de corantes residuais.

A utilizacdo de técnicas que permitem a conversdo biolégica desses
materiais, como os cultivos em fase liquida e sélida, baseiam-se na acdo microbiana
sobre substrato(s) objetivando a formacdo de bioprodutos diversos, como por
exemplo, agentes flavorizantes, polissacarideos, vitaminas, enzimas, acidos
organicos e antibiéticos, entre outros.

Os fungos sdo comumente utilizados nesses processos pelo potencial de
obtencdo de bioprodutos. Agaricus bisporus, € a espécie de cogumelo comestivel
mais cultivado no mundo, porém a producdo de seu micélio vegetativo vem sendo
cada vez mais explorada nesses cultivos, para fins alimenticios, nutracéuticos ou
como inoculantes.

Nesse sentido, o uso de residuos de Citrus sp. como substrato em processos

fermentativos pode vir a reduzir os custos de produg¢do, minimizar os impactos
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ambientais associados ao seu acumulo no ambiente e, ainda, promover a conversao

de um residuo agroindustrial em um produto com alto valor agregado.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial de uso de residuos de
Citrus sp. como substrato para o crescimento vegetativo de Agaricus bisporus,
através dos cultivos em fase liquida e em fase soélida, visando a obtencdo de

biomassa.

2.1 Objetivos especificos

e Caracterizar os residuos solidos de mandarina verde (Citrus reticulata) e
laranja (Citrus sinensis) em relacéo a composi¢ao centesimal;

¢ |solar e manter uma cultura pura do fungo Agaricus bisporus;

e Analisar as condicfes do cultivo em fase liquida para a maxima converséo do
extrato liquido do residuo de mandarina verde em micélio vegetativo, através
da técnica de andlise de superficie de resposta;

e Avaliar a aplicacdo dos parametros acucares redutores, atividade pectinolitica
e proteinas totais para monitorar o cultivo em fase liquida;

e Avaliar a aplicabilidade da Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) supervisionado pelo
método de referéncia UV-VIS, para quantificar a concentracdo de acucares
redutores, atividade pectinolitica e proteinas totais em cultivo submerso;

e Analisar o consumo de acUcares redutores no residuo sélido de mandarina

verde e de laranja durante o cultivo em fase sdélida.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Residuos de Citrus sp.

Citrus, os quais incluem-se laranjas, mandarinas, limdes, limas e toranjas
(grapefruits) sé&o as culturas mais abundantes no mundo, sendo produzidos cerca de
115 milhdes de toneladas de frutos anualmente e, aproximadamente, 30 milhdes de
toneladas séo destinadas a producéo de sucos (CHOI et al., 2015).

No Brasil, 19 milhdes de toneladas de Citrus sp. foram produzidos em 2013
sendo o cultivo da laranja responsavel por mais de 17 milhdes de toneladas do total
nesse ano. A regido sudeste do pais, principalmente o estado de S&do Paulo, € o
maior produtor de laranjas doces do pais, com 72,6% da producao nacional (IBGE,
2013).

A producéo anual de Citrus sp. no Rio Grande do Sul é de 537 mil toneladas,
realizada em 42 mil hectares, o que gera uma receita direta de 250 milhGes de reais
(GERHARDT et al., 2012). Embora essa producéo seja pequena quando comparada
a de Sao Paulo, é maior que a de muitos paises e representa a principal atividade
econbmica de dezenas de municipios (SARTORI et al., 2007). O Estado se destaca
nacionalmente sendo o terceiro maior produtor de mandarinas, atras apenas de Sao
Paulo e Parana, produzindo cerca de 160 mil toneladas do fruto citrico (Embrapa,
2013).

Durante o cultivo da mandarina, a producéo irregular € caracterizada por um
periodo excessivo de frutos seguido por baixa producdo. De acordo com KOLLER
(1994), quando ha florescimento excessivo, os frutos sdo de baixa qualidade: 4cidos,
aguados, pequenos e com coloracdo deficiente. Assim, na intencdo de melhorar a
qualidade da fruta para o mercado in natura, a técnica do raleio manual é utilizada
por citricultores, sendo necessario ralear 60 a 80% dos frutos. (SCHWARZ;
KOLLER; NIENOW, 1992).

Na industrializacdo de Citrus, em especial na industria de sucos, h4 a
geracdo de grandes quantidades de residuos como cascas, polpas e sementes,
representando 50% da massa inicial do fruto, que geralmente é transformada em
farelo peletizado para racdo animal (CHOI et al.,, 2015; NEVES et al., 2010).
Entretanto, o custo de secagem e transporte € um fator economicamente limitante

nesses processos e a parcela de residuos descartados sem tratamento no ambiente,
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representa um problema ambiental crescente (REDA et al.,, 2005; SCHIEBER,;
STINTZING; CARLE, 2001).

Os despejos liquidos, apOs processamento na industria de sucos,
denominados de “agua amarela”, sdo considerados como agente de alto grau
poluidor por possuirem elevados indices de matéria organica, sendo compostos por
proteinas, 6leos essenciais, pectina, aclcares e &cidos organicos. (RIVAS et al.,
2008).

Além da producédo de racdo animal, outras formas de utilizacdo dos residuos
de Citrus sp. s@o a incineracdo para obtencdo de energia, a secagem para mais
tarde serem usados na extragdo pectinas ou, ainda, quando ndo secos, podem ser
reutilizados como fertilizantes organicos (BHATNAGAR; SILLANPAA; WITEK-
KROWIAK, 2015; GUERRERO et al., 1995; MAMMA; KOURTOGLOU;
CHRISTAKOPOULOS, 2008).

Das cascas de Citrus sp. podem ser extraidos 6leos essenciais que possuem
diversas aplicacbes na industria de alimentos, como flavorizantes em bebidas,
sorvetes e outros produtos alimenticios, cosméticos, perfumes e, em farmacos, por
suas propriedades antibitticas e anti-inflamatérias (BOUKROUFA et al., 2015).

Alternativamente, em funcéo do elevado teor de matéria organica, os residuos
de Citrus sp. podem ser utilizados como substrato para a producdo de pectinases
fungicas, metano e para adsorcdo de corantes residuais (TAVARES et al., 1998). A
producdo de bioetanol a partir dos acucares sollveis e insolaveis disponiveis nas

cascas de Citrus sp. foi analisada por CHOI et al. (2015).

3.1.1 Composicao quimica de residuos de Citrus sp.

Os residuos de Citrus sp. sdo ricos em carboidratos solUveis e insoluveis, o0
que faz com que possuam potencial como fonte de energia para conversdes
biologicas em produtos de maior valor agregado (CHOI et al., 2015; GROHMANN,;
CAMERON; BUSLIG, 1995). Entre os agucares sollveis destacam-se a glicose,
frutose e sacarose, enquanto que a fracao insoluvel, os polissacarideos das cascas
dos residuos de Citrus sp., sdo pectina, celulose e hemicelulose (GROHMANN et al.,

1995; WILKINS et al.,, 2007). A pectina e as hemiceluloses séo ricas em acido
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galacturdnico, arabinose, galactose e pequenas quantidades de xilose, ramnose e
glicose (UENOJO; PASTORE, 2007).

Ainda, esses residuos contem elevado teor de agua, aproximadamente 86%,
fazendo com que o processo de secagem torne-se oneroso e dificil (TRIPODO et al.,
2004). Nas casca dos frutos de Citrus sp. encontram-se diversos metabalitos
secundarios, responsaveis por sua protec¢ado contra fatores bidticos e abioticos, como
terpenoides, carotenoides, cumarinas, furanocumarinas e flavonoides,
principalmente flavononas e flavonas polimetoxiladas, raras em outras plantas
(GERHARDT et al., 2012).

Ao caracterizar os componentes da casca de laranja, RIVAS et al. (2008)
obtiveram como resultados 16,9% de acuUcares soluveis, 9,21% de celulose, 10,5%
de hemicelulose e 42,5% de pectina. A composi¢cdo do bagaco de laranja para
producdo de composto foi analisada por KIEHL (1985) tendo como resultado (g/kg):
carbono (127,8), nitrogénio (7,1), pentoxido de fosforo (P,0s) (1,8) e Oxido de
potassio (K;0) (4,1). A partir desses dados, o autor obteve uma relacdo carbono e
nitrogénio (relacao C/N) de 18/1.

CHOI et al. (2015) analisaram o percentual dos acUcares solUveis e insollveis
da casca de diversos tipos de Citrus sp., através da técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG), e verificaram a
disponibilidade dos acucares fermentesciveis (Tabela 1) por Saccharomyces
cerevisiae para producéo de bioetanol.

Tabela 1 - Composicao quimica dos acucares fermentesciveis de residuos de Citrus
sp.

matéria

seca Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%) AF* (%)
CL 5,6 35,5 12,1 53,2
CM 7,4 39,4 10,3 57,1
CLi nd 27,9 3,3 31,2
CLa nd 22,5 0,7 23,2
CTo 1,4 30,6 8,2 43,2

Abreviagdes utilizadas: CL, casca de laranja; CM, casca de mandarina; CLi, casca
de lim&o; CLa, casca de lima; CTo, casca de toranja; nd, ndo disponivel.

*AF: Acucares fermentesciveis sdo a soma de sacarose, glicose e frutose,
fermentados por S. cerevisiae.
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Fonte: Adaptado de CHOI et al. (2015).

Como pode ser observado na Tabela 1, ha uma quantidade significativa de
acucares fermentesciveis (AF) disponiveis na matéria seca dos residuos de Citrus
sp. analisados. Destaca-se que, para casca de laranja (CL) e casca de mandarina
(CM), mais de 50% da matéria seca desses residuos € composta por acucares
soluveis. Quanto a fracdo insoltvel, os autores obtiveram uma variacdo entre 15 e
20% de matéria seca, dependendo do tipo da fruta.

STEFANELLO; ROSA (2012) analisaram a composicdo centesimal de
diferentes tipos de cascas de frutas, incluindo cascas de laranja variedade Péra
(Citrus sinensis) e tangerina variedade Ponkad (Citrus reticulata) (Tabela 2), e as
compararam com o teor de nutrientes da parte comestivel dos mesmos frutos
(Tabela 3).

Tabela 2 - Composicao centesimal (%) de cascas de laranja e tangerina.

Amostras Umidade Cinzas Fibra Lipideos Proteinas CHO

CL 76,55 1,04 16,70 0,26 1,00 4,45

CT 74,70 1,11 9,40 0,09 2,20 12,43
Abreviacdes utilizadas: casca de laranja (CL); casca de tangerina (CT); carboidratos
(CHO).

Fonte: Adaptado de STEFANELLO; ROSA (2012).

Tabela 3 — Teor (%) de nutrientes das partes comestiveis da laranja e mandarina.

Amostras Umidade Cinzas Fibra Lipideos Proteinas CHO

Laranja 86,90 0,40 1,70 0,20 0,80 11,70
Tangerina 83,70 0,50 3,10 0,10 0,90 14,90

Abreviacgdes utilizadas: carboidratos (CHO).
Fonte: Adaptado de STEFANELLO; ROSA (2012).

Os autores verificaram que o teor de fibras na casca de laranja (16,7%) é
bastante superior ao da parte comestivel (1,7%) e também destacaram o elevado
teor de carboidratos disponiveis nas cascas de tangerina (12,43%) quando

comparado a parte comestivel do mesmo fruto (14,90%), reforcando, assim, o
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potencial do aproveitamento integral dos alimentos e, consequentemente, evitando o
desperdicio.

O fato de os residuos de Citrus sp. apresentarem elevados teores de
nutrientes, principalmente na forma de acgUcares e agua, torna-os passiveis de

serem utilizados em processos fermentativos (TRIPODO et al., 2004).

3.2 Processos fermentativos

Os processos fermentativos podem ser separados em dois tipos basicos:
cultivo em fase liquida (CFL), na qual ocorre o desenvolvimento de microrganismo(s)
em um meio liquido contendo nutrientes e cultivo em fase soélida (CFS), que simula o
crescimento de microrganismos em substratos sélidos devidamente hidratados,
semelhante ao que ocorre no ambiente natural em que sdo encontrados (PANDEY,
2003).

De modo geral, esses cultivos implicam na utilizacdo de microrganismos na
transformacao de matéria organica catalisada por enzimas, podendo ser conduzidas
por processos descontinuos, descontinuo-alimentados ou continuos, bem como por
variacOes desses processos (WANDERLEY; NEVES; DE ANDRADE, 2011).

3.2.1 Cultivo em fase liquida (CFL)

O cultivo em fase liquida (CFL) consiste em um processo que disponibiliza os
nutrientes para o0 microrganismo em um meio liquido. Os nutrientes podem ser
peptonas, acucares solUveis e substancias complexas (vitaminas e ions) que séo
dissolvidos em dgua ou mesmo em solucfes tampédo (OLIVEIRA et al., 2012).

Conforme HOLKER; HOFER; LENZ (2004), aproximadamente 90% da
producdo enzimatica a nivel industrial € realizada através desse processo,
geralmente aprimorado pelo uso de técnicas de otimiza¢do e uso de microrganismos
geneticamente modificados.

No CFL, aléem da maior facilidade de monitoramento e controle de processo, a
recuperacdo de enzimas extracelulares e a determinacdo de biomassa sao
facilitadas, sendo realizadas por filtragdo simples ou centrifugacdo para remocao de
células. Geralmente, para recuperagcdo de enzimas o sobrenadante € utilizado e o

crescimento microbiano € quantificado apds secagem da biomassa, por gravimetria,
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podendo ainda ser realizado por densidade Gtica no caso de cultivo de bactérias
(FERNANDES, 2007).

Quanto ao cultivo em grande escala, o CFL possui relativa facilidade, pois
garante um meio com bastante homogeneidade e controle mais efetivo de
parametros de processo ao serem usados sensores adequados (COUTO;
SANROMAN, 2006). Entretanto, a maior probabilidade de contaminagdo do meio de
cultivo, em funcédo da grande quantidade de agua disponivel, € um inconveniente
desse processo (PINHEIRO, 2006).

Diversos substratos podem ser utilizados no CFL como fonte de nutrientes.
ALEGRE et al. (2009) analisaram a producédo de invertase por CFL de diversos
residuos agroindustriais tais como, farelo de trigo, bagaco de cana de acucar, palha
de arroz, dentre outros, obtendo os maiores valores da enzima utilizando o farelo de
trigo. CAMARGO et al. (2009) testaram o bagaco de laranja no processo submerso e
compararam a producédo de pectinase por Aspergillus sp. no cultivo em meio com
pectina como unica fonte de carboidratos. A maior producdo de pectinases ocorreu
ao utilizarem o bagaco de laranja na propor¢éao de 2% m/v.

O CFL é considerado a melhor técnica para obtencdo de micélio fungico e
biomoléculas devido ao curto tempo de processo (7 dias), pouco espaco requerido e
maior controle de parametros fermentativos (MOKOCHINSKI et al., 2015; PETRE;
TEODORESCU, 2012).

Também, é o método preferido para producdo de exopolissacarideos (EPS)
de origem fungica, pois permite a manipulagéo e otimizacao de parametros biéticos
gue favorecem a producdo de determinados bioprodutos (XIAO, J.-H. et al., 2010). A
producdo de biomassa de Cordyceps taii pelo CFL foi estudada por XIAO, J.-H. et al.
(2010) em funcdo da alta especificidade de fatores ambientais necessarios para o
seu crescimento em ambiente natural. Através da manipulacdo de parametros
fermentativos como fontes distintas de carbono e nitrogénio, pode-se induzir e

maximizar a producao de compostos bioativos presentes no EPS desse fungo.

3.2.2 Cultivo em fase solida (CFS)

O cultivo em fase solida (CFS) pode ser definido como processo que se refere

a cultura de microrganismos em matriz solida (substrato ou material inerte), na
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auséncia, ou préximo a auséncia de agua livre, sendo necessario, entretanto, que o
substrato possua umidade suficiente para garantir o desenvolvimento e atividade
metabdlica do(s) microrganismo(s) de interesse (THOMAS; LARROCHE; PANDEY,
2013).

Conforme a natureza do substrato, dois tipos de sistemas de CFS podem ser
utilizados: (a) CFS em substratos solidos naturais, e (b) CFS aderido a suportes
inertes (BARRIOS-GONZALEZ, 2012). A utilizacdo de CFS em substratos solidos
naturais tem sido fortemente investigada e modernizada nas Uultimas décadas,
principalmente quando objetiva-se a produgdo de enzimas microbianas e
metabolitos secundarios ou compostos bioativos (MARTINS et al., 2011).

O CFS pode ser aplicado como processo de biorremediacao, biodegradacéao,
detoxificacdo de residuos agroindustriais, bioconversdo de biomassas
lignocelulésicas e de residuos agroindustriais, bem como na geracdo de bioprodutos
de alto valor agregado como antibiéticos, fatores de crescimento para plantas,
enzimas, acidos organicos, biopesticidas, biosurfactantes, biocombustiveis,
compostos de aromas, entre outros (PANDEY, 2003).

Destacam-se como vantagens do CFS: condi¢cfes da cultura proximas as que
se desenvolvem em meios naturais; alta concentracéo de produtos, simplicidade no
preparo do meio de cultura e de equipamentos para fermentacdo, diminuicdo da
contaminacgdo; baixos custos, reducédo dos efluentes a tratar, residuos sélidos mais
estaveis apés a fermentacéo, producao concentrada de metabolitos e eliminacéo de
espuma (HU et al., 2011).

Por outro lado, o processo possui algumas desvantagens, tais como: uso de
microrganismos que crescem em baixos niveis de umidade, dificuldades referentes a
transferéncia de calor e massa, escassez de dados e de projeto para fermentadores,
dificuldade na medida e no controle de umidade, pH, oxigénio, gas carbbnico e
produtos formados, dentre outras (HU et al., 2011; PANDEY, 1992).

O CFS possui potencial econbmico consideravel para as industrias
alimenticias, considerando o consumo humano e animal, farmacéutica e agricola.
Além disso, esses procedimentos sao de interesse econdmico, especialmente para
paises com abundancia de residuos agroindustriais e biomassa, visto que podem
ser utilizados como matérias-primas de baixo custo (COUTO; SANROMAN, 2006).

A escolha correta do substrato no CFS é um fator muito importante para uma

producdo economicamente viavel e eficiente visando o bioproduto de interesse.
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Dessa forma, o substrato escolhido deve fornecer condicbes favoraveis ao
desenvolvimento do microrganismo e, a0 mesmo tempo, ter um custo acessivel no
bioprocesso (MARTINS et al.,, 2011). Comumente utilizam-se produtos ou
subprodutos oriundos da agroindustria, que tém como caracteristica servir de matriz
sélida e fornecer o carbono e fontes de energia para o0 crescimento do
microrganismo, além de apresentarem um custo relativamente baixo (PANDEY et
al., 1999; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

O uso de residuos agroindustriais como fonte de carbono no CFS promove a
reducdo dos custos da fermentacéo e evita problemas ambientais com a disposi¢ao
final desses residuos, surgindo como uma solucdo econdmica e ambiental para
paises com abundancia desses materiais. Diversos residuos como borra de café,
bagaco de cana de acucar, residuos de frutas, espigas e palhas de milho, entre
outros, sao utilizados nesse bioprocesso para producdo de compostos de alto valor
agregado como enzimas, acidos organicos, antibioticos, agentes flavorizantes e
compostos bioativos (MARTINS et al., 2011).

Os residuos de Citrus sp. podem ser utilizados no CFS na producdo de
enzimas, como por exemplo pectinases (FAVELA-TORRES; VOLKE-SEPULVEDA,;
VINIEGRA-GONZALEZ, 2006; PITOL et al., 2016) ou como suportes para O
desenvolvimento de fungos diversos devido a alta absorcdo de agua e nutrientes
gue favorecem o crescimento desses microrganismos (ORZUA et al., 2009), na
producdo de acido citrico (DHILLON et al., 2011; TORRADO et al., 2011), entre
outros.

A escolha do microrganismo a ser utilizado no CFS depende do produto final
desejado. Fungos, leveduras e bactérias podem ser aplicados nesses processos,
entretanto, em funcéo da baixa umidade contida nos substratos ou meios de cultura,
fungos e leveduras sao preferencialmente utilizados por sua capacidade de
crescimento em ambientes com essas caracteristicas (MARTINS et al., 2011).

Fungos filamentos tem recebido maior atengcdo no CFS por sua capacidade
de producdo de enzimas termo-estaveis de alto valor cientifico e comercial, como
amilases, pectinases, xilanases, celulases, quitinases, proteases, lipases, [-
galactosidases, entre outras (DIAZ-GODINEZ et al., 2001; ELINBAUM et al., 2002;
MARTINS et al., 2011). Dentre os fungos filamentosos, Phycomycetes (Mucor e

Rhizopus), Ascomycetes (Aspergillus e Penicilium) e Basidiomycetes (fungos
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ligninoliticos) continuam sendo os mais explorados nesse bioprocesso (DIAZ-
GODINEZ et al., 2001; MOKOCHINSKI et al., 2015; PANDEY et al., 2000).

3.2.3 Fatores que influenciam os processos fermentativos

Diversos fatores influenciam os cultivos em fase liquida e fase sélida. Fatores
como umidade, temperatura, pH e tempo sdo parametros que, geralmente,
necessitam de controle em ambos os processos. No CFS, destacam-se também
fatores como a quantidade 4gua, que costuma variar entre 30 e 85% dependendo do
tipo de substrato utilizado e a atividade de agua (aw), relacionada a transferéncia de
massa (agua) e solutos para as células microbianas (BELLON-MAUREL; ORLIAC;
CHRISTEN, 2003; PANDEY, 2003).

O crescimento microbiano € um processo exotérmico, e o calor gerado deve
ser dissipado, visto que altas temperaturas ndo sao favoraveis ao crescimento dos
microrganismos. A dificuldade na remocé&o de calor no CFS esté relacionada a baixa
condutividade térmica da matéria fermentada. Pode-se contornar este problema com
a introducdo de ar comprimido através do meio de cultura, para producdes
industriais, controle de temperatura da sala ou do equipamento onde ocorre a
fermentacao, ou pelo sistema de camisas em torno do fermentador com circulagéo
de agua refrigerante (SCHMIDELL et al., 2001).

O controle de pH, corrigido de maneira relativamente simples em meio liquido,
durante o CFS dificiimente é conseguido devido a heterogeneidade e consisténcia
do material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma variagao brusca, utilizam-
se substratos com boa capacidade tamponante ou adicdo de solucBes-tampéo
durante a etapa de umidificacdo do substrato (SCHMIDELL et al., 2001).

O revolvimento de biomassa no CFS pode vir a fornecer uma melhor
homogeneizacdo quanto a distribuicdo dos indculos e do umidificante, impedir a
formacao de agregados e favorecer a exaustao de gases e a troca de calor do meio.
Porém, pode interferir na formagédo dos esporos, devido a fragmentagdo do micélio.
(PARIS, 2008).

Associado a troca de gases do processo, o tamanho da particula do substrato
€ mais um fator a ser considerado. Geralmente, substratos com menor tamanho de
particula fornecem maior &rea de contato, favorecendo o crescimento de

microrganismos. Particulas maiores de substrato oferecem melhores condi¢des de
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respiracao/aeracdo, mas fornecem também superficie limitada para o crescimento
do microrganismo (COUTO; SANROMAN, 2006).

Outro fator importante para os CFL e CFS € a concentracéo inicial de indculo.
Conforme WANDERLEY et al. (2011), a escolha da linhagem e preparo do in6culo
sdo parametros significativos em todos os processos fermentativos. De acordo com
PAMBOUKIAN (1997) existem diversos estudos que avaliam a influencia da
concentracdo de células do inéculo no desempenho de processos fermentativos e
gue essa concentracdo é definida, basicamente, como uma relacdo entre o volume

do in6culo e o volume total de liquido ou sélido no fermentador.

3.3 Agaricus sp.: propriedades nutricionais e potencial para obtencao de
bioprodutos

Agaricus bisporus (J. Lange) Imbach é um fungo de decomposi¢éo secundéria,
cosmopolita e sua presenca na ciclagem de carbono de residuos vegetais nas
florestas é evidenciada devido a formacéo de corpos de frutificacdo (cogumelos) e a
presenca de micélio sobre folhas e restos de vegetais (KERRIGAN; CHALLEN;
BURTON, 2013).

O cultivo de A. bisporus teve inicio na Franga, cerca de 200 anos atras, e nas
Ultimas décadas a producédo de cogumelos em escala industrial vem expandindo-se
por todo planeta sendo produzidos milhdes de toneladas anualmente, sendo o seu
uso, principalmente, na gastronomia (LEIVA et al., 2015). O conhecido “champignon”
(A. bisporus) é uma das espécies de cogumelos comestiveis mais cultivada no
mundo (FURLANI; GODQY, 2005; PUTZKE; PUTZKE; KOHLER, 2015).

No Brasil, o culivo de Agaricus sp. teve inicio na década de 50 e estima-se que
a producéo esteja na ordem de 15 mil toneladas anuais de cogumelos frescos, das
quais 62,5% ¢é devida ao A. bisporus, 15% ao Agaricus blazei e o restante para
outros cogumelos (DE JESUS, 2011). O cultivo de cogumelos comestiveis vem
crescendo no pais, jA que a cultura possibilita reciclar economicamente certos
residuos agricolas e agroindustriais (FURLANI; GODOY, 2005).

O ciclo de vida deste basidiomiceto pode ser dividido em duas etapas:
“vegetativa” e reprodutiva. A fase “vegetativa” corresponde ao micélio, o qual é
formado por um conjunto de hifas. O cogumelo corresponde a fase reprodutiva,

sendo macroscopicamente constituido pelo estipete e pileo. No pileo, situam-se as
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lamelas, em cujas superficies estéo localizados os basidios que produzem e ejetam
os basididsporos (esporos sexuais) (DE ANDRADE, 2007).

Como ocorre em diversos cogumelos comestiveis, A. bisporus possui elevado
valor nutricional contendo proteinas, aminoacidos, polissacarideos, vitaminas e,
ainda, possuem componentes ativos com efeitos benéficos nos tratamentos de
hiperglicemia e hipercolesterolemia (DE JESUS, 2011). Estes constituintes podem
ser encontrados tanto no micélio (fase vegetativa) como nos corpos de frutificacdo
(MANZI et al., 2004).

As propriedades farmacolégicas de A. bisporus ja foram elucidadas em
trabalhos que demonstraram sua acdo antimicrobiana, antitumoral,
anticarcinogénica, antioxidante, ativadora de sistema imunoldgico e de protecao
hepatica (CREMADES et al., 2012; LEIVA et al., 2015).

Um dos componentes mais presentes na biomassa de fungos, assim como
Agaricus sp., sdo os exopolissacarideos (EPS), correspondendo a cerca de 75% dos
polissacarideos constituintes das hifas (DE MELO BARBOSA et al., 2004). Os EPS
possuem diversas aplicacdes farmacologicas, tais como efeito imunomodulatérios,
anticarcinogénico, antioxidante, atividade hipoglicemica e de combate ao colesterol
(XIAO, J.-H. et al., 2010).

As fibras estdo presentes na forma insollvel, principalmente como celulose e
lignina, e soluveis, sendo a B-glucana o polissacarideo mais conhecido, com ac¢éo
potencializadora do sistema imunoldgico. As B-glucanas séo polissacarideos com
funcdo estrutural na parede celular do micélio, das frutificacdes do fungo, ou ainda
podem ser exo-polissacarideos (MANZI et al.,, 2004). A presenca de P—glucanas
lineares com ligacdes glicosidicas do tipo B-(1->6) em A. brasiliensis e A. bisporus
com funcdo imunomoduladora foi analisada por SMIDERLE et al. (2013).

A biomassa de A. bisporus pode ser utilizada, também, em processo de
biorremediacao, através da adsor¢cdo de compostos toxicos fenolicos ou compostos
com alta concentragdo de metais pesados (Hg, Pb e Cd) pelo micélio do fungo
(KERRIGAN et al., 2013). Do ponto de vista biomolecular, uma curiosidade é que as
cepas de A. bisporus utilizadas comercialmente sdo idénticas ou derivadas de
apenas duas cepas hibridas, HorstU1 e HorstU3 (DE GROOT et al., 1998).
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3.3.1 Producéao de biomassa fungica de Agaricus sp.

Tradicionalmente, para obtencdo de corpos de frutificacdo de A. bisporus, é
produzido um composto solido que segue duas fases distintas: Fase 1, matérias
primas ou substratos sdo misturados, umedecidos e empilhados, o que resulta em
consideravel reducdo de volume em funcdo da digestdo anaerdbia por
microrganismos — essa fase pode levar de 5-15 dias dependendo das condi¢gGes de
processo e tipos de substratos. Na Fase 2, sdo realizados tratamentos de
pasteurizacdo e condicionamento do composto, que podem durar de 5-7 dias e
objetivam um substrato seletivo e livre de patdogenos (SANCHEZ; MEJIA; ROYSE,
2008; SONG et al., 2014).

Entretanto, este € um processo complexo que exige grande espaco para
aplicacao e longo periodo (semanas até alguns meses) até obtencdo dos corpos de
frutificacdo (MOKOCHINSKI et al., 2015). GONZALEZ-FIGUEREDO et al. (2011) j&
consideram a “Fase 2” do processo tradicional como uma fermentacdo em estado
sélido bastante complexa.

Geralmente, corretivos precisam ser adicionados no composto tradicional de
A. bisporus a fim de se obter as melhores condi¢cdes para o desenvolvimento do
microrganismo. Os condicionantes mais comuns sao fontes de carbono e nitrogénio
para determinacdo da relacdo C/N; a adicdo de gesso, importante para estrutura do
composto e eliminacdo do excesso de agua; carbonato de calcio, que tem como
principal funcéo fornecer ao meio o efeito tamponante, que eleva e mantém o pH no
valor desejado e uso de superfosfato e cloreto de potassio (EIRA, 2000; MOLENA,
1986).

Alternativamente, a producdo de micélio vegetativo, através do CFL, possui
uma perspectiva mais atraente do que o processo tradicional (HADAR; COHEN-
ARAZI, 1986). J4 a producdo da biomassa fungica pelo CFS apresenta potencial
tecnologico para bioconversao dos residuos agroindustriais, principalmente quando
objetiva-se a producédo em larga escala (MOKOCHINSKI et al., 2015; PANDEY,
2003).

Para poder utilizar o micélio fungico em substituicdo ao corpo de frutificacao é
necessario verificar, aléem do tempo do processo de producdo, as estruturas
quimicas de ambas as fases. Ao compararem as composi¢cdes quimicas entre o

corpo de frutificacdo crescido em substratos de algoddo e o micélio produzido em



28

cultura submersa de Pleorotus ostreatus, HADAR; COHEN-ARAZI (1986),
verificaram uma grande similaridade entre as duas estruturas fungicas, concluindo
que a producéao de micélio vegetativo, em um curto espaco de tempo, € viavel.

Estudos comprovaram que polissacarideos bioativos estdo presentes por todo
micélio vegetativo que compde a massa micelial de A. blazei (FIRENZUOLI; GORI;
LOMBARDO, 2008; MIZUNO et al., 1999). MACHADO et al. (2007) testaram
polissacarideos bioativos provenientes de composto exaurido do cogumelo de A.
blazei como aditivo alternativo ao antibiético usado em frangos de corte e
concluiram que o mesmo pode ser utilizado sem perdas no rendimento das
carcacas.

MOKOCHINSKI et al. (2015) utilizaram A. brasiliensis nos CFL e CFS em
diferentes substratos vegetais objetivando a producdo maxima de biomassa e
esterdis e ergosterol. Os autores verificaram que ambas as técnicas sdo eficientes
para producdo de biomassa, com destaque para producdo de esterois e ergosterois
pelo processo submerso.

A utilizacdo de micélio de A. bisporus, a partir de substratos baratos e por CFL,
possui potencial para alimentacdo humana (KURBANOGLU; ALGUR; ZULKADIR,
2004). A producao de micélio vegetativo de A. bisporus para fins alimenticios, mais
especificamente como equivalente a carne, foi estudada por KIM et al. (2011), sendo
a escolha do fungo ndo somente pelo elevado teor de proteinas presente na
biomassa, mas também devido a consisténcia das fibras.

MAO et al. (2013) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para
otimizar os parametros da extracdo de exopolissacarideos (EPS) de A. bisporus,
para 0 uso como antioxidantes e hipoglicémico naturais, através do CFL. Apés
otimizacdo, os autores obtiveram o valor de 2,69 g.L™ de producéo de EPS a partir
da biomassa fungica.

Para poder extrair e isolar quitosanas das hifas de A. bisporus, HANSELER et
al. (1983), optaram pelo cultivo submerso utilizando frutose como fonte preferencial
de carbono (10 g.L™), temperatura de incubacéo de 28°C e tempo de fermentacéo
totalizando 6 dias (correspondente a fase log). Os autores realizaram correcéo de
pH do meio, com NaOH, para 5,3.

A producdo de micélio de Agaricus bisporus Suksung em cultivo submerso
para utilizacdo como analogo a carne foi estuda por KIM et al. (2011). Em biorreator
de 20 L, a composicdo do meio de cultivo para producao de biomassa consistiu de
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(g.L™"): extrato de liquido de cana de acticar (20 g.L™") como fonte de carboidratos,
NaNO; (10 g.L™") e extrato de levedura (5 g.L™). Os parametros de processo foram
150 rpm, temperatura de 28 °C, pH 6,5 e tempo de fermentacdo de 4 dias. Nessas
condicdes, os autores obtiveram um rendimento de micélio na ordem de 15 g.L*
estando bastante préximo do teste realizado em bancada (15,3 g.L™), a qual foi
realizada com meios de cultivos especificos e invidveis economicamente para

producdo em larga escala.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O microrganismo utilizado neste trabalho, Agaricus bisporus, foi obtido de um
fornecedor de Santa Cruz do Sul, RS.

As amostras de residuos de mandarina verde (Citrus reticulata) foram
gentilmente cedidas pela cooperativa dos Citricultores Ecologicos do Vale do Cai -
Ecocitrus, localizada no municipio de Montenegro, RS. Estes frutos sdo provenientes
do raleio e foram utilizados na agroindustria para a extracdo de Oleos essenciais
organicos e, posteriormente, descartados ou entdo utilizados na alimentacéo animal.

As amostras de residuos de laranja (Citrus sinensis) foram obtidas de um
comeércio local, localizada no municipio de Santa Cruz dos Sul, RS.

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento da pesquisa sdo de padrdo

analitico.

4.2 Isolamento de Agaricus bisporus

O isolamento de Agaricus bisporus foi realizado a partir da transferéncia de
um fragmento de basidiocarpo, previamente imerso em solucdo de NaClO a 2%
durante trés minutos, para uma placa de petri contendo meio BDA. A incubacao foi
realizada em estufa bacteriolégica a temperatura de 28°C, por um periodo de doze

dias.

4.3 Preparo do inéculo

O indculo foi obtido segundo a metodologia proposta por CARVAJAL et al.
(2012). Amostras de cinco discos de 5 mm de micélio em agar BDA (7 dias, 28°C)
foram transferidos para frascos Erlenmeyer (250 mL), com 50 mL de caldo estéril
(121°C, 15 min) composto por (g.L™): glicose 40, extrato de levedura 3, peptona
bacteriologica 3, K;HPO,4 0,5, MgS0O,4.7H,0 0,3, agua deionizada 1L. A incubacéo foi
realizada sob agitacdo de 150 rpm em incubador rotatorio tipo shaker, a temperatura

de 28°C, por um periodo de sete dias.
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4.4 Preparo das amostras

Os residuos de mandarina verde e laranja foram usados na forma in natura
em todos os experimentos fermentativos.

A fracéo liquida do residuo de mandarina verde foi obtida a partir da extracéo
do suco desse residuo e, em seguida, peneirada para remocdo de excesso de
soOlidos e sementes. A extracdo se deu através do auxilio de um espremedor manual
para sucos. Esse extrato liquido foi utilizado no cultivo em fase liquida. O material
restante, apos extracdo do suco, foi triturado objetivando a fracdo solida utilizada no
cultivo em fase sdlida.

Os residuos de laranja foram apenas triturados e em seguida utilizados no
cultivo em fase solida.

As amostras de todos os residuos processados foram acondicionadas em

sacos plasticos e armazenadas em freezer.

4.5 Cultivo em fase liguida (CFL) utilizando o extrato liquido do residuo de
mandarina verde

O meio para CFL foi semelhante ao caldo para preparo de in6culo porém sem
adicdo de glicose e substituindo a dgua por extrato liquido de residuo de mandarina
verde. Para as correcdes de pH utilizaram-se as solu¢ées de NaOH 6 mol.L™* e HCI
1 mol.L™. Frascos erlenmeyers (triplicatas de 250 mL) contendo 50 mL deste caldo
estéril (121°C, 15 min) foram inoculados com suspensao de micélio (indéculo) de 5%
(v/v). A incubacéo foi realizada sob agitagdo constante de 150 rpm. O controle foi

realizado sem adicéo de inéculo.

4.6 Otimizacdo do cultivo em fase liquida (CFL)

Realizou-se estudo da otimizacdo da producdo de biomassa no CFL por
planejamento estatistico fatorial 2°. A especificacdo dos niveis das variaveis usadas
no planejamento pode ser visualizada na Tabela 4. Com auxilio do software Minitab
17, elaborou-se o planejamento fatorial 23, utilizando o Delineamento Composto

Central (DCC), com oito pontos fatoriais, seis pontos axiais e seis repeticbes no
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ponto central, totalizando 20 ensaios (Tabela 5). A resposta estudada foi a producao
de biomassa. O Minitab 17 foi usado também para calcular os efeitos principais das
variaveis e suas interacfes, bem como os dados relativos a Andlise de Variancia
(ANOVA). A metodologia de superficie de resposta foi usada para otimizar as
condi¢des do CFL e fornecer um modelo matematico adequado para a producédo de
biomassa do processo.

Tabela 4 - Especificacéo dos niveis das variaveis usadas no planejamento 23,

Simbolo Niveis
Variavel Codificado -1 0 1
Temperatura (°C) X1 23 28 33
pH X2 45 6 75
Tempo (dias) X3 4 8 12

Tabela 5 - Combinac&o de variaveis originadas a partir do planejamento completo 23
utilizando Delineamento Composto Central.

Experimento X1 X2 X3
1 1 1 -1
2 -1 1 -1
3 0 0 0
4 0 0 1
5 -1 1
6 0 0 0
7 -1 -1 -1
8 0 -1 0
9 1
10 1 0 0
11 -1 -1 1
12 0 0
13 -1 0
14 1 -1 -1
15 -1

[EEN
»
o
o
o



33

17 0 0 -1
18 0 0
19 0 0
20 0 1

4.7 Cultivo em fase solida (CFS)

Inicialmente, realizou-se o cultivo de Agaricus bisporus em placas de Petri
contendo apenas o residuo triturado de mandarina verde (Citrus reticulata), com
ajuste de pH, ajustado para 4,5 através da adicdo de CaCO3; a 1% (m/m) e ndo
ajustado, pH inicial em 3,2. Todo material foi esterilizado a 121 °C, pressao de 1
atm, durante 20 minutos, em autoclave vertical. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, foi realizada a inoculacdo em bancada com um disco de 8 mm de cultura
pura de A. bisporus por placa.

Placas de petri de 90 mm de didmetro contendo 20 g de residuo solido de
mandarina verde foram inoculadas com um disco de 8 mm de cultura pura de A.
bisporus (BDA, 7 dias 28°C) por placa e incubadas em estufa bacteriolédgica, a 28°C,
sendo realizado o registro fotografico diario, a partir de 72 horas do inicio da
incubacao, até que o micélio colonizasse toda a superficie do substrato na placa.

O experimento de produgéo foi realizado em frascos erlenmeyers (triplicatas
de 125 mL) contendo 25 g de residuo de mandarina ou de laranja pH 4,5 (corrigidos
com CaCOg) estéril (121°C, 15 min) foram inoculados com suspensao de micélio
(inéculo) de 4% (v/m). A incubacao foi realizada a 28°C por 14 dias. O controle foi
realizado sem adicao de in6culo e acompanhou cada triplicata.

4.8 Métodos analiticos

A seguir, é descrita a metodologia utilizada na determinagédo dos principais
componentes do residuo de Citrus sp. e aqueles resultantes dos processos

fermentativos.
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4.8.1 Caracterizacdo dos residuos de Citrus sp.

As andlises das caracteristicas fisico-quimicas realizadas nos residuos de
Citrus sp. foram umidade, cinzas, proteinas, fibras e lipideos conforme as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo LUTZ (2008). Umidade foi determinada por
desidratacdo em estufa a 105°C por 3 horas; lipideos totais (teores de 6leo residual)
por extracdo em Sohxlet; cinzas por queima em mufla a 550°C; fibras bruta pelo
método de Weender e proteinas totais pelo método Kjeldahl (valor de correcéo de
6,25). O carboidrato foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma das

porcentagens de agua, proteina, lipidios totais, fibras e cinzas.

4.8.2 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi realizada diretamente nas amostras com o auxilio
de pHametro da marca Quimis (Q400rs) devidamente calibrado com solugbes
tampdao de 4 e 7, ambas da marca Quimis.

4.8.3 Determinacao da biomassa de Agaricus bisporus em CFL

Apbs o periodo de incubacéo, o meio de cultivo liquido contendo o micélio foi
fitrado em papel filtro Whatmann N° 1 previamente pesado, lavado com agua
destilada estéril por trés vezes e seco a 45°C até peso constante em estufa de
secagem. Em seguida, a biomassa retida no papel filtro foi disposta em vidros
relégio e pesada em balanca analitica de preciséo.

4.8.4 Determinacéao de glicose e frutose por CLAE

Foi realizada a analise quantitativa de glicose e frutose do cultivo em fase
liquida. As solucbes foram preparadas em concentracdes de 1 a 100 mg L' e
determinadas por CLAE. A analise foi conduzida em um equipamento Shimadzu
com bomba em modo isocratico modelo LC-20AT e Detector de arranjo de diodos
modelo SPD — M 20A, com uma coluna Rezex™ RHM monosaccharide H* de 30
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cm, temperatura de 85°C, vazdo de 0,6 mL.min™ de fase mével 4gua milli Q, volume

de amostra injetada de 20 pL.

4.8.5 Determinacédo do conteudo de acuUcares redutores (AR)

O método de determinacdo da concentracdo de acucares redutores usado
neste trabalho foi adaptado do método proposto por MILLER (1959), o qual utiliza o
reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), que possui a sensibilidade na faixa de 0,1
a 1,0 g.L ™ de aclcares redutores expresso como glicose.

A analise foi realizada misturando-se 0,3 mL da amostra de extrato bruto,
convenientemente diluida, com 0,2 mL do reagente DNS e levando ao banho
aguecido a 100°C por 5 min. O branco foi preparado pela adicdo de 0,3 mL de agua
deionizada substituindo a amostra. A absorbancia em espectrofotémetro (UV-Vis) foi
feita em um comprimento de onda de 540 nandmetros. A curva padrao de glicose,
na faixa de 0,1 a 1,0 g/L, foi construida nas mesmas condi¢cdes da amostra, gerando
um modelo de regresséao linear, bem como coeficiente de determinacdo da glicose
em funcéo da absorbancia medida.

Para andlise de acucares redutores a partir de amostras do CFS, as mesmas
amostras foram submetidas ao processo de extracdo dos seus componentes,
utilizando-se tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 (DEUTSCHER, 1990) na
proporcdo 1:17 (g de sélido.mL™ de solugéo-tamp&o), a 25°C e 130 rpm, durante 1h
em incubadora tipo shaker. O extrato bruto foi filtrado e centrifugado a 2500 rpm,

para a remocao dos solidos suspensos.

4.8.6 Determinacdo da atividade pectinolitica

Para determinacdo das atividades enzimaticas, foram utilizados 100 pL de
cada amostra, suspenso em 900 puL de uma solugao contendo extratos de pectina, a
5 mg.mL™ em tamp&o de Mcllvaine de pH 5,0, incubados por 4 horas em estufa a
37°C para posterior andlise (MORITA; ASSUMPCAO, 1972). As atividades
enzimaticas foram determinadas a partir actcar redutor liberado, através do método

do Acido Dinitrossalicilico (DNS) para a anélise de acUcares redutores.
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Uma unidade de pectinase (U) € definida como a quantidade de micromoles
de acucares redutores liberados por minuto por mL da amostra, sob condi¢des de

ensaio descritas (U = pmol AR/min).

4.8.7 Determinacao de proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais no cultivo submerso foi realizada pelo

meétodo do Biureto (Labtest Diagnostica S.A.).

4.8.8 Analise por FT-IR do cultivo submerso

Triplicatas contendo 10 pyL das amostras diluidas na proporcéo 1:5 (substrato
bruto:dgua deionizada) foram acrescidas de 10 pL de ferricianeto de potassio 10 g/L
e espalhadas em probes de inox de modo a cobrir toda sua superficie de maneira
uniforme. Em seguida, as amostras foram desidratadas (60-65°C, 15 min) e entdo
analisados por espectroscopia de reflectancia especular no infravermelho com
Transformada de Fourier na faixa de 4000-450 cm™, com 8 pulsos de varredura e 4
cm™ de resolucdo em espectrdmetro  Espectrofotdbmetro no  Infravermelho
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer Perkin Elmer com laser de HeNe de
633nm equipado com acessoério de reflectancia difusa (Pike Technologies, Madison
USA). Os espectros foram normalizados pela amplitude por vCN, pré-processados
por amostra via espalhamento multiplicativo de luz, pré-processados por variavel via
centragem na média e analisados por regressdo via minimos quadrados parciais
(PLS) juntamente com os respectivos valores de AR, AP e PT, com validagéao
cruzada de muatua exclusao de 1 por vez em software Pirouette 4.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagado dos residuos sélidos de Citrus sp.

Os resultados da caracterizacdo das amostras trituradas e in natura dos

residuos de mandarina e laranja estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da caracterizacdo das amostras in natura dos residuos de
mandarina e de laranja.

Determinacoes (%) Amostrq de Amostrg de
mandarina laranja
Umidade 88,25 + 0,68 78,99 + 1,78
Cinzas 0,54 +0,01 0,58 + 0,98
Lipideos 0,55+0,10 0,17 £ 0,05
Fibras 3,48 £ 0,66 5,06 + 1,89
Proteinas 7,18 £ 0,69 2,82 +0,40
Carboidratos 3,48 17,44

De maneira geral, os resultados da caracterizacao das amostras in natura dos
residuos de mandarina e laranja, apresentados na Tabela 6, foram semelhantes aos
resultados encontrados para tangerina variedade Ponka (Citrus reticulata) e laranja
variedade Péra (Citrus sinensis) analisados em outros estudos (AHMED et al.;
STEFANELLO; ROSA, 2012), com algumas excecdes. Entre elas, destaca-se o
baixo valor de carboidratos para o residuo de mandarina (3,48%), que pode estar
associado a origem desse residuo, proveniente do raleio manual (curto periodo de
maturacdo), e a remocdo de parte da casca para extracdo de Oleos essenciais na
agroindustria.

Quanto aos valores de umidade encontrados, 88% para o0 residuo de
mandarina e de 79% para o residuo de laranja observa-se que esses residuos
encontram-se entre na faixa em que ocorre a maioria dos processos de FES, entre
30 e 85%, demonstrando sua aplicabilidade nesse ponto (PANDEY, 2003).
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5.2 Isolamento de Agaricus bisporus

Foi possivel isolar o fungo Agaricus bisporus a partir de fragmentos do
basidiocarpo com desinfeccdo com NaClO a 2%. Dessa forma, obteve-se uma
cultura pura (Figura 1) que foi mantida viavel através reinocula¢des quinzenais sob
cultivo a 28°C em meio BDA. Culturas puras de A. bisporus também foram
conservadas em glicerol (20%), sob refrigeracdo, no laboratério de microbiologia
industrial da UNISC.

Figura 1 - Agaricus bisporus isolado a partir de fragmento de corpo de frutificagéo
em meio BDA.

5.3 Avaliacéo dos parametros operacionais do CFL com Agaricus bisporus

Foram definidos os pontos centrais (0,0,0) para CFL, objetivando a
maximizacdo da produgédo de biomassa utilizando o extrato liquido do residuo de
mandarina verde. Através do planejamento fatorial completo 23, utilizando o
Delineamento Composto Central (DCC), obteve-se uma matriz com 20 ensaios. Os
parametros fixos deste planejamento foram a concentracdo do inoculo (5% v/v) e a
agitacdo do meio (150 rpm). Conforme as variaveis estudadas de tempo (4, 8 e 12
dias), temperatura (23, 28 e 33°C) e pH (4,5, 6 e 7,5) as quantidades de biomassa

obtidas podem ser visualizadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Combinac&o de variaveis originadas a partir do planejamento completo 23
utilizando Delineamento Composto Central com a resposta da quantidade de
biomassa obtida em cada experimento.

Experimento  Temperatura (T) pH Tempo (t) Biomassa (Bm)

(°C) (dias) (g.L™
1 1 1 -1 5,80
2 -1 1 -1 3,85
3 0 0 34,56
4 0 37,19
5 -1 1 21,71
6 0 0 0 44,95
7 -1 -1 -1 35,30
8 0 -1 0 44,39
9 1 28,91
10 1 0 0 31,44
11 -1 -1 1 29,07
12 0 0 45,85
13 -1 0 29,05
14 1 -1 -1 31,18
15 1 -1 1 23,53
16 0 0 0 34,38
17 0 0 -1 18,15
18 0 0 0 47,06
19 0 0 40,19
20 0 1 28,13

Pode ser observado que os resultados mais elevados para producdo de
biomassa fungica foram obtidos no ponto central, que corresponde a 8 dias de
processo fermentativo, pH 6 e temperatura de 28°C. O maior valor de biomassa
encontrado foi de 47,06 g.L™ e o menor valor foi de 3,85 g.L™. Algumas excecdes
foram identificadas, entra elas, destaca-se o experimento 4 onde foi obtido uma
biomassa de 37,19 g.L?, fato que pode ser relacionado ao maior tempo de cultivo
(12 dias), sendo as demais variaveis correspondentes ao ponto central. O

experimento 8, que teve aletrado apenas o pH (4,5), teve como resultado o valor de
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44,39 g.L' de biomassa, sugerindo que o meio mais Acido pode favorecer o
desenvolvimento de biomassa.

A producédo de biomassa nos pontos centrais (experimentos 3, 6, 12, 16, 18 e
19), alcangou um valor médio de 42,57 g.L™. Esse valor é maior do que o obtido por
KIM et al. (2011) que utilizaram extrato de cana de acucar como fonte de
carboidratos, na concentracdo de 30 g.L™, resultando em 15,0 g.L™* (peso seco) de
biomassa de A. bisporus.

A estimativa dos efeitos principais e de interacdo das variaveis para o
planejamento é apresentada na tabela 8, onde (L) representa a parte linear e (Q) a
parte quadratica do modelo. Observou-se, também, os valores obtidos para o erro
padrdo, p-valor e os valores dos coeficientes das varidveis do modelo. Estes

resultados foram obtidos pelo software Minitab (versdol7).

Tabela 8 - Estimativa dos efeitos para producédo de biomassa no extrato liquido de
mandarina verde para o planejamento DCC.

Variavel Efeito pgc;rrgo p-valor Coeficiente

Constante 1,69 >0,001 160,43
T(L) 0,38 1,59 0,908 16,78
T(Q) -14,95 2,81 0,020 0,29
t(L) 9,23 1,59 0,012 4,34
t(Q) -20,09 2,81 0,003 0,63
pH(L) -15,01 1,59 >0,001 14,15
pH(L) x t(L) 13,71 1,78 0,002 1,14

R?, 0,879 ; R*ajustado, 0,823

Nota-se que a temperatura e o tempo quadratico, o tempo e pH lineares e a
interacdo entre pH e tempo foram significativos para producdo de biomassa
considerando um intervalo de confianca de 95% (p<0,05). A temperatura e tempo
quadraticos e o pH linear influenciam a producdo de biomassa negativamente, ou
seja, se 0 valor dessa varidveis aumentar haverd uma diminuicdo no valor da
resposta (biomassa).

O modelo obtido para a producdo de biomassa (Bm) € apresentado na
equacao 1. Os coeficientes em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de

95% de confianca.
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Bm(g.L?) = -160,43 + 16,78 T — 14,15 pH + 4,34 t — 0,29 T*T — 0,63 t*t + 1,14
pH*t 1)

O ajuste do modelo é indicado pelo coeficiente de determinacdo ou
explicacdo (R%. Quanto mais préximo de 1, maior a correlacdo entre os dados
experimentais e preditos. Neste caso, 0 modelo apresentado na equacgéo 1 foi de
0,879, sugerindo que 87,9% das variacoes obtidas sdo explicadas pelo modelo. O
valor de R®-ajustado (0,823) sugere que 82,3% das variacdes de biomassa sdo
atribuidas as varidveis independentes e que 17,7% do total das variacbes nao
podem ser explicadas pelo modelo.

A anadlise de variancia para a resposta de biomassa € apresentada na Tabela
9. Para um nivel de confianca de 95%, tem-se o valor tabelado de F, com os
respectivos graus de liberdade: Fp (6;13;0,05)=2,92.

Tabela 9 - Analise da variancia obtida para o planejamento DCC para producao de
biomassa no extrato liquido de mandarina.

Fonte de SQ GL MQ Fcaic
variacao
Regresséo 2387,2 6 397,96 15,73
Residuos 324,84 13 25,29
Total 2712 19 423,25

Dessa forma, Fcac > Fuwp, logo, 0 modelo é valido para predizer o
comportamento do processo. Sempre que essa relagdo for maior que um a
regressado € estatisticamente significativa havendo a relacdo entre as variaveis
independentes e dependentes. Para fins preditivos, o valor da razdo deve ser no
minimo maior que 4 (BARROS, 1996; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). O valor
da razéo de Fcy por Fty, foi de 5,38 indicando, portanto, que o modelo é significativo
e, ainda, (til para fins preditivos.

A Figura 2 demonstra a interacdo entre o pH e a temperatura (superficie de
contorno) no cultivo submerso apds 8 dias de processo. Conforme pode ser
observado, a regido de maior concentracdo de biomassa (245 g.L™") ocorreu em

meio mais &cido, com variacdes (aproximadas) de pH entre 4,5 e 5,0 e temperatura
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entre 26 e 30°C. A medida que houve o aumento do pH a concentracéo de biomassa
reduziu. Isso se confirma ao se obter o valor de biomassa de 57,35 g.L™ (valor
predito) utilizando a equacdo 1, mantendo o tempo em 8 dias e temperatura em
28°C, alterando apenas o valor do pH para 4,5. Ao produzirem biomassa para
posterior isolamento da enzima quitina sintase contida na parede celular de A.
bisporus, HANSELER et al. (1983) realizaram CFL durante 6 dias, correspondente a
fase log do microrganismo, a temperatura de 28°C, com ajuste de pH em 5,3. KIM
et al. (2011) obtiveram os melhores resultados de crescimento de A. bisporus, em
fase liquida, & temperatura de 28°C e pH inicial igual a 6,0. Entretanto, esses
autores utilizaram A. bisporus Suksung, uma cepa adaptada para CFL que produz

alto rendimento de biomassa em meio especifico.

Biomassa
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M 20 - 35

M 35 - 40

W 40 - 45

[ ] > 45

24 26 28 30 32
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Figura 2 - Superficie de contorno da producéo de biomassa em funcao da
temperatura e pH no CFL, com tempo fixado em 8 dias.

Na Figura 3, é possivel verificar a influéncia do pH em funcdo do tempo no
crescimento de A. bisporus no CFL nos tempos de 4, 8 e 12 dias. Na analise a partir
de 4 dias processo, observa-se um decréscimo mais expressivo na producao de
biomassa frente ao aumento do pH do meio. Os valores mais elevados de biomassa
deram-se a partir de 8 dias de processo. Em 12 dias, nota-se que a influéncia do pH
na producdo de biomassa diminui consideravelmente. Isso se deve, possivelmente,
pela adaptacdo de A. bisporus as condigdes do meio de cultivo e pelo longo tempo
(12 dias) de processo. Porém, essa condicdo apresentou o pior rendimento na

producdo de biomassa da fermentacao submersa.
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Figura 3 — Producéo de biomassa de A. bisporus em funcéo do pH e tempo.

As superficies de respostas para producao de biomassa sdo apresentadas na
Figura 4. Estas superficies fornecem uma interpretacdo visual da interacdo entre
duas variaveis com uma variavel mantida no ponto central facilitando a localizacéo
das condi¢cbes 6timas do experimento. A Figura 4(A) mostra o efeito da temperatura
e tempo para producdo de biomassa. E possivel observar o efeito quadratico da
temperatura e tempo na superficie de resposta, indicando que uma maior producéo
de biomassa € obtida nos pontos centrais analisados. A Figura 4(B) mostra o efeito
do pH e tempo na producao de biomassa, demonstrando a diminuicdo de biomassa
com o aumento do pH. Os efeitos quadratico e linear podem ser observados
simultaneamente. A Figura 4(C) mostra o efeito da temperatura e pH frente a
resposta de biomassa. O efeito quadratico gerado pela temperatura e pH foi

observado.
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Figura 4 — Superficies de resposta da producdo de biomassa por fermentacdo
submersa por A. bisporus em funcao da (A) temperatura e tempo, (B) pH e tempo e
(C) temperatura e pH. Os fatores que ndo foram incluidos nos eixos foram fixados
em seus respectivos niveis 6timos.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) vem sendo cada vez mais
utilizada para entendimento e otimizacdo de processos fermentativos (MAO, X.-B. et
al., 2005; PRAPULLA et al., 1992). E uma técnica poderosa para o teste com
multiplas variaveis, pois menos ensaios experimentais S80 necessarios em
comparacdo ao estudo com uma variavel de cada vez. Além disso, as interacdes
entre variaveis podem ser identificadas e quantificadas por essa técnica (LIU;
WANG, 2007).
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5.3.2 Analise de consumo de glicose e frutose no CFL para o extrato

liguido de mandarina

As concentragbes de glicose e frutose no CFL de Agaricus bisporus,

analisadas através da técnica de cromatografia liquida (HPLC), podem ser

observada na Tabela 10. Os valores para glicose e frutose foram obtidos através da

correlacado linear das curvas padrdo dos mesmos acgucares, sendo o coeficiente de

determinacao (R?) de 0,9978 para glicose e 0,9998 para frutose.

Tabela 10 - Concentracdo dos acglcares no CFL analisadas por HPLC

Experimento Glicose (g.L™) Frutose (g.L™) Biomassa (g.L™)

Controle 31,69 37,33
1 11,07 39,73
2 28,27 40,48
3 0 31,35
4 0 29,24
5 0 28,42
6 0 28,28
7 0 28,12
8 0 28,46
9 0 26,91
10 6,59 32,82
11 0 24,95
12 0 42,01
13 0 42,18
14 0 3,41
15 0 33,65
16 0 34,04
17 0 51,62
18 0 38,35
19 0 35,55
20 0 31,89

0,00

5,80

3,85
34,56
37,19
21,71
44,95
35,30
44,39
28,91
31,44
29,07
45,85
29,05
31,18
23,53
34,38
18,15
47,06
40,19
28,13

A concentracao inicial de glicose na amostra controle foi de 31,69 g.L™. Para

frutose, o valor obtido foi de 37,33 g.L*. De maneira geral, houve a utilizagéo

preferencial da glicose durante o CFL, sendo esta consumida na totalidade em

praticamente todos os experimentos. Ja para frutose, o consumo medio por A.

bisporus durante o processo submerso foi de, apenas, 13%.



46

A glicose é considerada a melhor fonte de carboidrato para producao
biomassa por fungos no CFL (LIN; SUNG, 2006; XIAO, J., 2008). Entretanto, para
A. brasiliensis, a sacarose € mais efetiva na producdo de exopolissacarideos (FAN
et al., 2007). A partir dessas consideracdes, sugere-se que o consumo preferencial
de glicose por A. bisporus possa estar associado a influéncia da composicéo
quimica do meio de cultura do indculo (item 4.3), no qual se utilizou glicose como
fonte preferencial de fonte de carbono. A adicdo de frutose no inoculante pode
induzir o consumo desse acucar no processo fermentativo, aproveitando ainda mais
essa fonte de carbono e, possivelmente, aumentando o rendimento de biomassa.

O valor inicial de 31,69 g.L™ de glicose no inicio do cultivo submerso,
utilizando o extrato liquido de mandarina, foi préximo ao usado por CARVAJAL et al.
(2012) (40 g.L'™Y) no cultivo de A. brasiliense, obtendo 10,2 g.L™ de biomassa
fungica. LIU et al. (2007) avaliaram a producéo de biomassa de A. blazei em funcgéo
de diferentes concentracbes de glicose, extrato de levedura e peptona através da
metodologia de superficie de resposta (MSR). O melhor resultado de biomassa
obtido foi de 10,86 g.L™ com o consumo de 26,30 g.L™ de glicose.

Dessa forma, a disponibilidade de glicose e frutose no extrato liquido de
mandarina demonstra o potencial de aproveitamento desse residuo como fonte de
carboidratos, facilmente assimilaveis, para conversao bioldgica por A. bisporus e que

nao necessitam de tratamento prévio para disponibilizacdo desses acucares.

5.3.3 Monitoramento do CFL para extrato liquido de mandarina

O objetivo desta etapa do trabalho foi propor um método inovador baseado
em FT-IR para quantificacdo acucares redutores (AR), atividade pectinolitica (AP) e
proteinas totais (PT) em virtude da simplicidade, rapidez, baixa geracéo de residuos
e baixo custo da analise espectrométrica. Esta proposta se justifica pelo método
referéncia utilizado (UV-VIS) ser demorado e, principalmente, gerar grande volume

de residuos liquidos.
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5.3.3.1 Quantificacdo de AR, AP e PT: método de referéncia

Foram realizadas as analises de AR, AP e PT dos experimentos do CFL. A

concentracdo de AR é apresentada na Figura 5.
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Figura 5 - Concentracdo de acUcares redutores (AR) em um conjunto de 21
experimentos realizados no CFL em meio contendo extrato liquido do residuo de
mandarina.

A concentracdo de AR no inicio do processo (experimento 0) foi de 10,65
(+1,10) mmol.L™*. O maior valor de AR alcancado foi no experimento 8, resultando
em 18,06 (+0,30) mmol.L™*. De maneira geral, observa-se variacdes na concentragéo
de AR no CFL, que pode estar associada tanto ao consumo ou a atividade
enzimatica de A. bisporus no processo.

A atividade pectinolitica nos experimentos do CFL € apresentada na Figura 6.
Verificou-se a atividade pectinolitica em todos os experimentos do CFL. O maior
valor encontrado ocorreu no experimento 14, resultando em 0,025 U.mL™. Esse
resultado ndo acompanhou o valor maximo de concentracdo de AR (experimento 8
da figura 5), sugerindo que a atividade pectinolitica ndo esta diretamente relacionada
ao aumento desses agucares no meio de cultivo. O valor madximo alcangado no
processo submerso (0,025 U.mL™?) é bastante inferior ao obtido por PATIL;
DAYANAND (2006), que alcancaram a maxima producdo de pectinases de 12,6
U.mL™? utilizando Aspergillus niger, cepa comumente usada quando se objetiva a

producédo dessas enzimas no CFL.
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Figura 6 - Atividade pectinolitica em um conjunto de 21 experimentos realizados no

CFL em meio de cultivo contendo extrato liquido do residuo de mandarina.

A analise de proteinas totais no CFL € mostrada na Figura 7.
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Figura 7 - Teor de proteinas totais em um conjunto de 21 experimentos realizados

no CFL em meio contendo extrato liquido do residuo de mandarina.

A concentracdo de protéinas totais no inicio do processo foi de 0,59 (+0,19)

g.dL™, resultado préximo ao esperado em funcéo das fontes de proteinas utilizadas

na sintese do meio de cultivo submerso, que foram extrato de levedura (3,0 g.L™) e
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peptona (3,0 g.L™"). Esse resultado mostra que o extrato liquido do residuo de

mandarina teve minima ou nenhuma contribuicdo como fonte proteica.

5.3.3.2 Andlise por FT-IR

As mesmas amostras dos extratos liquidos dosados em UV-VIS foram usadas
para quantificagdes por FT-IR, para o CFL. Por se tratar de extratos aquosos de
matrizes biolégicas complexas, € necessario conhecer as principais bandas de
absorcdo na regido do infravermelho médio que podem caracterizar grupos
funcionais de biomoléculas ou modificacbes quimicas em matriz desta natureza. A

Tabela 11 apresenta um resumo destas absorgoes.

Tabela 11 - Bandas do espectro de infravermelho médio atribuidas a grupos
funcionais.

Comprimento de onda (cm™) Atribuicéo

3000-2800 vC-H da saturacédo CH e acidos
graxos

3300-2500 OH provenientes de acidos
carboxilicos

~1740 vC=0 de grupo éster, essencialmente

a partir de lipidios de acidos graxos

~1650 vC=0 de amidas (proteinas), quitina

~1600 Vas (COO-) carboximetil

~1540 ON-H de amidas (proteinas), quitina

~1455 0as CH3 e das CH, de proteinas

~1398 Os CH3; e s CH; de proteinas, e v C-
O do grupo COO-

~1250-1230 vas P=0 de grupos fosfodiéster de
acidos nucléicos e fosfolipidios

~1200-900 v C-O-C de polissacarideos

~1160 v (COC), v (CC) B Glc

~1150 v (COC), v (CC) a Glc

890 0CH (C-1-H), B Glc

850 0 CH (C-1-H), a Glc
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Vas €stiramento assimétrico; vs estiramento simétrico; 8,5 deformacao assimétrica; s

deformacédo simétrica
Fonte: GIORDANO et al. (2001).

Na Figura 8 encontram-se dois espectros FT-IR do meio de cultivo submerso

com ferricianeto de potassio (K3[Fe(CN)g]), como padréo interno.
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Figura 8 - Espectro normalizado Reflectancia Especular do cultivo submerso
contendo o conjunto de espectros (A) e (B) o espectro médio do CFL, ambos com

padrdo interno de ferricianeto de potassio na regi&o 4000 a 450 cm™.

No primeiro espectro € possivel visualizar o conjunto de espectros obtidos
para o CFL. J4 o segundo espectro, demonstra o valor médio de todos esses
espectros analisados. O espectro de extrato liquido do cultivo submerso se
caracteriza pela presenca de duas bandas de proteinas, uma em 1650 cm™ (vC=0,
denominada banda de amida 1) e a outra em 1398 cm™ (vC-O, caracteristico de
grupos pépticos em proteinas), uma banda de fosfolipideos em 1250 cm™ (vas P=0),
uma banda de polissacarideos em 1200 cm™ (vC-O-C), sendo possivel caracterizar
a presenca das bandas de acUcares, que se apresentam nas regides entre 2500 cm’
! € 3300 cm™ (vC-H e vC-OH) (GIORDANO et al., 2001).

A regido entre 2000 e 2200 cm™ é atribuida ao estiramento CN presente no
ferricianeto de potassio, apresentando um complexo de bandas sendo duas (2000 e
2200 cm™) mais intensas. Os espectros de FT-IR refletem uma mistura complexa de
comprimentos de onda e de intensidades de absor¢gdo. Sendo muitas vezes dificil de
encontrar uma Unica banda de absor¢do que pode servir como base para quantificar

um Unico componente.
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Com base nos espectros obtidos, foram desenvolvidos os modelos PLS-
DRIFTS para a quantificacdo de atividate pectinolitica (AP), aglcares redutores (AR)
e proteinas totais (PT) presentes no meio de cultivo submerso utilizando o extrato
liquido do residuo de mandarina, cujas figuras de mérito encontram-se na Tabela 12.

Analisando a Tabela 12, pode-se observar que foi possivel obter modelos de
previsdo da concentragdo AP, AR e PT por FT-IR com boa qualidade estatistica. Os
valores obtidos de erro quadraticos médios de previsdao (RMSEP) e coeficientes de
determinacao (R?) para AP, AR e PT foram de 0,0012 U.mL™ e 0,9760, 0,23 mmol.L"
! e 0,9956 e 0,03 g.dL™ e 0,9957, respectivamente. Estes valores estdo dentro do
critério de aceitacdo quando comparados aos obtidos em outros estudos de
sistemas biolégicos (BURGESS; DEUTSCHER, 2009; DAHLBACKA et al., 2013;

KOCH et al., 2014).

Tabela 12 - Figuras de mérito de modelos PLS/FT-IR de parédmetros de cultivo
submerso.

Parametro Faixa RMSECV/REP R?

AP

Cal 0,001-0,032 0,0025 0,9122

Val 0,002-0,031 0,0012 0,9760
AR*

Cal 1,21-18,89 0,11 0,9997

Val 2.48-15,38 0,23 0,9956
PT*

Cal 0,06-5,65 0,08 0,9979

Val 0,08-1,51 0,03 0,9957

RMSECV = erro médio quadratico de validacdo cruzada, R?= coeficiente de
correlacao de calibragéo e validagéao cruzada.
*. com correcao de linha de base

Na Figura 9, sdo apresentadas as curva de correlagcdo entre as amostras de
calibracéo e validacdo externa para os valores de AR (A), AP (B) e PT (C) tabelados
com os valores preditos pelo modelo PLS e, também, com seus respectivos vetores

de regressao.
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Figura 9 - Curva de correlacdo entre as amostras de calibracéo e validacéo externa
dos valores de AR (A), AP (B) e PT (C) tabelados com os valores preditos pelo
modelo PLS e seus respectivos vetores de regressao.

Apesar do monitoramento de processos fermentativos por FT-IR utilizando
bactérias ou fungos filamentosos ser mais dificil analiticamente quando comparado
ao monitoramento de microrganismos unicelulares, em funcdo de que estes

processos sao submetidos a forte agitacéo e aeracao e, ainda, possuem um meio de
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cultivo altamente viscoso, com um fluido que apresenta comportamento reoldgico
nao-newtoniano, os mesmos vem sendo cada vez mais estudados (SCARFF et al.,
2006). A analise de parametros que podem ser consumidos (fontes de carboidratos,
como glicose, frutose, lactato, entre outros) ou produzidos (fontes proteicas, como
amonia, glutamato, aminoacidos, enzimas, entre outros) durante o CFL é utilizada
em bioprocessos a nivel industrial, principalmente quando se objetiva o

monitoramento em tempo real (SCARFF et al., 2006).

5.4 Cultivo em fase soélida (CFS)

5.4.1 CFS: ensaio preliminar

Preliminarmente, foi realizado CFS utilizando-se o residuo sélido triturado de
mandarina, disposto em placas de petri, a fim de verificar o crescimento de A.

bisporus e a influéncia do pH no desenvolvimento do micélio (Figura 10).

Figura 10 - Sequéncia de desenvolvimento de A. bisporus em teste preliminar de
CFS sobre residuo de mandarina. A esquerda: sem corre¢do de pH. A direita: pH
4,5.

Notou-se que, para valores de pH inferiores a 3,0, ndo houve
desenvolvimento do fungo. Conforme pode ser observado na figura 10, o
crescimento de A. bisporus ocorreu nas duas condi¢des avaliadas, com e sem ajuste

de pH. Ainda, nota-se que o crescimento miceliar se deu de forma mais rapida no
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meio com pH ajustado para 4,5. A partir dessa andlise, procedeu-se a correcao do
valor de pH para 4,5 dos residuos solidos triturados utilizados nos experimento de
CFS.

5.4.2 Cultivo em fase solida (CFS)

Apés a determinacéo e ajuste de pH inicial para 4,5 dos residuos sélidos de
mandarina e laranja, realizou-se o CFS. Foi possivel observar que A. bisporus
desenvolveu-se tanto no residuo de mandarina, como previsto no ensaio preliminar,
quanto no residuo de laranja. A Figura 11 mostra o desenvolvimento do fungo no
residuo de mandarina em 6 e 14 dias de incubacdo. Da mesma forma, o

crescimento do fungo no residuo de laranja pode ser observado na Figura 12.

Figura 11 - Crescimento de A. bisporus em 6 (A) e 14 (B) dias de incubacdo no
residuo de mandarina CFS.

Figura 12 - Crescimento de A. bisporus em 6 (A) e 14 (B) dias de incubacdo no
residuo de laranja no CFS.
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Realizou-se a andlise de AR nos dois CFS apos 14 dias de incubagdo. Na
Figura 13 é apresentado o perfil de consumo de AR contido no residuo de
mandarina. O valor de AR no inicio do cultivo (tempo 0) foi de 46,04 (+6,11) g.kg™,
sendo o valor mais alto obtido no quinto dia de incubacéo, obtendo-se 74,96 (x5,26)
g.kg™. A partir do sexto dia, verifica-se a reducdo gradual de AR até o final do
processo, 0 que representou um consumo de 76% da quantidade total de AR

quantificados no quinto dia.
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Figura 13 - Perfil do consumo AR por A. bisporus no residuo de mandarina no CFS.

O perfil de consumo de AR referente ao residuo de laranja por A. bisporus é
apresentado na figura 14. O valor inicial de AR (controle) foi de 100,77 (£14,78) g.kg
! sendo o valor mais alto obtido no segundo dia de incubac&o, obtendo-se 144,20
(+19,04) g.kg™. Diferentemente do que ocorreu no CFS da mandarina, a partir do
terceiro dia verificou-se o consumo gradual de AR até o fim do processo, o que
representou uma diminuicdo de 81% da quantidade total de AR analisada.
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Figura 14 - Perfil do consumo de AR por A. bisporus no residuo de laranja no CFS.

O valor de AR obtido no tempo zero para o residuo de laranja foi semelhante
ao alcancado por AHMED et al. (2013) que, ao caracterizar esse residuo, obteve
107 g.kg’ de AR e 140,08 g.kg™ para ART. Os autores atribuiram o valor de ART &
atividade pectinolitica de A. niger no CFL, ap0s 24 horas de processo.

Dessa forma, entende-se que os residuos soélidos de Citrus sp. estudados,
além de servirem como suporte para o desenvolvimento de A. bisporus, fornecem
condi¢Bes nutricionais para o crescimento do fungo no CFS, ndo sendo necessaria
adicdo suplementar de fonte de carbono ou nitrogénio, produzindo biomassa em
tempos relativamente curtos. Mesmo assim, entende-se que mais estudos sao
necessarios visando quantificar essa bioconversdo (anélise do rendimento da
biomassa, por exemplo) e otimizar esse processo.

Outro ponto que favorece a utilizacdo desses residuos no CFS esta na forma
em que as fontes de nutrientes (fontes de carbono, principalmente) estdo disponiveis
a acao microbiana. No CFS realizado, houve apenas a trituracéo e ajuste de pH dos
residuos solidos, sem a necessidade de realizar outras etapas de pré-tratamento,
comumente utilizadas para obtencdo de AR e ART de biomassas lignocelulésicas,
como hidrolises acida ou basica (RABELO, 2010). Isso pode conferir certa vantagem
na utilizacéo desse tipo de residuo no CFS, pois essa etapa é considerada uma das
que mais contribui em termos de custo direto em processos fermentativos
(CHAUDHARY; SINGH; GHOSH, 2012).
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6 CONCLUSOES

A andlise dos dados obtidos no presente trabalho, nas condicfes estudas,

permite concluir que:

e Os residuos de Citrus sp. contém elevados teores acgucares sollveis

passiveis de conversao biologica.

e Foi possivel isolar e manter pura a cultura de A. bisporus utilizada

durante o periodo de atividades.

e A utilizacdo do extrato liquido do residuo de mandarina, através do
CFL, demostrou ser uma fonte de carbono excelente para producéo de

biomassa de A. bisporus, obtendo-se o valor maximo de 47,06 g.L™.

e A otimizacdo do CFL utilizando o extrato liquido do residuo de
mandarina foi validada estatisticamente para fins preditivos e as
superficies de resposta indicaram que a utilizacdo de pH 4,5 pode ser

realizado sem perdas no rendimento de biomassa.

e Verificou-se que a técnica DRIFTS associada ao método de calibracéo
PLS, foi adequada para a construcdo de modelos de calibragédo e
validacéo para a quantificacdo de AP, AR e PT.

e A aplicacéo de espectroscopia de Absorgcéo Molecular no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR) associada a regressao por
minimos quadrados parciais (PLS) possibilitou quantificar,
simultaneamente, os parametros de CFL (AP, AR e PT) com erro
guadraticos meédios de previsdo (RMSEP) e coeficientes de
determinacao (R?) de 0,0012 U.L™ e 0,9760, 0,23 mmol.L™" e 0,9956 e
0,03 g.dL™ e 0,9957, respectivamente.

e Foi possivel observar o desenvolvimento de A. bisporus nos residuos
sélidos triturados de mandarina e laranja, através da técnica de CFS,

com ajuste de pH para 4,5, sem a necessidade de adi¢cao de nutrientes.
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