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RESUMO

A producdo em larga escala de sucos de laranja resulta em grandes volumes de residuos,
principalmente cascas da fruta, que sdo descartadas inadequadamente, causando problemas
ambientais e econdmicos. Para solucionar esse dilema, propde-se o uso desses residuos em
biorrefinarias de segunda geragdo, onde microrganismos podem metabolizar os agucares
presentes nessa biomassa residual, produzindo compostos valiosos, como etanol. Essa
abordagem integrada entre sustentabilidade e tecnologia mostra-se promissora para otimizar
processos industriais e reduzir impactos ambientais. Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo analisar o potencial biotecnologico de leveduras isoladas de laranjas em decomposicao
e analisar suas capacidades em relagdo ao crescimento celular e atividade enzimética. Ademais,
através de delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR), foi avaliada a possibilidade
da producao de etanol em meios ricos com pectina ou hidrolisado deste polissacarideo. Para
isso, foi inicialmente realizada a triagem de 38 leveduras em experimentos em microescala em
meios minimos contendo 6,7 g/l de base nitrogenada de leveduras, acrescentado,
alternadamente, 20 g/L. dos seguintes monossacarideos: glicose, xilose, frutose, galactose ou
acido galacturénico. Todas as leveduras foram capazes de crescer utilizando glicose, xilose,
frutose ou galactose como fontes de carbono. No meio contendo acido galacturdnico, apenas
13 cepas cresceram. Através desses experimentos em microescala, foi determinada a velocidade
especifica maxima de crescimento das leveduras. As maiores velocidades foram observadas em
glicose, frutose e galactose (0,93-0,98 h''). Em 4cido galacturdonico, a méaxima velocidade
especifica encontrada foi de 0,29 h''. Para os cultivos em frasco agitado, realizados na
sequéncia, foram escolhidas 21 dessas linhagens. Neste caso, as leveduras foram submetidas a
meios YP (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, pH 7,0) contendo, alternadamente, 1%
de pectina bruta (obtida de cascas de laranja no presente trabalho — PB), 1% de pectina
purificada (Sigma-Aldrich — PS) ou 1% de casca de laranja desidratada e triturada (CT),
acrescidos ou ndo de 50 mg/L. de pectinase de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich). Como
controle, as leveduras também foram cultivadas em 1% de galactose (GAL) ou 1% de glicose
(GLI). Nesses cultivos, foram analisadas as curvas de crescimento e foram realizados ensaios
de atividade pectinase ao término de 90 h de incubacdo. Através desses experimentos, foi
possivel observar que duas linhagens tiveram atividade pectinolitica >40 U/mL e que outras
duas se destacaram quanto ao crescimento celular. Na sequéncia, buscando otimizar as
condig¢des sobre o desempenho fermentativo, foram realizados dois delineamentos tipo DCCR
utilizando essas duas cepas que melhor cresceram (CHAP-070 e CHAP-074). Para o primeiro
DCCR, as cepas foram cultivadas em meio YPGAL (1% de extrato de levedura, 2% de peptona
e 0,5% de galactose) com variacdo de pH e concentracdes variaveis da pectina comercial e da
pectinase de A. niger. No outro DCCR, as cepas foram cultivadas em YPGAL com variagdo de
pH e concentracdes variadas de hidrolisado de pectina. Para esse estudo, houve pequenas
concentragdes de etanol produzidas através das cepas de leveduras testadas; entretanto, os
resultados obtidos indicam os parametros testados ndo influenciaram na produg¢ao de etanol.

Palavras-chave: Acido galacturénico; Fermentagdo; Galactose; Laranja; Pectina.



ABSTRACT

The large-scale production of orange juice results in large volumes of waste, mainly fruit peels,
which are inappropriately discarded, causing environmental and economic problems. To solve
this dilemma, it is proposed to use these residues in second-generation biorefineries, where
microorganisms can metabolize the sugars present in this residual biomass, producing valuable
compounds, such as ethanol. This integrated approach between sustainability and technology
shows promise for optimizing industrial processes and reducing environmental impacts.
Therefore, the present work aimed to analyze the biotechnological potential of yeasts isolated
from decaying oranges and their capabilities concerning cell growth and enzymatic activity.
Furthermore, through Central Composite Rotatable Design (CCRD), the possibility of ethanol
production in media rich in pectin or pectin hydrolyzate was evaluated. To this end, 38 yeast
strains were initially screened in microscale experiments in minimal media containing 6.7 g/L
of yeast nitrogen base, with 20 g/L of the following monosaccharides added alternately:
glucose, xylose, fructose, galactose, or galacturonic acid. All yeasts were able to grow using
glucose, xylose, fructose, or galactose as carbon sources. In the medium containing galacturonic
acid, only 13 strains grew. Through these microscale experiments, the maximum specific
growth rate of yeasts was determined. The highest rates were observed in glucose, fructose, and
galactose (0.93—0.98 h!). In galacturonic acid, the maximum specific growth rate found was
0.29 h''. For the agitated-flask cultures we carried out afterwards, 21 of these strains were
chosen. In this case, the yeasts were subjected to YP media (1% yeast extract, 2% peptone, pH
7.0) containing, alternately, 1% crude pectin (obtained from orange peels in the present work —
PB), 1% purified pectin (Sigma-Aldrich — PS) or 1% dehydrated and crushed orange peel (CT),
with or without 50 mg/L of Aspergillus niger pectinase (Sigma-Aldrich). As a control, yeasts
were also grown in 1% galactose (GAL) or 1% glucose (GLI). In these cultures, growth curves
were analyzed, and pectinase activity assays were performed after 90 h of incubation. Through
these experiments, it was possible to observe that two strains had pectinolytic activity >40
U/mL and that two others stood out regarding cell growth. Next, to optimize the conditions for
fermentative performance, two CCRD-type designs were carried out using the two strains that
grew best (CHAP-070 and CHAP-074). For the first CCRD, the strains were cultivated in
YPGAL medium (1% yeast extract, 2% peptone, and 0.5% galactose) with varying pH and
varying concentrations of commercial pectin and A. niger pectinase. In the other CCRD, the
strains were grown in YPGAL with varying pH and varying concentrations of pectin
hydrolyzate. For this study, small ethanol concentrations were produced by the tested yeast
strains; however, the results indicated that the tested parameters did not influence ethanol
production.

Keywords: Fermentation; Galactose; Galacturonic acid; Orange; Pectin.
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INTRODUCAO GERAL

Citrus ¢ um dos géneros de frutas mais produzidos e exportados no mundo (Papoutsis
et al., 2019), sendo consumido in natura ou como produtos derivados. O Brasil € o terceiro
maior produtor global de frutos frescos e transformados, atras apenas da China e India (Da Silva
etal.,2014).

A Laranja Doce (Citrus sinensis) ¢ a variedade mais produzida no Brasil, cultivada em
todos os estados com uma area de mais de 800 mil hectares. A produgdo e o processamento de
Citrus sinensis representam um mercado robusto, liderado pelo Brasil, principal produtor e
exportador global (Kanashiro et al., 2020; Sharma et al., 2017).

Atualmente, mais da metade da producao de sucos de frutas no mundo vem do Brasil.
Consequentemente, ¢ previsivel um nivel muito elevado de residuos resultantes
maioritariamente da industria de processamento de sucos, que, no ano de 2011, atingiu cerca
de 9,3 milhdes de toneladas de residuos (Kanashiro et al., 2020; Santos et al., 2015).

O descarte excedente e inadequado desses residuos agroindustriais vem causando
problemas de poluicao ambiental, além de déficit comercial, visto que podem ser empregados
em processos biotecnoldgicos e resultar em novos produtos de alto valor agregado para diversas
areas das industrias, como as industrias farmacéuticas e alimenticias (Goula; Lazarides, 2015).

Dentre os principais componentes da casca da laranja, a pectina tem lugar de destaque
(Ayala et al., 2021). A pectina ¢ um heteropolissicarideo de cadeia complexa contendo, dentre
outros monossacarideos, acido galacturonico, galactose e glicose, agucares que podem ser
utilizados por microrganismos (Ma et al., 2016). Como resultado da metabolizacao desses
agucares, ocorre a fermentacao gerando etanol e outros compostos desejaveis para o mercado
de diversas industrias.

Uma érea biotecnoldgica bastante promissora ¢ a de biorrefinarias de segunda geragao,
que combina sustentabilidade e tecnologia, utilizando os residuos agroindustriais como
substratos para cultivo de microrganismos, produzindo biomoléculas para diversas aplica¢des
(Fleuri et al., 2014; Neethu et al., 2015). Nestes ambientes industriais, varios residuos
agroindustriais e subprodutos da producao agricola, incluindo cascas e bagaco de laranja,
podem ser transformados em bioprodutos de alto valor agregado através do metabolismo de
microrganismos, como a levedura (Fenner et al., 2022; Neethu et al., 2015; Tadioto et al.,
2022a).

Nos processos fermentativos utilizados na biorrefinarias, a espécie de levedura mais

comumente utilizada é a Saccharomyces cerevisae, devido a sua capacidade de tolerar estresse
12



osmotico e niveis extremos de pH. Essa espécie destaca-se também pela elevada producao de
etanol no final dos processos fermentativos (Alves Jr et al., 2022; Scapini et al., 2023; Vargas
et al., 2023). Entretanto, sabe-se que a levedura S. cerevisiae nao consegue metabolizar alguns
carboidratos, como por exemplo o acido galacturdnico, que estd presente nas cascas de laranja
e também nas moléculas de pectina (Huisjes et al., 2012; Jeong et al., 2020).

Desse modo, a prospec¢ao de microrganismos capazes de hidrolisar os polissacarideos
e metabolizar os monossacarideos obtidos apos a hidrolise tem se apresentado como estratégia
para otimizar processos em biorrefinarias (Albarello ef al., 2023). As enzimas produzidas por
essas leveduras sdo capazes de hidrolisar polissacarideos complexos encontrados nos residuos
lignoceluldsicos, convertendo-os em carboidratos mais simples (dissacarideos ou
monossacarideos) que sdo fermentaveis (Alves et al., 2019). Desse modo, prospectar leveduras
que consigam produzir enzimas capazes de quebrar cadeias complexas ¢ de grande interesse
comercial e industrial, visto que essas enzimas possuem valor elevado e também podem

otimizar os processos das biorrefinarias (Ma et al., 2016)

OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar o potencial biotecnoldgico de leveduras isoladas de laranjas em decomposi¢ao
e analisar suas capacidades em relacdo ao crescimento celular, atividade enzimdtica e de

producao de etanol em meios com pectina e diferentes aglicares pécticos.

Objetivos especificos

a. Caracterizar fisico-quimicamente residuos de casca de laranja;

b. Realizar uma triagem de cepas de leveduras isoladas de laranjas em
decomposicao;

c. Avaliar os perfis de crescimento celular e as atividades pectinoliticas de
leveduras selecionadas na triagem,;

d. Avaliar o efeito do pH e das concentracdes de pectina e pectinase sobre a

producdo de etanol por meio de delineamentos experimentais.

13



ESTRUTURA DO TRABALHO

A fim de atingir os objetivos definidos, este trabalho foi estruturado no formato de

dissertacao contendo artigos, como previsto pelo Ato Deliberativo N° 01/PPGATS/UFFS/2017,

contendo os seguintes tOpicos:

(1)

(i)

(iii)

Capitulo 1: Apresenta um artigo de revisdo bibliografica intitulado “Transforming
Orange Waste with Yeasts: Bioprocess Prospects™. Essa revisao analisa como os
residuos de laranja podem ser usados como matéria-prima de biorrefinaria para
produzir diferentes bioprodutos utilizando leveduras como principais
biocatalisadores;

Capitulo 2: Os resultados obtidos durante este trabalho de dissertacdo sao
apresentados no formato de um artigo cientifico a ser submetido para publicacao em
periodico indexado na Web of Science;

Capitulo 3: Apresenta os dados obtidos através de dois delineamentos experimentais
que analisam os efeitos da disponibilidade de pectinase, da variagdo de pH e da

concentracao de substrato.
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Abstract

To make the circular economy a reality, developing ways of transforming waste into valuable
products is mandatory. In this context, investigating the biotechnological potential of different
residues is most welcome. This review analyzes how orange waste can be used as biorefinery
feedstock to produce different bioproducts using yeasts as the major biocatalysts. In addition to
the current orange market, its pectin-rich biomass is described in detail, aiming to elucidate how
yeast cells can convert it into ethanol, xylitol, polyphenols, and organic acids (some of them,
volatile compounds). Genetic, metabolic, and evolutionary engineering are also analyzed as
biotechnological tools to improve the already existing processes. Finally, this review also
addresses the potential employment of fruit-dwelling yeasts in biorefining pectin-rich
biomasses such as orange wastes. All the data herein presented lead to the conclusion that these
residues could already be used for noble purposes.

Keywords: Biomass, Pectin, Sugar, Fermentation, Bioproducts
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Resumo

Para tornar a economia circular uma realidade, € obrigatério desenvolver formas de transformar
residuos em produtos de valor. Neste contexto, investigar o potencial biotecnologico de
diferentes residuos € bastante desejavel. Esta revisao analisa como os residuos de laranja podem
ser usados como matéria-prima de biorrefinaria para produzir diferentes bioprodutos utilizando
leveduras como principais biocatalisadores. Além do mercado atual da laranja, sua biomassa
rica em pectina ¢ descrita detalhadamente, visando elucidar como as células de levedura podem
converté-la em etanol, xilitol, polifenois e acidos organicos (alguns deles, compostos volateis).
As engenharias genética, metabolica e evolutiva também sdo analisadas como ferramentas
biotecnoldgicas para melhorar os processos ja existentes. Finalmente, esta revisdo também
aborda o potencial emprego de leveduras isoladas de frutas no biorrefinamento de biomassas
ricas em pectina, como residuos de laranja. Todos os dados aqui apresentados levam a
conclusdo de que esses residuos ja poderiam estar sendo aproveitados para fins nobres.

Palavras-chave: Biomassa, Pectina, Agucar, Fermentagao, Bioprodutos.
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1.1 INTRODUCTION

The vast majority of the countries on all continents signed the Paris Agreement, thus
compromising to reduce carbon dioxide emissions. In fact, to meet such an idealized agreement,
CO> emissions must be reduced by 43% by 2030 (United Nations Climate Change, 2023).
Although this goal frequently appears in many politicians’ speeches, the truth is little has been
done for it to be reached. Undoubtedly, without a fast and disruptive change of our linear
economy model to a circular one, humanity will not avoid the serious consequences of severe

climate change.

Ironically, the countries that historically have contributed less to the greenhouse effect
suffer the most from climate change and are most likely to reverse this catastrophic scenario.
This is the case of Brazil, whose energetic matrix is majorly renewable, besides having a huge
potential to put a circular economy into practice. This is especially due to the possibility of
employing its commodities production residual chain into second-generation bioprocesses

(Alves et al., 2023).

Orange is one of the leading Brazilian commodities. In the Systematic Survey of
Brazilian Agricultural Production, carried out by the Brazilian Institute of Geography and
Statistics (2022), Brazil produced 16.9 million tons of orange in 2022. According to the
Brazilian Ministry of Agriculture, around 80% of this production results in industrialized juices,
with the European Union as their primary buyer. More than 67% of orange juice worldwide
production happens in Brazil, which places the country in the spotlight for orange production
and processing (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2021). However,
around 50% of the mass of processed fruits consists of waste, including peels, pomace, and

seeds (de la Torre et al., 2019; Gaind, 2017, Selo et al., 2021).

However, as a negative impact, all this production accounts for the country’s fourth-
largest generation of residual biomass. According to the National Solid Waste Plan (Ministry
of Environment, 2022), orange cultivation generates 8.8 million tons of waste annually in
Brazil. This amount is behind only sugarcane (201.4 million tons of waste generated annually),
soybeans (41.8 million tons/year), and corn (29.4 million tons/year). Orange waste, however,
unlike the other three mentioned, ends up being underused. This is mainly due to its high
moisture content and the high cost of drying, which makes transportation and storage difficult
and makes it unfeasible to burn it to generate heat or electrical energy. Obviously, this waste

can be destined for composting, where it increases the organic load of the soil and functions as
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a source of nutrients. However, this alternative can reduce the soil’s pH, negatively affecting
the process (Ruiz and Flotats, 2014). Because of this, the pomace and peel of this fruit, when
used, are primarily intended only for dietary supplementation for cattle and goats (Guzmaéan et
al., 2020; Oloche et al., 2019). Controversially, though, this biomass imparts a bitter taste to
animal food, and studies in the literature point to a potential generator of diseases in cattle

(Bampidis and Robinson, 2006; de la Torre et al., 2019).

On the other hand, these residues can fortunately have much more profitable and
environmentally sustainable destinations if used in second-generation (2G) biorefineries. In
these industrial environments, several agro-industrial wastes and by-products of agricultural
production, including orange peels and pomace, can be transformed into a myriad of
bioproducts through the metabolism of microorganisms such as yeast (Scapini et al. 2023b;
Tadioto et al. 2022; Fenner et al. 2022). In this context, this review presents the state of the art
and analyzes the biotechnological potential of orange waste in 2G biorefineries with
fermentative processes driven by yeast. Literature was searched on the basis of previous studies
and experiences of the authors, who have been working in the field for the last few years. The
references were chosen according to their relevance to this study’s subject. Also, foundational
articles were sometimes used as jumping-off places, leading to more recent articles that cited

them.

1.2 ORANGE WASTES: A PECTIN-RICH SUBSTRATE

Orange waste contains biopolymers and bioactive compounds, such as proteins,
carbohydrates, lipids, lignin, polyphenols, and natural dyes, which can be recovered and applied
in the production of food, pharmaceutical products, and cosmetics. Furthermore, some of these
components can be converted into several high-value chemical products, such as bioplastics,
functional materials, and biofuels (Fazzino et al., 2021; Talekar et al., 2023). Oranges also display
several bioactive phenolic compounds such as hesperidin, naringin, quercetin, rutin, gallic acid,
caffeic acid, p-coumaric acid, and chlorogenic acid (Ortiz-Sanchez et al., 2023; Singh B. et al.,
2020; Vadala et al., 2023). These compounds can benefit human health, mainly because they
have antioxidant, anti-inflammatory, anticancer and antidiabetic activities (Andrade Barreto et

al., 2023; Ortiz-Sanchez et al., 2023).
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On the other hand, to transform fruit waste into different bioproducts from the
metabolism of yeast cells, attention must be paid to the carbohydrates present in these
substrates, initially in the form of three polysaccharides: cellulose, hemicellulose, and pectin,
whose concentrations vary according to the source of biomass used (Scapini ef al., 2023a). On
average, orange residues are composed (on dry-weight basis) of 18.1% of cellulose, 13.1% of

hemicellulose, and 28.5% of pectin (Vadala et al., 2023).

Cellulose is a homopolysaccharide of glucose, and hemicellulose is a heteropolymer
whose composition varies according to the plant species, although it is mostly represented by
xylan, a polysaccharide of xylose. Pectin, in turn, is formed by a linear chain of galacturonic
acid molecules (which may or may not be methylated) linked together through B-1,4 glycosidic
bonds, from which branches chains composed mainly of galactose, rhamnose, arabinose, and
xylose (Figure 1.1) (Bai ef al., 2019; Brandon and Scheller, 2020; Zdunek et al., 2021). The
percentage of pectin tends to be lower in the so-called lignocellulosic biomasses, such as the
woody structures of trees and sugarcane residues, and higher in residual biomasses such as fruit
bagasse and peels (especially orange), as stated above. These residual biomasses are, therefore,
called pectin-rich biomasses. In them, the lignin content hardly exceeds 2% of the dry weight,
which makes their pretreatment (the process prior to hydrolysis and fermentation) more
economical than that of lignocellulosic biomasses, where the percentage of lignin can exceed

30% (Paliga et al., 2022; Venkatanagaraju et al., 2020).

1.3 BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF ORANGE RESIDUES

For the sugars available in residual plant biomasses to be metabolized by yeast cells, the
polysaccharides must be initially hydrolyzed. Several alternatives to this initial process, also
called saccharification, have been proposed to improve the availability of carbon sources for
fermentation. However, the method currently recognized as the most viable does not only seek
the hydrolysis of biomass separately from the fermentation process, but rather the combination
of both, which is known as Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF). SSF allows
sugars released with the hydrolysis of polysaccharides to be readily metabolized by microbial
cells (Panda and Maiti, 2023). In contrast, the conventional separate hydrolysis and

fermentation (SHF) process allows the introduction of an intermediate detoxification step. This
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step aims to remove possible inhibitors, optimizing the operational conditions independently

for each stage of the process (Widmer et al., 2010).
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Figure 1.1. Plant cell walls’ polysaccharides. (A) Cellulose, hemicellulose, and pectin are
interconnected in orange peel’s plant cell walls. (B) Cellulose is a homopolysaccharide of
glucose (green hexagons), and hemicellulose has a main branch of xylose (black pentagons) in
which arabinose (orange pentagons) and glucuronic acid (blue hexagons) molecules are
attached. Pectin is mainly composed of galacturonic acid (pink hexagons), rhamnose (yellow
hexagons), galactose (purple hexagons), and arabinose (orange pentagons). Adapted from Bai
et al. (2019), Brandon and Scheller (2020), Cosgrove (2005), Phyo et al. (2017) and Zdunek et

al. (2021).

Although the chemical hydrolysis of polysaccharides is possible, enzymatic methods
have been more widely used due to higher yields and less formation of toxic products (Bonatto
et al., 2023). Cellulose and xylan hydrolysis have been extensively studied, given the interest in
enabling ethanol production from lignocellulosic residues such as straw and sugarcane bagasse
(by-products of first-generation ethanol production), which have negligible concentrations of

pectin. On the other hand, assuming the use of residual fruit biomass, the pectin concentration
is significantly higher, as already pointed out above. In this case, the hydrolysis of this last

polysaccharide becomes predominant in enabling the desired biotransformation (Scapini et al.,
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2023c). However, it is important to highlight that the enzymatic hydrolysis of xylan present in
orange residues can be harnessed to generate Xylooligosaccharides, molecules with great
potential as functional food ingredients (Avila ef al., 2020; Martins and Goldbeck, 2023). In
this context, for example, Martins and Goldbeck (2023) demonstrated that the integration of
pectin production, Xylooligosaccharides, and bioenergy (with biogas production from free
sugars and cellulose) could be an alternative to achieve the economic viability of orange waste-

based biorefineries (see section 4).

In the Fungi kingdom, pectin hydrolysis depends on the synergistic action of enzymes
that, together, are called pectinases, namely polymethylgalacturonate esterase,
polygalacturonate lyase, endo-polygalacturonase, and exo-polygalacturonase. While the first
removes the methyl ester groups from galacturonic acid, the last three are responsible for
depolymerization. Endo-polygalacturonase promotes internal breaks randomly, and exo-
polygalacturonase breaks from the ends of the pectin molecule. Polygalacturonate lyase
catalyzes the cleavage of B-1,4 bonds in an endo or exo manner by trans elimination. The total
hydrolysis of pectin releases especially the monosaccharides D-galacturonic acid, D-galactose,
L-rhamnose, L-arabinose, and D-xylose (Bassim Atta and Ruiz-Larrea, 2022; Paliga et al.,

2022; Satapathy et al., 2020).

After hydrolysis, the yeast employed in the process must be capable, as already
mentioned, of metabolizing the sugars arising from the breakdown of polysaccharides.
Depending on the metabolic routes they will follow, the products obtained can differ, as

described below.

1.3.1 Bioethanol production

A profitable and environmentally sustainable destination for the residual orange
biomass is the production of second-generation ethanol (2G ethanol). This residual plant
biomass is rich in pectin, a heteropolysaccharide that, when hydrolyzed, mainly releases the
sugars galacturonic acid, galactose, rhamnose, arabinose, and xylose (Paliga et al., 2022).
Therefore, ethanol production from this substrate depends on the action of microorganisms

capable of metabolizing the a forementioned carbohydrates via fermentation.
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D-galacturonic acid is the primary pectic sugar, accounting for approximately 70% of
pectin (Frempong et al., 2022; Grassino et al., 2018; Vaez et al., 2021). Within the Kingdom Fungi
(which includes yeasts), the metabolism of this hexose initially depends on its reduction to L-
galactonate, in a reaction catalyzed by the enzyme galacturonate reductase, which depends on
the coenzymes NADPH or NADH as electron donors (Figure 2). Subsequently, galactonate
dehydratase generates 2-keto-3-deoxy-L-galactonate, which is later converted to pyruvate and
L-glyceraldehyde by the enzyme deoxygalactonate-aldolase (Biz et al., 2016; Richard and
Hilditch, 2009). While L-glyceraldehyde is reduced to glycerol by glyceraldehyde reductase,
pyruvate can be (a) transformed into Acetyl-CoA and enter the Krebs Cycle if the metabolism
is respiratory or (b) decarboxylated to acetaldehyde, which is finally reduced to ethanol, through
alcoholic fermentation. In addition to these enzymes, for yeasts to metabolize galacturonic acid,

a transporter must also be present on their plasma membrane (Protzko et al., 2019).

Among the pectic sugars, the most widely fermented by yeast is D-galactose. For
galactose to be metabolized, it initially enters cells through membrane transporters of the HXT
family. In the cytoplasm, this hexose is converted to glucose-6-phosphate via the Leloir
Pathway. This pathway comprises three sequential reactions: phosphorylation of galactose by
galactokinase, generating galactose-1-phosphate, which is subsequently isomerized, by
galactose-uridyltransferase, to glucose-1-phosphate, which, finally, is converted to glucose-6-
phosphate in a reaction catalyzed by phosphoglucomutase (Leloir, 1951; van Maris et al., 2006).
Glucose-6-phosphate then follows the glycolytic pathway until pyruvate, which ends up being

converted to ethanol during alcoholic fermentation (Figure 2).
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Figure 1.2. Yeast metabolic pathways from the main sugars in orange waste to ethanol. The
most prevalent monosaccharides in cellulose, hemicellulose, and pectin are in underlined
uppercases. Phosphate groups in each molecule are represented by “P”. The acronym PPP
stands for the pentose-phosphate pathway.

Unlike most sugars, L-rhamnose and L-arabinose are more common in nature than their
D isomers. In yeast capable of metabolizing L-rhamnose, it is initially oxidized by the enzyme
rhamnose dehydrogenase to L-rhamnon-1,4-lactone, which is subsequently converted to L-
rhamnonate by rhamnon-lactonase (Figure 2). This second product of the pathway is then
dehydrated by rhamnonate dehydratase, generating 2-keto-3-deoxy-L-rhamnonate, which is
finally cleaved into pyruvate and lactaldehyde by an aldolase (Twerdochlib et al., 1994).
Although L-arabinose is a pentose metabolized by a large number of yeast species, few of them
are capable of fermenting it (i.e., they preferentially respire this sugar), and this fermentation is
generally of low yield (Dien et al., 1996; Gong et al., 1981). In these yeasts, L-arabinose is initially
reduced to L-arabitol, which is then oxidized to L-xylulose by the action of arabinose reductase
and arabinitol dehydrogenase, respectively (Figure 2). L-xylulose is isomerized to D-xylulose
in two sequential reactions catalyzed by the enzymes xylulose reductase and xylitol
dehydrogenase. Finally, D-xylulose, after being subsequently phosphorylated, enters the
Pentose-Phosphate Pathway (PPP) to generate Glycolytic-Pathway intermediates and,
subsequently, ethanol from pyruvate (Stambuk et al., 2008).

Indeed, several studies have shown that it is feasible to produce ethanol from orange

wastes. Oberoi et al. (2010), for example, succeeded in producing ethanol from orange peel
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powder (OPP) with a yield of 0.46 g/g on a substrate-consumed basis and a volumetric
productivity of 3.37 g/L/h. Interestingly, the authors submitted the OPP to two subsequent acid
hydrolysis processes at an optimum pH of 5.4 and temperature of 34°C. Similarly, Joshi et al.
(2015) obtained 41 g/L of ethanol from 380 g/L of total carbohydrate after a 48-h fermentation
with an inoculum size of 20% (v/v) with the strain Saccharomyces cerevisiae NCIM3495.
However, despite the high ethanol titer achieved, it should be noted that the amount of available
sugar could have rendered an even higher final product’s amount. The same holds for the results
found by Jha ef al. (2019), whose fermentations did not allow more than 50% of the sugar
available to be consumed, and by Vadala et al. (2023), who observed that ~14% of citrus-waste
hydrolysate sugar content was not consumed by yeast cells. This incomplete sugar conversion
is probably due to the incapacity of S. cerevisiae to ferment many of the orange biomasses’
sugars. Fortunately, many strategies to overcome this issue have been developed, as addressed

in section 4.

1.3.2 Xylitol production

Among sugars found in orange wastes, D-xylose is one of the best studied. As well as
other monosaccharides, xylose initially needs to be transported from the extracellular
environment to the interior of yeast cells to enable fermentation. Once inside the cell, this
pentose must be reduced to xylitol, which is then oxidized to xylulose before following the PPP
(Figure 2). However, for yeast cells to efficiently ferment xylose, there must be a redox balance
in these first two reactions of xylose metabolization, which are catalyzed by Xylose reductase
(XR) and Xylitol dehydrogenase (XDH), respectively. While the latter uses NAD" as a
coenzyme (which is reduced to NADH), the former can make use of both NADH and NADPH
(which are oxidized to NAD" or NADP"), depending on the isoenzyme present. In those yeasts
whose XR uses a coenzyme different from XDH, an imbalance may interrupt the metabolization

of xylose so that yeast cells end up accumulating xylitol (Alves et al., 2022).

Xylitol is a five-carbon polyol classified as a natural sweetener (Lenhart and Chey,
2017). Therefore, this compound can also be applied in areas of extreme importance for human

subsistence, such as the food and pharmaceutical industries (Kumar et al., 2022). It also helps
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prevent cavities, osteoporosis, and infections, and there are also reports of anti-cancer effects

(He et al. 2021; Xu et al. 2019).

The demand in the xylitol market is growing, requiring this product to be obtained in a
sustainable and economical way, as it is produced by the chemical hydrogenation of xylose,
which is highly expensive (Grembecka et al., 2014). To reduce high costs, several
biotechnological methods for generating xylitol from lignocellulosic and pectic biomass from
fruit waste have been studied (Mathew ef al., 2018). Many wild yeasts have the potential to
accumulate xylitol from the xylose available to the cells. In fact, since several yeasts display
the redox imbalance mentioned above, yeast-based xylitol production may become a trend in

the biorefinery context (Albarello et al., 2023; Tadioto et al., 2022; Vargas et al., 2023).

1.3.3 Organic acids

Organic acids are a group of mostly weak acids whose solubility in water relies on the
size of their hydrocarbon chain (the smaller, the easier to soluble). They can be produced
naturally by the living beings. These acids are high-value-added products with important
applications in the food, pharmaceutical, and chemical industries. The impacts of producing
these compounds, which are primarily made from fossil resources, have instigated the
development of biotechnological routes, since they are more sustainable, less harmful to the
environment, and economically more viable than the conventional method. Metabolic
engineering and synthetic biology are biotechnological tools employed to develop high-
performance microorganisms capable of producing organic acids with high conversion rates

(Duetal.,2011; Liu et al., 2017).

The microbial production of organic acids has some obstacles in its synthesis, as bacteria
are normally not tolerant to low pH conditions, which often makes industrial processes very
costly. Yeasts naturally have greater resistance to acidic pH, but their yield in the process is
lower. As a result, several studies have been seeking a more sustainable way to produce organic
acids, and one of the ways is to use fruit waste as biomass as feedstocks (Hong et al., 2012;

Tran and Zhao, 2022).

Some examples of organic acids that are part of the wide range of chemical products in

different types of industries are Citric Acid (used as a food additive), Lactic Acid (production
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of polymers, drinks, and foods), Acetic Acid, better known as vinegar (solvent and polymers),
Succinic Acid (as building blocks and as a replacement for anhydrous maleic acid), Oxalic Acid
(complexing agent) among many others. Most studies present the production of these

compounds using the yeast S. cerevisiae (Panda et al., 2016).

1.3.4 Phenolic compounds

Phenolic compounds are described as bioactive substances, that is, compounds that
provide health benefits and are present in different fruits and vegetables. The quantity and
structure of these compounds vary according to the plant matrix, being more present in fruit
seeds than in their edible portions (Rabetafika et al., 2014; Soong and Barlow, 2004). In foods
and beverages, phenolic compounds are directly linked to attributes such as color, bitterness,

astringency, aroma, and oxidative stability (Angelo and Jorge, 2007).

One of the options for managing fruit processing industry waste is the recovery of
bioactive compounds in the byproducts. Oranges stand out due to their high global consumption
and a significant amount of bioactive compounds such as hesperidin, naringin, naringenin, and
quercetin — substances that can be applied in the food, cosmetic, and mainly pharmaceutical
industries (Fierascu et al., 2020; Madeira and Macedo, 2015). Among these compounds,
flavonoids constitute the main subgroup, and their antioxidant activity has been reported in
several studies (Babbar et al., 2015; Jayaprakasha et al., 2001; Soong and Barlow, 2004;
Romero-Diez et al., 2018).The flavonoids most present in citrus fruit residues are naringin and
hesperidin, presenting many health benefits such as the ability to prevent cancer, suppress

carcinogenesis, and induce cell apoptosis (Meiyanto et al., 2012).

Fruit waste has a highly diverse microbiota. Yeasts have been isolated from these
substrates and being applied in fermentation processes precisely on these residues, as they can
metabolize the available carbohydrates and generate distinct phenolic compounds (Makopa et
al., 2023; Noori et al., 2022). Bioactive compounds are naturally present in fruits, so just
consuming them is beneficial for people. However, studies have reported that the
bioaccessibility (absorption capacity of the human body's gastrointestinal system) of these
compounds is higher after yeast fermentation, facilitating their access to systemic circulation.
With this in mind, scientists are working to ensure that these microorganisms act on waste
recovery to increase the production of phenolic compounds (Coelho et al., 2021; Macédo et al.,
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2023; Stinco et al., 2020). Indeed, the growing demand for these compounds cannot be supplied
by purifying them from plant sources, requiring larger-scale production, which can be fulfilled

through the fermentation of wastes by yeast (Tadioto et al., 2023).

1.3.5 POSs

Although the complete hydrolysis of a given polysaccharide is usually the primary goal
(once free monosaccharides are more easily converted into fermentation products), sometimes
a partial depolymerization may be desirable. This is the case of Pectin Oligosaccharides (POSs),
which are obtained through incomplete pectin hydrolysis processes. Depending on the pectin
source, POSs may include products such as oligogalacturonides, galactooligosaccharides,
arabinooligosaccharides, rhamnogalacturonooligosaccharides, and
arabinogalactoligosaccharides (Concha Olmos and Zuiiga Hansen, 2012; Gémez et al., 2016;

Gullon et al., 2013).

Because of their lower mass and lower degree of polymerization, POSs display better
water solubility and, consequently, higher bioavailability than natural pectin (Kong et al., 2023).
In fact, recent papers have shown different human health benefits after POSs consumption,
namely prebiotic effect and antioxidant and anti-inflammatory properties. Since they can be
metabolized by beneficial gut bacteria, POSs stimulate these microorganisms’ growth which
improves the host immune system (Babbar et al., 2016; Montilla et al., 2022). POSs have also
been linked to improvements in cholesterol and glucose blood levels, toxins binding and
removal, and anticancer and antimetastatic effects (Minzanova et al., 2018; Singh R.P. et al.,

2020; Zaitseva et al., 2020; Zhu et al., 2019).

Interestingly, yeast can also work in the production of POSs through their pectin lyases,
which cleave pectin glycosidic bonds at the fourth carbon, releasing hydrogen from the fifth
carbon, and producing unsaturated 4,5-unsaturated oligogalacturonides (Yadav et al., 2023).
Pectin lyase activity has been reported in the following yeast species: Pichia pinus (Moharib et
al., 2000), Cystofilobasidium capitatum (Nakagawa et al., 2005), Kluyveromyces wickerhamii,
Stephanoascus smithiae, Pichia anomala (da Silva et al., 2005), Wickerhamomyces anomalus,
Saccharomycopsis fibuligera, and Pichia kudriavzevii (Haile and Kang, 2019). Additionally,

genetically-engineered Pichia pastoris strains have shown to be well-succeeded in POS
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production, yielding oligogalacturonides (Yang et al., 2020) and rhamnogalacturonan

(Normand et al., 2012) as major products.

1.4 BESIDES PECTIN: HEMICELLULOSE AND CELLULOSE EXPLORATION

In addition to the abundant pectin structure found in orange waste, there is a broader
scenario where cellulose and hemicellulose structures can be explored. These structures
constitute the matrix of the waste (Figure 1) and offer potential for conversion into bioproducts
of interest, expanding the possibilities beyond pectin (Patsalou et al., 2020; Tsouko et al., 2020).
For example, Patsalou et al. (2020) investigated the conversion and recovery of four

bioproducts from citrus waste: essential oils, pectin, succinic acid, and fertilizer.

In this scenario, the remaining solids rich in hemicellulose and cellulose can be
recovered and utilized as raw material in other integrated pathways. The composition is
abundant in sugars such as glucose, xylose, and arabinose, which can be converted into high
and medium value-added bioproducts. These integrated conversion scenarios are noteworthy in
the industrial sector due to the volume and characteristics of the waste generated. Citrus waste,
owing to its high carbohydrate and low lignin content, can be exploited for biofuel and
bioproducts production without requiring pretreatments with high concentrations of chemicals
and substantial energy consumption. Consequently, pectin-free solid waste can be used to
produce food additives, organic acids, biofuels, and agricultural inputs. Thus, assessing
consecutive routes for producing bioproducts from this waste can be an approach to make these

processes economically viable on a large scale.

Oligosaccharides can be derived from the hydrolysis of the hemicellulose structure
present in orange waste. Similarly to what has been described above for POSs, these
hemicellulose-derived oligosaccharides are prebiotics of significant interest in the food industry
and can be prepared through autohydrolysis, acid hydrolysis, or enzymatic hydrolysis of the
hemicellulose-rich fraction (Cho et al., 2020; Martins and Goldbeck, 2023). Therefore,
following the extraction of pectin, it is feasible to explore this conversion route. The
hydrothermal process for extracting the pectin structure has been previously reported to
preserve 60% of the xylan content, enabling enzymatic conversion to xylooligosaccharides

(XOS). This process also facilitates the conversion of solid waste into energy, allowing for the
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design of a self-sufficient plant in accordance with the principles of the circular economy and

biorefineries (Martins and Goldbeck, 2023).

The utilization of this waste in the biofuel production chain is a viable strategy,
primarily due to the high carbohydrate that remains in the solid residue. Biohydrogen, biogas
and ethanol are among the most explored processes. Saadatinavaz ef al. (2021) evaluated citrus
waste for possible production routes of biomethane, acetone, butanol, biohydrogen, ethanol,
acetic acid, and butyric acid. Hydrothermal pretreatment unit operations were common to all
routes, and under optimized conditions, the prediction was a production of 4,560 kJ of energy
through sustainable processes (Saadatinavaz et al., 2021). Additionally, in an integrated
context, pectin, bioethanol, and methane were produced from citrus waste, enhancing the total
economic value of the products by 75 times compared to the approach of managing the waste

solely for anaerobic digestion (Vaez et al. 2021).

In addition to bioenergy, the pectin-free solid residue can be exploited for conversion
into various bioproducts. Recently, researchers utilized these residues to produce natural red
colorant using the fungus Talaromyces amestolkiae (titer 2.75 g/L) (Lima et al., 2023). The
enzymatic production of xylanases and cellulases was also evaluated, offering a potential route
for recovery (Lima et al, 2023). Another innovative approach for this waste involves its
conversion into bioplastics. A recent study explored this scenario using a cyanobacterial culture,
demonstrating that citrus waste hydrolysates could serve as an alternative culture medium for
polyhydroxybutirate (PHB) accumulation (Mishra and Panda, 2023). Arabino-
oligosaccharides, glucose-rich hydrolysate, and polylactic acid (PLA) have also been
successfully obtained from different fractions of citrus waste (tangerine peel) (Jang et al., 2022).
Additionally, bacterial cellulose has been obtained from pectin-free citrus waste, with the
remaining solid predominantly composed of cellulose and hemicellulose (Tsouko ef al., 2020).
Alternatively, non-biological conversion processes, such as the development of biofilms using
residual pulp and peels post hydrothermal pre-treatment of the waste, have been explored as

well (Santos et al., 2023).

Integrating processes to obtain various bioproducts presents an interesting alternative
for orange waste. After pectin removal, the remaining solids, typically rich in cellulose and
hemicellulose, offer endless possibilities. Whether through thermal, chemical, or enzymatic

hydrolysis, these pathways can provide alternative routes for obtaining a diverse range of
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bioproducts and bioenergy. The scalability of these processes on an industrial level not only

reduces waste generation but also establishes ecologically sustainable processes.

1.5 IMPROVING BIOCONVERSION FROM PECTIN-RICH WASTES

Despite the vast potential of orange waste as feedstock for multiproduct biorefineries,
some challenges must be overcome to achieve highly efficient conversion of orange residues
into valuable products. In this sense, the biotechnology field displays some tools that may offer
improved alternatives according to the bioprocess aim. Interestingly, many of these
improvements can be reached by engineering or prospecting the biocatalysts. The following
sections address some of these strategies, considering yeasts as the main employed biocatalyst.
It should be noted, though, that due to the limitation of optimization studies with oranges, other
fruits were considered in this review, considering that they are all plant-waste material and
pectin-rich biomasses. We are thus assuming that these similarities allow us to extrapolate many

of the advances obtained with other fruits” waste to the orange residue scenario.

1.5.1 Yeast genetic and metabolic engineering

Genetic and metabolic engineering is a framework in scientific development and plays
a key role in the global bioeconomy. In the bioprocess scenario, this field has been essential for
the production of biofuels and biochemicals through the development of cell factories, which
are engineered microorganisms that have had genes deleted or overexpressed with different
objectives, e.g., tolerance to adverse compounds and conditions or production of more than one
product of interest (Camara et al., 2022). The development of cell factories capable of efficiently
fermenting complex streams (e.g., hydrolysates of vegetal biomass) and the possibility of
developing new production routes of compounds (as alternatives to chemical routes) may be a
strategy to improve the cost-effectiveness of microbial conversion processes (Table 1) (Camara

etal., 2022; Yin et al., 2020).

One of the fields where genetic engineering is heavily exploited is the development of
robust strains for biofuel production. Plant-residual biomasses are widely available renewable

resources and viable alternatives for the development of biorefinery processes. However, a
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pretreatment step is essential to break the recalcitrant structure of these biomasses into cellulose,
hemicellulose, and pectin in order to improve enzyme access and saccharide solubilization. This
initial stage leads to the formation of inhibitory compounds, which include weak acids and furan
aldehydes (Vanmarcke et al., 2021). In this sense, to ensure a sustainable process, integrating
research has been developed to identify determinants of tolerance, (over)expression of genes
involved in the tolerance response, and the use of a robust microorganism capable of tolerating
these stressors, which includes genetic engineering (Baptista et al., 2021). Noteworthily,
Camara et al. (2022) carried out a huge data mining process of S. cerevisiae mutants (designed
to increase tolerance to inhibitory compounds) that led to overexpression or deletion of
approximately 4,000 unique genes, mostly for tolerance to compounds such as acetic acid,

formic acid, and furans.

In addition to being used to improve tolerance to inhibitory compounds, genetic
engineering has also been applied to enable yeast to metabolize different components
(generated during the lignocellulosic biomass pretreatment and hydrolysis steps) that are not
directly utilized by most yeasts — e.g., S. cerevisiae and the non-assimilation of pentoses like
xylose (Moysés et al., 2016; van Maris et al., 2006). In fact, in the ethanol industry, the co-
fermentation of pentose and hexose by simultaneous saccharification processes and microbial
metabolism is an important strategy to improve ethanol production yields and ensure the
development of a competitive and economically viable second-generation biorefinery (Liu et

al., 2022).
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Saccharomyces cerevisiae is the model industrial microorganism used to produce
ethanol. For this reason, it is generally used as an ideal host cell for genetic engineering to
perform simultaneous assimilation of glucose and other sugars (Wang et al., 2018). In addition,
S. cerevisiae is generally recognized as a safe (GRAS) organism, which enables it to be widely
used for pharmaceuticals and food. Thus, it ends up being the more commonly used yeast to
produce these compounds and in applications as a host for metabolic engineering strategies
(Pereira et al., 2019; Feng et al., 2022). This can be seen from the studies presented in Table
1. Not limited to S. cerevisiae, other microorganisms have also been reported as hosts for
metabolic engineering because they exhibit characteristics like high tolerance to fermentation
inhibitors, act under low pH conditions, and are more tolerant to high temperatures, such as the

Issatchenkia orientalis (Lee et al., 2022).

As the polymeric matrix of pectin has a complex structure, pectin-rich residues present
particular challenges in hydrolysis and fermentation. Depending on the pretreatment and
hydrolysis process, d-galacturonic acid is one of the quantitatively most abundant monomers,
negatively affecting yeast growth and fermentation (Martins et al., 2020; Perpelea et al., 2022).
Given these considerations, the use of d-galacturonic acid in S. cerevisiae has been the focus
of some recent studies (Perpelea et al., 2022; Protzko et al., 2018). An engineered strain was
able to consume d-galacturonic acid with the reported maximum specific rate of 0.23 g gcow™
h'! in minimal synthetic medium when glycerol was added under aerobic conditions. Adding
glycerol in pectin-rich hydrolysates was seen to bring an additional advantage by increasing
the available carbon that can be converted into ethanol. It was shown that ethanol production
from the co-fermentation of d-galacturonic acid and glycerol is a realistic opportunity, given

the yield obtained from this strategy (0.48 + 0.06 C-mol C-molsubstrato) (Perpelea et al., 2022).

As the production of ethanol from lignocellulosic biomass has already been
commercialized, research has been developed to expand the use of the substrate and to produce
chemical compounds in addition to ethanol, such as organic acids (Perpelea et al., 2022;
Stovicek et al., 2022). Dicarboxylic acids for example, are found at very low levels as yeast
products. However, the concentrations can be improved by using metabolic engineering.
Metabolic engineering strategies lead to relevant yields of dicarboxylic acids (malic and

succinic acid) from xylose as a carbon source (Kang et al., 2022; Stovicek et al., 2022).

The development of cell factories has been created either as alternative routes to the

chemical ones or to improve the efficiency of biochemical pathways naturally present in
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microorganisms. For example, the production of gastrodin — a phenolic glycoside — was
achieved using S. cerevisiae as a host of a compatible glycosyltransferase that recognizes 4-
hydroxybenzyl alcohol as a substrate and then applying a simultaneous chromosomal
integration strategy of CAR™", PPTcg-1"", AsUGT™", ubiC*", and ARO4K229L into the yeast
chromosomal rDNA. The authors demonstrated that the engineered strain produced a much
higher level of gastrodin (175 times more than the original gastrodin-producing strain) (Yin et

al., 2020).

Metabolic engineering can also be an interesting strategy in phenolic production when
challenges surround the scaling-up by natural biochemical pathways. This is the case of
resveratrol production, a polyphenolic compound of great importance mainly in the medical
field and health products (Feng et al., 2022). Efforts have been made to develop cell factories
capable of efficiently producing these compounds, as in the study conducted by Li ez al. (2016),
which applied the pull-push-block metabolic engineering strategy for overexpression of the
resveratrol biosynthesis pathway in S. cerevisiae, resulting in a concentration of 800 mg L' of
the compound in fed-batch fermentation using glucose as substrate. More recently, other
strategies have been applied to yeasts such as Yarrowia lipolytica, which is a versatile yeast
applied to the production of organic acids, and whose metabolic engineering has been
demonstrated to be able to increase levels of phenolic compounds (Gu et al., 2020; He et al.,

2020; Saez-Saez et al., 2020; Yuan et al., 2020).

Another efficient possibility of increasing yeast resistance to inhibitor compounds is
applying laboratory adaptive evolution. This approach approximates a process of evolution by
natural selection through the application of restrictive conditions for microbial propagation in
the laboratory, inducing the expression of a phenotype best suited to the hostile environment
(Barrick and Lenski, 2013; Menegon et al., 2022). It was recently reported that exposure of
yeast to toxic phenylalanine analogs induced mutation in two genes of the aromatic amino acid
biosynthetic pathway, ARO4 and TYRI, leading to overproduction of 2-phenylethanol and 2-
phenylethyl (Cordente et al. 2018).

Thus, although little explored, metabolic engineering and laboratory adaptive evolution
will progressively allow the construction of more robust strains for application in industrial
flows. This scenario may expand the variety of chemicals produced, making microbial cells

economically feasible for integrated biorefinery systems (Baptista et al., 2021).
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1.5.2 Indigenous yeasts on fruits: transforming their substrate into bioproducts

Many species have already been isolated from different environments, and represent a
still little-explored resource, offering innovation for biotechnological development in several
fields (Nandal et al., 2020). Indigenous microorganisms from diverse environments may
present interesting characteristics for industrial processes, and it is of scientific interest to
explore biological resources that enable the development of new strategies. Many researchers
examine and characterize different yeast species that exhibit relevant characteristics, such as
high tolerance to the saline environment, toxic compounds, high temperatures, and high
substrate concentration, and that can produce certain bioproducts with high efficiency. In this
context, when it comes to plant environments, yeast isolation may lead to the effective

production of volatile organic compounds (Fenner et al., 2022).

There is a wide diversity of microorganisms inhabiting fruits and vegetables, which are
interesting substrates for yeast prospecting. In fact, among the microorganisms indigenous to
these environments, yeasts are the dominant populations (10° a 107 CFU g!') (Pimentel et al.,
2021). These microorganisms play an important role in ecological relationships, which explains
their abundance in these environments. Considering the prospection of fruit-dwelled yeasts, it
is possible to explore the products resulting from these ecological relationships that can be
highly lucrative, mainly by the fermentative capacity and metabolite production of commercial
interest (Fenner et al., 2022; Pimentel et al., 2021). In addition, fermentative processes
conducted by indigenous yeasts can result in better adaptation to environmental factors as well

as enhanced volatile compound profiles (Macédo et al., 2023).

The increase in studies isolating yeast to produce volatile compounds and other
bioproducts has been essential for the understanding of genetic diversity, as well as for the
advances in the consolidation of commercial products, which is mainly directed to the food and
beverage field (Amorim et al., 2018; Macédo et al., 2023; Pimentel et al., 2021; Régo et al.,
2020). Besides, the production of volatile organic compounds from yeast has also been widely
evaluated as a biocontrol mechanism in agriculture. Several yeast species isolated from fruit
exhibited the potential to control pathogenic fungi through the production of volatile organic
compounds (see Table 1.2). As noted, the recovery of these compounds can be valuable for a

wide range of applications.
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Besides the relevance of yeast prospecting for the knowledge of the role of flavorings
produced in food or the mechanism of action in biocontrol, the difference in the diversity of
microorganisms is also a factor that affects the performance of autochthonous yeasts when used
on substrates from which it was isolated. It has been demonstrated that yeast performance is
enhanced when using fermentation media that have similarity to the source of the natural habitat
of these organisms (Macédo et al., 2023; Pimentel ez al., 2021), as it is the case of fruit residues.
Moreover, the microorganisms present in the residues can be different with the change of the
environment, being strongly dependent on intrinsic parameters, such as carbohydrate and
protein content and pH, and extrinsic parameters, such as climatic conditions and harvesting
periods (Pimentel et al., 2021). In summary, there is a scenario where yeasts isolated from fruit
and fruit residues are currently related to the identification of flavorings in food and beverage
(mostly) and biocontrol in agriculture. Fortunately, this can be exploited in bioprocesses by
fermentation of orange wastes to recover volatile organic compounds, providing a wide range

of opportunities for biotechnology expansion.

Recently, Macédo et al. (2023) evaluated the yeasts Hanseniaspora opuntiae and
Issatchenkia terricola, isolated from umbu-caja, and H. opuntiae, isolated from soursop, in the
fermentation of soursop and umbu-caja pulp. Higher metabolic activity of the yeast strains was
observed in the media produced with the fruit pulps from which the yeasts were isolated. All
strains were able to ferment the pulp, increasing the production of acetic acid and the

concentration of phenolics (Macédo et al., 2023).

Another interesting result for the production of volatile compounds by yeast isolated
from fruits was presented by Régo et al. (2020), which demonstrated that fermentation can be
directed to the production of specific volatile compounds from indigenous yeasts in cashew
juice. When co-inoculating Torulaspora delbrueckii and Hanseniaspora opuntiae with
Saccharomyces cerevisiae, the production of 2-propenoic acid and 3-phenyl-ethyl ester was
detected, whereas this compound was not observed in simple fermentation (only with S.
cerevisiae). The manuscript also identified 18 other volatile compounds from the mentioned
yeasts in simple fermentation and co-fermentation (Régo et al., 2020). These results supported
the proposition that autochthonous microorganisms may be more adapted to the matrix and
better able to carry out fermentative processes (Pimentel et al., 2021), being interesting in the

prospection for industrial expansion.
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1.5.3 Laboratory, semi-industrial, and industrial scale experiments

Several laboratory experiments have been developed to (i) optimize industrial
conditions, (i1) enable technology transfer, and (ii1) ensure the production of chemicals in an
integrated manner at the commercial level. It should be noted that, in addition to the efforts to
optimize processes with different waste biomasses, there is a need to bring laboratory research
closer to industrial demands. To this end, numerous efforts have been made to develop

microbial cell factories to drive scaling-up.

Moreover, it is necessary to consider the concentration of the final product for the
industry reality. For example, terpenoid production carried out in batch fermentations is at mg
L-!, which has no commercial significance. On the other hand, fermentation in a bioreactor with
a fed-batch mode of operation can provide titers on the grams per liter scale and higher yields
(Carsanba et al., 2021). For this purpose, the industrial production of compounds, e.g.,
terpenoids, is conducted in fed-batch mode, as it combines advantages of both batch and
continuous fermentation modes. Fed-batch in 2 L bioreactors conducted simulating the
industrial process of B-farnesene production by Amyris Inc. using a recombinant S. cerevisiae
strain resulted in yields above 97% after a six-days fermentation (Carvalho ez al., 2022). The
same discussion can be extended to phenolics, such as resveratrol. Recently, in a fed-batch
process, concentrations of approximately 800 mg-L! were achieved with glucose and ethanol

as substrate using the strain S. cerevisiae ST4990 (Li et al., 2016).

Strategies to optimize the production of high-value-added compounds are also explored,
either by adapting fermentative processes (e.g., co-culture) or operationalization. It has been
demonstrated that co-fermentation methods can improve other processes, such as with
indigenous yeasts (Hanseniaspora guilliermondii) and S. cerevisiae, which in co-culture

significantly improved the content of polyphenols and aromatic compounds (Xu et al., 2022).

It is important to highlight that xylitol is already a large-scale product, being mostly
produced from lignocellulosic biomass and chemical routes (Grand View Research, 2017).
However, in recent decades, biological routes have gained ground in industries, and research
efforts have driven these advances. For instance, to produce xylitol from lignocellulosic
biomass using biological route, the yeast S. cerevisiae PE-2-GRE3 (yeast engineered for xylitol
production, with overexpression of GRE3 gene from Pichia stipitis) and an enzyme cocktail of
cellulases and hemicellulases were used in simultaneous saccharification and fermentation

process and showed interesting conversion results (Baptista et al, 2020). In addition to
40
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engineered organisms, native yeasts have been identified and evaluated for their ability to
accumulate xylitol, especially yeasts of the genera Spathaspora and Scheffersomyces, which
have been essential to promote advances in the fermentation and production processes in single
or co-culture, besides enabling the identification of genes of interest for metabolic engineering

(Farias and Maugeri-Filho, 2021; Hickert et al., 2013; Neitzel et al., 2022; Scapini et al., 2022).

1.6 CONCLUSION

The most significant and recent findings about the biotechnological potential of orange
wastes, as low-cost feedstocks, and yeasts, as a microbial cell factory, were highlighted in this
review. Although for decades yeasts have shown an impressive competence in being genetically
engineered, we showed that nature on its own can offer us indigenous strains with the ability to
produce the most distinct and valuable bioproducts. This has been the case of fruit-isolated
yeasts, which naturally work as fruit-decomposing microbes, thus showing an innate capacity

to consume and transform residual biomasses.

According to the literature reviewed, at least twenty-one yeast species isolated from
natural environments are capable of being employed in citrus-waste-based biorefineries.
Cellulose, hemicellulose, and pectin hydrolysates have sugars that can be transformed into
ethanol, xylitol, and volatile organic compounds by those yeasts. Moreover, in a multiproduct
context, biorefineries may concomitantly produce bioactive polyphenols and terpenes that can
be of interest to pharmaceutical companies and food industry. Last but not least, some
indigenous yeasts display hydrolytic enzymes that can be used to generate xylan- and pectin-

derived oligosaccharides, which also have been proven to benefit human health.

Finally, our review shows that, in this scenario, the current flagship is probably process
scaling up. It is time to go from the laboratory to semi-industrial environments. Many
laboratory-tested and -analyzed strategies now must be optimized on larger scales to make fruit-

waste-based biorefineries real.
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CAPITULO 2: ARTIGO CIENTIFICO A SER SUBMETIDO COM OS
RESULTADOS EXPERIMENTAIS OBTIDOS DURANTE O MESTRADO

2.1 INTRODUCAO

As cascas de laranja, embora frequentemente descartadas como residuos, apresentam
um potencial significativo para uma variedade de aplicagdes biotecnoldgicas. A crescente
conscientizacdo sobre a necessidade de reduzir o desperdicio e aproveitar recursos renovaveis
estd impulsionando a prospeccdo de métodos inovadores para valorizar esses subprodutos
(Ortiz-Sanchez et al., 2020, 2023; Sepulveda et al., 2020).

Um aspecto chave desse esforgo ¢ a prospec¢ao de leveduras capazes de metabolizar os
componentes presentes nas cascas de laranja. Essas leveduras sdo essenciais para catalisar os
processos de fermentagdo que convertem os agucares € outros compostos das cascas de laranja
em produtos, como produtos para industrias de farmacos, bebidas e biocombustiveis (Carvalho
et al.,2021; Sudeep et al., 2020).

A pectina ¢ uma molécula encontrada em muitas plantas, especialmente em frutas como
a laranja. Ela ¢ um polissacarideo complexo que desempenha um papel importante na estrutura
das plantas, ajudando a manter a integridade das células vegetais e fornecendo resisténcia
mecanica aos tecidos (Gawkowska; Cybulska; Zdunek, 2018; Naqgash et al., 2017). A pectina
consiste, de forma simplificada, em uma cadeia principal composta por varias unidades de acido
galacturdnico ligadas por meio de ligagdes glicosidicas a-(1—4), que podem ser interrompidas
por unidades de L-ramnose através de ligagdes a-(1—2), onde se localizam as cadeias laterais,
compostas principalmente por galactose e arabinose, ¢ em menor medida glicose e xilose
(Seyfried et al., 2016). A pectina ¢ conhecida por sua capacidade de formar géis em solugdes
aquosas. Isso ocorre porque as cadeias de pectina podem se ligar umas as outras através de
ligagdes de hidrogénio, formando uma rede tridimensional que aprisiona a agua e cria uma
estrutura gelatinosa. Esse gel ¢ usado em muitas aplicacdes, incluindo na produgdo de geleias,
compotas, iogurtes, sorvetes e produtos de panificagdo, onde atua como um espessante,
estabilizante e agente de geleificacao (Akin-Ajani et al., 2021; Gawkowska; Cybulska; Zdunek,
2018; Seyfried et al., 2016).

A quebra da pectina resulta em varios monossacarideos, incluindo o 4acido
galacturdnico, a galactose e a xilose, que, dependendo da levedura, podem ser metabolizados
por meio da fermentagdo alcodlica para produzir etanol. Portanto, ao usar pectinases para

quebrar a pectina e facilitar a metabolizacao dos monossacarideos resultantes, ¢ possivel gerar
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etanol. As pectinases sdo as enzimas responsaveis por essa quebra, e englobam atividades
enzimaticas diferentes envolvidas na decomposi¢do da pectina em vérias plantas. E elas sdo
produzidas por microrganismos, mas a principal fonte para usos comerciais ¢ o fungo
filamentoso Aspergillus sp.

Existem leveduras na industria de fermentacdo capazes de fermentar carboidratos com
rendimento de etanol préximo ao maximo tedrico, considerando-se a conversao
estequiomeétrica. Entre elas, destacam-se a Saccharomyces cerevisiae, conhecida por sua ampla
aplicacdo na producao de diversos produtos fermentados, como pao, cerveja e vinho (Inés et
al., 2021; Rodrigues; Wahl; Gombert, 2021). Outra levedura comum ¢ o Kluyveromyces lactis,
também utilizado em processos fermentativos industriais (Karlovi¢ et al., 2020; Rodrigues;
Wahl; Gombert, 2021). Além disso, a Pichia stipitis, famosa por sua capacidade de expressar
proteinas heter6logas, também ¢ uma grande fermentadora (Karlovic¢ et al., 2020). Espécies do
género Candida, como Candida tropicalis e Candida guilliermondii, sdo leveduras capazes de
metabolizar 4cido galacturdnico, galactose e xilose (de Melo Pereira ef al., 2022; Yan et al.,
2021). Essas leveduras desempenham um papel fundamental na produgdo industrial de uma
variedade de produtos fermentados, incluindo etanol, 4cidos organicos e diversos produtos
quimicos.

Além da fermentacdo, a biotecnologia esta prospectando enzimas como celulase,
pectinase, amilase e xilanase, que tem diversas aplicagdes nas industrias alimenticia e téxtil.
Além disso ha também a concentragdo de esfor¢os para obter enzimas para biocombustiveis a
partir de biomassa lignoceluldsica (Brexo et al., 2020; Vargas et al., 2023). Essas enzimas sdo
capazes de quebrar as estruturas complexas das moléculas, liberando agucares e outros
compostos que podem ser utilizados na producao de bioprodutos (Haile; Ayele, 2022; Ma et
al.,2016).

Compreender o desenvolvimento microbiano e a geragao de produtos ao longo do tempo
¢ fundamental, e isso ¢ alcangado por meio de estudos cinéticos. Essas analises abrangem toda
a complexidade da vida microbiana: desde o crescimento propriamente dito até a sobrevivéncia
e a morte, passando pela producdo de produtos, adaptagdes, mutacdes, ciclos celulares, efeitos
ambientais e interacdes bioldgicas (Panikov, 2011).

Um dos principais objetivos dos estudos cinéticos ¢ determinar a taxa ou velocidade de
crescimento de uma populagao microbiana, cujo parametro central € a velocidade especifica de
crescimento. Durante o crescimento populacional do microrganismo, ha uma fase em que as

células ndo enfrentam limitagdes de nutrientes nem inibi¢des, € o0 meio apresenta condigdes
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fisico-quimicas adequadas e uma mistura homogénea. Nesse estadgio, a populagdo cresce a sua
maxima velocidade possivel, até que um substrato se torne limitante para o crescimento ou até
que concentragdes inibitorias de algum composto sejam atingidas (Hooper et al., 2012;
Panikov, 2011; Rakhmanov ef al., 2021).

A determinacdo da velocidade maxima de crescimento das leveduras e da quantidade de
biomassa gerada ¢ fundamental para otimizar os processos de fermentagdo. Esse conhecimento
permite ajustar as condigdes de cultivo para maximizar a produgdo de compostos desejaveis,
como etanol ou enzimas, enquanto minimiza o consumo de recursos (Inés et al., 2021; Panikov,
2011).

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo isolar leveduras a partir de residuos
de laranja em decomposig¢ao e realizar experimentos fermentativos em meios com carboidratos
encontrados nos residuos das frutas, avaliando sua velocidade de crescimento, biomassa gerada

e atividade pectinolitica dessas leveduras isoladas.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Caracterizacao residuos de casca de laranja

Para determinag¢do do teor de umidade, cinzas, extrativos, lignina total (soluvel e
insoluvel em 4cido), celulose e hemicelulose da biomassa de cascas de laranja antes e apds os
tratamentos quimicos realizados, seguiu-se os procedimentos descritos pela National
Renewable Energy Laboratory (NREL) (Sluiter et al., 2008)(Sluiter et al., 2012). Todas as

analises foram realizadas em quadruplicada.

2.2.1.1 Determinacao do teor de umidade das fracoes sélidas

Para determinar o teor de umidade, aproximadamente 6,0 gramas de amostra foram

\

homogeneizadas, pesadas em uma placa de Petri e levadas a estufa a 105°C, até massa

constante. O teor de umidade foi calculado a partir da Equacgao 1.

% umidade = (1 - (MH“)) «100 Equacdo |

M2-M1

Onde: M1 ¢ a massa da placa de petri vazia (g); M2 a massa da placa de petri com a amostra
umida (g); e M3 a massa da placa de petri com a amostra seca (g).
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2.2.1.2 Determinacao do teor de cinzas das fragdes solidas

Para a quantificacdo do teor de cinzas, aproximadamente 1,0g de material seco foi
pesado em cadinhos de porcelana, devidamente lavados e secos. A carbonizacdo do material
foi realizada em mufla, a 800°C, por duas horas. Em seguida, as amostras foram retiradas da
mufla e colocadas em um dessecador até atingirem temperatura ambiente. A calcinagdo foi
novamente realizada por mais 30 minutos para verificar a constancia de massa. A concentracao

de cinzas foi calculada a partir da Equagao 2.

% cinzas = <(zz:zi)) * 100 Equagio 2

Onde: M1 ¢ a massa do cadinho (g); M2 a massa do cadinho com a amostra (g); ¢ M3 a massa

do cadinho com as cinzas (g).

2.2.1.3 Determinacao do teor de extrativos das fracoes solidas

Cabe salientar que a determinacdo do teor de extrativos na biomassa apresenta duas
finalidades: quantificar os extrativos para analise compositiva € remover o material nao
estrutural antes da quantificagao da lignina e dos carboidratos, para que nao haja interferéncia
nas etapas analiticas subsequentes.

Para a determinagdo dos extrativos, cerca de 2,0g do material seco foi adicionado ao
cartucho de extracdo previamente confeccionado com papel filtro. Apdés a montagem dos
cartuchos, este foi introduzido na corneta de extracdo do Soxhlet. Posteriormente, adicionou-se
150 mL de agua destilada em cada baldo do extrator juntamente com pérolas de vidro. O
conjunto foi acoplado no equipamento e o aquecimento foi ligado, iniciando a extragdao. A
extracdo ocorreu até que o solvente em torno do cartucho de extrag@o se tornasse incolor.

Ap0s extragdo com agua destilada, as amostras foram novamente submetidas a uma
nova extracao utilizando 150 mL de alcool etilico em cada balao extrator. A extragao foi
mantida até o desaparecimento total da descoloracao das amostras. Ao término da extracao, de
forma a determinar a massa do material seco livre de extrativos, o cartucho foi seco em estufa

a 105°C até massa constante. Para o calculo do teor de extrativos utilizou-se a Equacao 3.

% extrativos = <(M1A;1MZ)> * 100 (Equagdo 3)

Onde: M; ¢ a massa da biomassa utilizada (g); e M> a massa da biomassa livre de extrativos

(2)-
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2.2.1.4 Determinacio do teor de lignina total, celulose e hemicelulose das fracdes solidas

Para determinar o teor de celulose, hemicelulose e lignina total (solavel e insoluvel em
acido), cerca de 0,3g de amostra foram pesadas em tubos de ensaio juntamente com 3 mL de
acido sulfarico (H2S04) 72% (v/v). Para a amostra controle, foram adicionados apenas 3 mL
de acido sulfurico. Posteriormente, os tubos foram colocados em um banho termostatico a 30°C
por 1 h, sendo homogeneizados com um bastio de vidro a cada 5-10 min. Apds o processo de
hidrolise 4cida concentrada, foi realizado o processo de hidrélise acida diluida, no qual os tubos
foram removidos do banho e tiveram seu contetdo transferido para erlenmeyers de 250 mL,
utilizando para isso, 84 mL de 4gua destilada, sendo a concentragdo do meio 4cido diluida para
4% (v/v). Para a completa hidrolise dos oligdmeros, os frascos foram vedados e colocados em
uma autoclave a 121°C e (1,1 bar) por 1 hora.

Decorrido o tempo, os frascos foram retirados da autoclave e resfriados até temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram filtradas a vacuo em funil de biichner, utilizando
papel de filtro (Figura 3a). A fracao solida obtida, foi lavada com dgua destilada em abundancia
— aproximadamente 500 mL —, e depois, seca em estufa, a 40°C até¢ massa constante. Para a
fragdo liquida, foram realizados dois procedimentos:

(1) O hidrolisado acido foi diluido na razao de 1:100, para realizar a leitura em um
espectrofotometro UV-Visivel (NOVA 1600/1800-UV Series) no comprimento

de onda de 280 nm, utilizando cubetas de quartzo.

(i1) Cerca de 20 mL do hidrolisado 4cido foi adicionado em béqueres de 50 mL, para
ter seu pH ajustado para a faixa entre 5 e 6 com o auxilio de Carbonato de Calcio
(CaCOs3) em pd. Posteriormente, uma aliquota foi filtrada em eppendorfs de 2
mL, utilizando seringa e filtros de seringa de 0,45 um. A aliquota filtrada foi
armazenada em freezer para posterior leitura em HPLC, a fim de quantificar as
concentracdes de lignina soluvel, carboidratos, grupos acetil, furfural e 5-
hidroximetilfurfural. Para a quantificagdo dos carboidratos e produtos em
decomposicao, foi utilizado um HPLC (modelo LC-MS, Shimadzu), equipado
com um detector de indice de refragdo (RID-1, Shimadzu) e uma coluna para
acidos organicos (Aminex HPX-87H, Bio-Rad). Na fase movel, foi utilizado 5
mM de 4cido sulfurico a uma temperatura de forno de 50 °C e um fluxo de 0,6
mL/min. As concentragdes dos produtos de decomposicdo foram determinadas

a partir da utilizagdo de um detector SPD-M20A, operado com uma coluna
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(NST-18), eluida com acetonitrila/agua a uma razao de 85:15 (v/v) e com acido
acético 1% (v/v), auma temperatura de forno de 40°C e um fluxo de 0,8 mL/min.
(Dresch et al., 2022; Tadioto et al., 2022b; Vargas et al., 2023)

Para o calculo do percentual de lignina soluvel e insolivel em acido, utilizou-se as

Equagdes 4, 5 e 6.

Conc. lignina solavel * V filtrado ~
g ! ) * 100 Equagdo 4

O Ti o . _
% lignina soluvel = ( T
Conc. lignina solivel = [41,87 = ((AT x FD) — APD) — 0,3279] x 107 Equag@o 5
APD = (Cl1 el + C2 €2
Onde: Viiirado € 0 volume do hidrolisado filtrado (0,087 L); M a massa de biomassa livre de
extrativos utilizada na hidrolise acida concentrada (0,3 g); AT a absorbancia da solucao de
lignina solavel junto com os produtos de degradagdo lidos em espectro UV-Visivel, a 280 nm;
FD o fator de dilui¢ao para leitura da absorbancia (100); e APD a absorbancia, a 280 nm, dos
produtos de decomposi¢do dos acucares, cujas concentragdes C1 e C2 foram determinadas por

HPLC e €1 e €2 sdo as absortividades do furfural e HMF (146,85 e 114,00 L/g cm), sendo esses
valores utilizados no calculo do APD retirados em estudos encontrados na literatura.

% lignina insolivel = ((%) * 100) — % cinzas  Equacgdo 6

Onde M ¢ a massa de biomassa livre de extrativos utilizada na hidroélise acida concentrada (0,3
g); M2 a massa da lignina insoluvel seca (g); e a % cinzas o teor de cinzas da biomassa in natura
livre de extrativos.

O percentual de lignina total foi obtido a partir da soma da lignina solavel em acido

(LSA) e lignina insoltvel em acido (LIA) na biomassa, conforme mostra a Equagao 7.

% lignina total = (% LSA + % LIA) = (1 — (E/100)) Equacao 7
Onde: E ¢ o teor de extrativos da biomassa, em % (m/m).

Para determinar os teores de celulose e hemicelulose, faz-se necessario converter a
concentragdo dos agucares, acidos organicos e produtos de degradacao na fonte de carboidrato
precursor. Diante disso, sdo usados fatores de hidrolise para a obten¢do de cada composto,
conforme indicado na Tabela 2.1. Para o calculo de determinagdo da celulose (Equagdo 8), sdao
somadas celobiose, glicose e HMF, enquanto para a hemicelulose (Equagdo 9), sao somadas

xilose, arabinose, acido acético e furfural.

47



48

Tabela 2.1 - Fator de hidrdlise de cada agucar, dcido organico ou inibidor utilizado para

integralizar o calculo de celulose e hemicelulose.

Componente Agucar, acido organico ou inibidor Fator de hidrolise
Celobiose 0,95
Celulose Glicose 0,90
HMF 1,29
Xilose 0,88
Hemicelulose Argbinose ) 0,88
Acido Acético 0,72
Furfural 1,37

Fonte: (Scopel, 2019).
[(0,95% Ce)+ (0,90% G)+ (1,29+ HMF)x V]*[l—(
M

£

100)]} Equacdo 8

% celulose = {

Onde: Ce ¢ a concentragdo de celobiose (g/L); G ¢ a concentragdo de glicose (g/L); HMF ¢ a
concentracao de hidroximetilfurfural (g/L); V € o volume do hidrolisado filtrado (0,087 L); E ¢
o teor de extrativos da biomassa (%); ¢ M a massa de biomassa livre de extrativos utilizada na
hidrolise acida concentrada (0,3 g).

[(0,88 * X) + (1,37 * F) + (0,72 * AA) + (0,88 % ARA) * V] * [1 — (i)]}

% hemicelulose = { - 100

Equacao 9

Onde: X ¢ a concentragao de xilose (g/L); F ¢ a concentragdo de furfural (g/L); AA ¢ a
concentragdo de acido acético (g/L); ARA ¢ a concentracdo de arabinose (g/L); V € o volume
do hidrolisado filtrado (0,087 L); E ¢ o teor de extrativos da biomassa (%); e M € a massa de
biomassa livre de extrativos utilizada na hidrdlise 4cida concentrada (0,3 g).

2.2.1.5 Determinacio de proteinas totais

A determinacao de proteinas foi realizada seguindo o método de Kjeldahl modificado,
conforme procedimento padrao descrito em manual do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo
Lutz, 2008). Esse método baseia-se na digestdo da amostra livre de umidade com acido
sulfurico concentrado sob aquecimento continuo, convertendo todo o nitrogénio organico em
ion amonio. Posteriormente, a solucdo obtida ¢ alcalinizada com hidroxido de sodio
concentrado, a amonia produzida nessa etapa destilada em sistema automatico de destilacao e
imediatamente captada por uma solu¢do de acido bdrico, que finalmente ¢ titulada com é&cido
cloridrico de concentragdo conhecida e padronizada. O método ¢ dividido nas etapas de

digestdo, destilacao e titulacao.
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Na etapa de digestdo, aproximadamente 0,2 g de amostra livre de umidade foi pesada
em papel filtro, seu peso anotado (P) e transferida para o tubo de Kjeldahl juntamente com 2 g
de catalisador (10 Na2SO4:1 CuS0O4.5H20) e 5 mL de acido sulftrico P.A. O ensaio foi
realizado em triplicata. Os tubos foram entao colocados no bloco digestor previamente aquecido
a uma temperatura entre 160-280°C por 10 a 15 min dentro de capela de exaustdo. Apos esse
periodo, a temperatura foi elevada para 375°C e a digestao foi mantida até o contetido dos tubos
de Kjeldahl tornar-se limpido (cor amarelo-esverdeada). Os tubos foram resfriados até
temperatura ambiente e seguiram para a etapa de destilagao.

Em seguida, misturou-se 5 mL de dgua destilada ao tubo com amostra digerida e
acoplou-se ao destilador de nitrogénio, onde, lentamente, adicionou-se 20 mL de hidroxido de
sodio 40%, a fim de alcalinizar a amostra. Apos o cessamento da reagdo no tubo, o destilador
foi ligado. Depois de alguns instantes, o frasco contendo 10 mL de solugado de 4cido borico 3%
e trés gotas de indicador vermelho de metila 0,2% + azul de metileno 0,2% (em alcool 95%)
foi acoplado no bico do condensador. A destilagdo perdurou até a solucdo de acido borico
atingir uma coloragdo verde clara, completando um volume de cerca de 50 mL, garantindo a
completa evaporagdo e condensacdo da amodnia presente na amostra. Por fim, o conteudo do
frasco foi titulado com solugdo de acido cloridrico 0,1 N padronizado até a viragem do indicador
de verde claro para rosa, tendo o volume de acido usado na titulagao anotado (V).

Para determinar a porcentagem de proteinas totais presentes no bagago de malte

utilizou-se a Equagao 10.

41 X6'25X°"’°14) x 100% Equacdo 10

% proteinas = (
Onde:
P = peso da amostra em gramas (g).
V = volume gasto de HCI 0,1 N na titulacdo (mL).
f = fator de correcdo resultante da padronizacdo do HCI1 0,1 N.
6,25 = fator de conversao geral.

0,0014 = miliequivalente grama do nitrogénio.
2.2.1.6 Extracio pectina

Para extracdo da fragdo de pectina da casca de laranja utilizou-se uma unidade
experimental composta por reator tipo tanque agitado e agitador mecanico (Fisatom, Modelo

713D) acoplado a um impelidor do tipo hélice naval, conforme mostra a Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Representagdo esquematica do aparato experimental utilizado no experimento.

170 mm

55 mm

(1) pHmetro de bancada; (2) Eletrodo de temperatura; (3) Impelidor; (4) Chapa aquecedora com controle de
temperatura; (5) Reator; (6) Motor de agitacdo e; (7) Controlador de agitagdo (rpm).

Fonte: Dresch et al., (2023)
Para a extragdo, aproximadamente 15,0g da casca de laranja em p6 (< 60 mm) foi tratada

com 200 mL de solucao de 4cido cloridrico (HCI) 0,5 M (pH 2,0). A extra¢do ocorreu a 650
rpm e 80°C por 2 horas em agitador mecanico. Apds o término da extragdo, o hidrolisado foi
filtrado a vacuo em funil de Biichner utilizando o tecido VOAL. A fragdo so6lida obtida foi seca
em estufa a 60°C por 24 horas, para a realizagao da caracterizacao fisico-quimica em termos do
conteudo de lignina total, celulose e hemicelulose. A pectina presente na fracao liquida foi
precipitada com etanol 95% (v/v) a 4°C, em uma razdo 1:2 (v/v). Posteriormente, a pectina
precipitada foi filtrada, lavada com etanol e seca em estufa a vacuo a 60°C até atingir peso
constante. A pureza da pectina foi determinada com base no teor de proteina (pureza (%) = 100
—teor de proteina) pelo método Kjeldahl, empregando fator de corregao de 6,25 para nitrogénio

total.
2.2.2 Triagem leveduras

Trinta e oito linhagens de leveduras previamente isoladas de laranjas em decomposicao,
pertencentes a Colecao Microbiologica do Laboratério de Bioquimica de Leveduras do Campus
Chapeco da UFFS, foram analisadas neste trabalho. Os codigos dessas leveduras estdao

discriminados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Cepas de leveduras isoladas de laranja em decomposicao.

51

CHAP-045 CHAP-055 CHAP-065 CHAP-075
CHAP-046 CHAP-056 CHAP-066 CHAP-076
CHAP-047 CHAP-057 CHAP-067 CHAP-077
CHAP-048 CHAP-058 CHAP-068 CHAP-078
CHAP-049 CHAP-059 CHAP-069 CHAP-079
CHAP-050 CHAP-060 CHAP-070 CHAP-080
CHAP-051 CHAP-061 CHAP-071 CHAP-081
CHAP-052 CHAP-062 CHAP-072 CHAP-082
CHAP-053 CHAP-063 CHAP-073

CHAP-054 CHAP-064 CHAP-074

Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).
Para o crescimento celular em microescala, as leveduras foram pré-crescidas em meio

YPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de glicose) por
aproximadamente 16 horas. Em seguida, aliquotas destes pré-crescimentos foram retiradas e
utilizadas para inocular (a uma absorbancia de aproximadamente 0,1 a 600 nm) meios minimos
contendo 6,7 g/L. de YNB (base nitrogenada de leveduras, pH 5,0) sem aminoacidos acrescidos
de 20g/L de um dos seguintes carboidratos: glicose, xilose, frutose, galactose ou acido
galacturdnico. As leveduras foram cultivadas em placas de 96 pogos com 100 pL. de meio de
cultivo em cada poco e seladas com AccuClear Sealing Film for gPCR (E & K Scientific),
objetivando condi¢des de crescimento microaerdbias. As placas foram incubadas a 30°C e
agitacdo orbital (amplitude 2 mm) em um leitor multifuncional (TECAN ECHISTO INFINITE
M200 PRO), onde o crescimento celular foi acompanhado pela absorbancia a 570 nm a cada
15 minutos. O experimento foi realizado em duplicata.

A velocidade especifica maxima de crescimento (umax) foi determinada através da
Planilha de calculo de velocidade especifica conforme Schimidell ef al. (2001) pelo método

geométrico de célculo de derivadas.

2.2.3 Curvas de crescimento em frasco agitado

Inicialmente, foi realizado um pré-indculo das cepas por 48 horas em meio s6lido YPDA
(10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona de caseina, 20 g/L de glicose e 20 g/L de
agar). Os pré-cultivos foram mantidos por 48 h em estufa a 30°C. Posteriormente, as cepas

foram cultivadas em meios YP (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, pH 7,0) contendo,
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alternadamente, 1% de pectina bruta (PB), 1% de pectina purificada (Sigma-Aldrich) (PS), 1%
de casca de laranja desidratada e triturada (CT), 1% de galactose (GAL) ou 1% de glicose (GLI).
As leveduras também foram testadas em meios acrescidos de 50 mg/L de pectinase de
Aspergillus niger (Sigma), conforme descrito por Ma et al. (2016): pectina bruta+pectinase
(PBE), pectina sigma+pectinase (PSE) ou casca triturada+pectinase (CTE).

Os inodculos foram realizados com alca estéril calibrada de 1 uL em frascos erlenmeyer
de 250 mL com um quinto do seu volume preenchidos com os meios de cultura (contendo 25
mL de YP + 25 mL dos meios com agucares supracitados). Apds inoculo, os frascos foram
incubados a 30°C sob agitagdo de 145 rpm pelo periodo de 90 horas. Dentro desse periodo,
foram realizadas coletas a cada 12 h para acompanhar o crescimento celular das leveduras por
espectrofotometria (Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer) com o

comprimento de onda de 570 nm.

2.2.4 Ensaios de atividade enzimatica

Para as analises da atividade pectinolitica, vinte ¢ uma linhagens de levedura foram
cultivadas conforme descrito na se¢ao anterior. Ao fim dos cultivos, 1 mL do meio de cada
cultura foi centrifugado (3 min a 5000 rpm) e os sobrenadantes coletados foram utilizados para
determinagdo da atividade enzimatica. Os ensaios foram realizados seguindo um protocolo
adaptado de (Albarello et al., 2023). Resumidamente, 10 uL. do sobrenadante coletado de cada
cultura (conforme descrito acima) foram transferidos para microplacas de 96 pocos com 15 pL
de tampao Succinato-Tris 0,15 M contendo 10 g/L pectina purificada sigma (pH 5,0), visando
permitir que enzimas eventualmente presentes no sobrenadante coletado pudessem hidrolisar a
pectina liberando acido galacturdnico. A reagdo ocorreu com a placa selada por um periodo de
1 h em banho-maria ultratermostatizado a 30 ¢ 50 °C. Como controles negativos, foram
utilizados 10 pL de meio de cultura estéril (ndo inoculado).

Apos a incubagido, a concentragdo de agucar redutor (adcido galacturdnico) em cada pogo
foi determinada conforme descrito por (Santos et al., 2017). Para tanto, foi preparada uma curva
de calibragado adicionando concentracdes crescentes de acido galacturonico (0 a 2 g/L) a novos
pocos. Em seguida, 25 pL. de DNS (4&cido 3,5-dinitrossalicilico a 1% e tartarato duplo de sédio
e potassio a 30% em NaOH 0,4 M) foram adicionados a todos os pogos (contendo as amostras,
o controle negativo e a curva padrdo). A placa foi novamente selada e, desta vez, incubada por
5 min a 100°C para reagdo com DNS. Posteriormente, 330 pL. de agua destilada foram

adicionados a cada poco e as medidas de absorbancia foram imediatamente realizadas em leitor
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de microplacas sob comprimento de onda de 490 nm. Com base na quantidade de é4cido
galacturénico nos pocos, a atividade de pectinase foi expressa como U/mL, onde uma unidade
(U) corresponde a 1 nmol de agucar liberado por minuto a temperatura de 30 ou 50 °C.

A determinac¢do da atividade pectininolitica de cada cepa sera realizada em triplicata.
Os resultados da atividade enzimatica serdo submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com
valor de p < 0,05, para verificar se os grupos amostrais diferiram significativamente do grupo
controle (meio de cultura), e teste de Tukey com aceitacao de 95% (p < 0,05), para verificar se
os grupos amostrais diferiram significativamente entre si. Essas andlises estatisticas foram
realizadas no software GraphPad Prism. Os dados sdo apresentados como médias + desvios

padrao.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Composicao cascas de laranja

A composicao fisico-quimica da biomassa das cascas de laranja foi analisada para a
determina¢do do percentual de extrativos, lignina total, celulose e hemicelulose presente no
referido residuo. Os percentuais de celulose e hemicelulose encontrados (vide Tabela 2) sao
trés vezes maiores do que os observados por Gaind (2017), que realizou a caracterizacao de
cascas de laranja e obteve 12,7% de celulose e 5,3% de hemicelulose. J& no estudo realizado
por Davila ef al. (2015), as cascas de laranja apresentaram 60,96% de celulose, 32,97% de
hemicelulose e 6,07 de lignina total. Os dados de Rivas ef al. (2008), por sua vez, apontam

16,9% de extrativos, 9,21% de celulose e 10,5% de hemicelulose em cascas de laranjas.

Tabela 2.3 - Composig¢ao fisico-quimica da fracao solida obtida apos o tratamento com acido

acético em base seca.

Cinzas (%) Extrativos (%) Lignina total (%) Celulose (%) Hemicelulose (%)
nd* 25,16 £0,52 18,68 = 1,01 37,77+ 1,15 18,14 + 3,87

*nd: ndo detectado
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
A partir do método de extracao acida realizado no presente trabalho foi possivel obter
11,63% de pectina (18,88 g/L) com grau de pureza de 92,83% através das cascas de laranja.

Em um comparativo com estudos similares, o estudo conduzido por Rivas et al. (2008) obteve
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42,5% de pectina, enquanto Fakayode e Abobo (2018) obtiveram um rendimento entre 12,93 e
29,05%.

Essa variacdo de rendimento entre os estudos, segundo Iiiiguez-Moreno et al. (2024),
esta relacionado a influéncia do pH e da temperatura com o tempo de extracdo. A medida que
a temperatura aumenta, aumenta-se solubilidade da pectina e, consequentemente, a taxa de

extragdo (Fakayode; Abobi, 2018).
2.3.2 Cultivo celular em microescala

A velocidade especifica maxima de crescimento foi determinada em todas as leveduras
isoladas. As linhagens foram assim testadas diante dos monossacarideos glicose, xilose, frutose,
galactose e acido galacturonico, constituintes da pectina de cascas de laranja (Davila;
Rosenberg; Cardona, 2015; Ma et al., 2016).

Foi possivel observar que nos meios contendo glicose, xilose, frutose e galactose todas
as linhagens apresentaram crescimento celular. Diante do acido galacturdnico, porém, apenas
13 das 38 linhas foram capazes de crescer. Os valores de pmax obtidos para cada uma das cepas
em cada um dos meios testados estdo discriminados na Tabela 2.4. Em glicose, a linhagem
CHAP-049 foi a que apresentou maior velocidade especifica de crescimento (pmax=0,93/h).
Diante da xilose, as cepas CHAP-058, CHAP-071 e CHAP-077 se destacaram, com o valor de
pumax=0,82/h. No meio contendo frutose foi obtido um pmax=0,98/h para a cepa CHAP-058;
para o meio contendo galactose o maior valor (umax=0,96/h) foi observado para a CHAP-060;
e, para o meio com acido galacturénico, a melhor performance foi da cepa CHAP-054, com
umax=0,29/h.

Inés et al. (2021) realizaram um trabalho utilizando diferentes linhagens de S. cerevisiae
em meios contendo glicose e frutose e verificaram que a velocidade especifica de crescimento
maximo variou entre 0,28 e 0,31/h em glicose e entre 0,36 ¢ 0,32/h diante da frutose. Assim
sendo, nossos dados apontam que as linhagens isoladas de laranjas em decomposi¢cdo
apresentaram velocidades trés vezes superiores as da espécie mais empregada pela industria.

Num estudo que empregou cepas de Kluyveromyces marxianus em meios contendo
galactose, os autores observaram pmax de 0,34-0,37/h (Rodrigues; Wahl; Gombert, 2021), o
que corresponde a pouco mais de um ter¢o daquilo que observamos em nossas analises. Em
estudo realizado com Pichia stipitis em meios contendo 30 g/L xilose, a taxa maxima de

crescimento especifico foi observada numa variagdo de 0,17 a 0,28/h (Lee et al., 2000),
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aproximadamente um quarto do que foi aqui verificado para as linhagens CHAP-058, CHAP-
071 e CHAP-077.
Tabela 2.4 - Velocidade especifica maxima de crescimento (¢max) calculada para cada uma
das linhagens a partir dos dados experimentais de crescimento celular obtidos durante cultivos
em microescala. Os dados representam a média e o desvio padrdo de dois experimentos

independentes. Os valores mencionados no texto encontram-se em negrito.

Carboidrato
Cepa Glicose Xilose Frutose Galactose ACid? .
Galacturonico

CHAP-045 0,34+ 0,00 0,42 + 0,03 0,57+0,18 0,53 +£0,01 -
CHAP-046 0,82+ 0,21 0,20 £+ 0,00 0,97 £ 0,20 0,88 £0,01 -
CHAP-047  0,92+0,29 0,67+0,18 0,92 +0,07 0,28 £0.01 -
CHAP-048 0,70+ 0,01 0,72 £ 0,02 0,88 +0,22 0,07 £ 0,00 0,26 +0.01
CHAP-049 0,93 + 0,02 0,65+0,10 0,39 = 0,00 0,43 £0.,00 0,13 £ 0,00
CHAP-050 0,68+0,13 0,46 £ 0,01 0,73 £ 0,06 0,59 £0.01 0,12+ 0,00
CHAP-051  0,85=+0,02 0,41 +0,01 0,78 +0,01 0,69 = 0,05 -
CHAP-052  0,62+0,12 0,36 = 0,00 0,63 £0.,01 0,36 £0.,02 0,14 +0,01
CHAP-053 0,68 +0,22 0,31 +0.01 0,73+ 0,11 0,52 £ 0,03 -
CHAP-054 0,69 0,02 0,61 £0,05 0,58 £ 0,05 0,35+ 0,04 0,29 + 0,01
CHAP-055 0,83 +0,03 0,71 £ 0,02 0,53 £0,02 0,51 £0,00 -
CHAP-056  0,65+0,22 0,74 £ 0,15 0,45+ 0,02 0,61 £0,20 -
CHAP-057 0,74+ 0,12 0,76 = 0,05 0,73 £ 0,03 0,88 £ 0,09 -
CHAP-058 0,83 +0,10 0,82 + 0,01 0,98 + 0,04 0,65+ 0,01 0,10+ 0,00
CHAP-059 0,73 +0,04 0,45 £ 0,00 0,60 = 0,09 0,75 £0,02 -
CHAP-060 0,61 0,00 0,31 +0,02 0,85 +0,35 0,96 + 0,06 -
CHAP-061 0,61 +0,01 0,61 +0,07 0,67 = 0,09 0,64 = 0,03 -
CHAP-062 0,56+ 0,08 0,31+0,01 0,65+0,25 0,41 £0,01 -
CHAP-063 0,51 0,08 0,62 + 0,09 0,50 + 0,02 0,44 £0,02 -
CHAP-064 0,42+ 0,04 0,31+0,01 0,45+ 0,03 0,49 £ 0,00 -
CHAP-065 0,59+0,12 0,24 + 0,03 0,52 £ 0,05 0,79+0,12 0,24 + 0,02
CHAP-066  0,39=+0,01 0,27 +£ 0,02 0,46 = 0,09 0,56 £0,15 -
CHAP-067 0,80+ 0,00 0,48 +0,08 0,52 £ 0,06 0,67 £0,02 -
CHAP-068 0,66+ 0,22 0,31 +0,01 0,66 = 0,09 0,80 £+ 0,00 -
CHAP-069 0,43 +£0,05 0,21 £0,03 0,49 £ 0,02 0,51 £0,06 0,25+ 0,02
CHAP-070 0,91+ 0,05 0,20 = 0,00 0,80+0,10 0,81 £0,09 0,28 + 0,03
CHAP-071 0,92 +0,07 0,82 + 0,09 0,76 = 0,14 0,85+0,07 -
CHAP-072  0,41+0,11 0,31+0,04 0,54 +0,01 0,53 £0,01 0,15+0,01
CHAP-073  0,55+0,02 0,57 + 0,00 0,70 £ 0,01 0,47 £ 0,00 0,16 £ 0,05
CHAP-074 0,68 £0,24 0,35+ 0,02 0,75+ 0,11 0,75+ 0,03 0,20 + 0,00
CHAP-075 0,79+ 0,06 0,31 +0,01 0,79 £ 0,04 0,62 +£0,10 0,21 £0,10
CHAP-076 0,55 =0,01 0,52 +0,30 0,48 £ 0,05 0,78 £0,08 -
CHAP-077 0,71+ 0,20 0,82 + 0,15 0.68+0,01 0,78 = 0,33 -

55



CHAP-078
CHAP-079
CHAP-080
CHAP-081
CHAP-082

0,69 + 0,23
0,51 0,11
0,57+ 0,06
0,71+ 0,18
0,58+ 0,12

0,31+0,02
0,68 +0,16
0,51+0,10
0,47 £0,05
0,53 + 0,02

0,63 + 0,06
0,84 + 0,06
0,48 +0,13
0,71 £ 0,02
0,70 + 0,09

0,52 + 0,03
0,74 + 0,04
0,45+ 0,04
0,70 + 0,04
0,80 + 0,03

(-) linhagem nao apresentou crescimento celular no carboidrato.

Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).
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Na figura 2.2 encontram-se as curvas de crescimento em microescala das cinco

linhagens que se destacaram diante do 4cido galacturdnico: CHAP-048, CHAP-054, CHAP-65,

CHAP-0,69 e CHAP-070. As cinco cepas apresentaram valores de umax bastante semelhantes:

0,26, 0,29, 0,24, 0,25 e 0,28/h, respectivamente.

Figura 2.2 — Curvas de crescimento em microescala obtidas para o acido galacturdnico nas

Densidade Optica (570nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).
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cepas da CHAP-048, CHAP-054, CHAP-65, CHAP-0,69 e CHAP-070.
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O 4cido galacturonico € o principal composto presente na pectina e, desse modo, avaliar

como essas leveduras se desenvolvem nesse agucar ¢ de suma importancia para conseguir

identificar leveduras capazes de transformar hidrolisados de pectina em produtos de interesse

industrial.
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2.3.3 Crescimento em frascos agitados

Através dos ensaios em microescala, foi possivel avaliar os melhores desempenhos
diante dos monossacarideos que compoem a pectina. Desse modo, para subsequente analise em
frascos agitados, foram escolhidas as onze cepas que melhor cresceram em acido galacturdnico
e outras dez com base nos demais agucares testados. Dessa forma, as seguintes linhagens foram
cultivadas em frascos Erlenmeyer diante da pectina bruta que obtivemos (PB), da casca de
laranja triturada (CT), da pectina comercial (PS) e dos monossacarideos glicose (GLI) e
galactose (GAL), com ou sem adi¢do de pectinase de 4. niger: CHAP-045, CHAP-047, CHAP-
048, CHAP-049, CHAP-051, CHAP-054, CHAP-055, CHAP-058, CHAP-059, CHAP-063,
CHAP-065, CHAP-067, CHAP-069, CHAP-070, CHAP-071, CHAP-072, CHAP-073, CHAP-
074, CHAP-075, CHAP-076 e CHAP-082.

As vinte e uma linhagens acima foram capazes de crescer em todas as condigdes testadas
(Figura 3). Os maiores crescimentos foram observados nos meios com glicose e galactose, por
serem mondmeros menos complexos para metabolizacao, tendo destaque para as cepas CHAP-
049 ¢ CHAP-070. Para os demais meios contendo PB, CT, PBE, PSE e CTE, as curvas de
crescimento foram similares. E para o meio contendo apenas PS, as leveduras tiveram menor

densidade Optica detectada.
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Figura 2.3 — Perfis de crescimento celular das leveduras testadas em frascos com agitagdo

contendo meios de PB, PS, CT, GLI, GAL, PBE, PSE ¢ CTE.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).

2.3.4 Atividade enzimatica

Os experimentos de atividade enzimatica foram conduzidos com as vinte € uma
linhagens testadas em frascos agitados. As capacidades pectinoliticas foram verificadas nos
cultivos com pectina bruta extraida das cascas de laranja, pectina purificada da sigma e cascas
de laranjas trituradas. Meios estéreis foram utilizados como controles negativos. Haja vista que
0s meios estéreis apresentaram algumas quantidades de agucar redutor, todos os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) com valor de p<0,05, para verificar se os grupos
amostrais diferiam significativamente do meio de cultura.

Assim, considerando a ANOVA para as atividades detectadas em meios com pectina
bruta, a atividade pectinase da cepa CHAP-051 se destacou a 30°C (Figura 2.4-A). Para a
temperatura de 50°C, trés linhagens apresentaram atividade significativa: CHAP-048, CHAP-
051 e CHAP-059 (Figura 2.4-B).

Figura 2.4 — Atividade enzimdtica nos meios contendo pectina bruta nas temperaturas de

30°C (A) e 50°C (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2024)
Nos meios contendo a pectina da sigma, duas cepas apresentaram producao de pectinase

detectavel a 30°C: CHAP-049 e CHAP-067 (Figura 2.5-A), com 24,053 e 14,209 U/mL,

respectivamente. Para a temperatura de 50°C, 6 cepas tiveram destaque, atividades de 47,723,
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28,529, 38,856, 20,573, 19,600 e 23,124 U/mL para CHAP-047, CHAP-048, CHAP-049,
CHAP-059, CHAP-067 e CHAP-076, respectivamente (Figura 2.5-B).

Figura 2.5 — Atividade enzimatica nos meios contendo pectina sigma nas temperaturas de

30°C (A) e 50°C (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).
A diferenca entre o controle negativo e os sobrenadantes dos cultivos foi mais

pronunciada quando os testes utilizaram amostras de meio contendo a pectina comercial
(Sigma). Essa diferenca ¢ possivelmente devida ao menor grau de pureza da pectina bruta que
aqui obtivemos. E provavel que, nesse caso, agticares redutores contaminantes da pectina bruta
tenham elevado os valores do respectivo controle negativo.

Para o meio contendo as cascas trituradas, nao foi identificado diferenga significativa
entre o meio estéril e os demais meios inoculados com as cepas de leveduras. Esse fato pode
estar relacionado com os acucares redutores presentes nas cascas de laranja.

As aplicagdes de preparacdo enzimatica sdo limitadas pelo elevado custo das pectinases
(Ma et al., 2016). Desse modo, obter linhagens de leveduras capazes de promover a quebra da
pectina em fragdes menores ¢ extremamente desejavel, o que demonstra o potencial
biotecnoldgico desses microrganismos. Duas das linhagens aqui estudadas (CHAP-047 e
CHAP-051) apresentaram atividade pectinolitica >40 U/mL. Esses dados, quando comparados
aos da literatura (apontados acima), sugerem que essas leveduras poderiam ser utilizadas em

atividades industriais que requeiram a hidrélise do polissacarideo em questao.
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2.4 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu realizar a caracterizagao fisico-quimica de cascas de laranja.
Além disso, cultivos celulares em microescala diante de cinco diferentes agtcares pécticos
(glicose, frutose, xilose, galactose e 4cido galacturonico) permitiram identificar, dentre 38
linhagens isoladas de laranjas em decomposi¢do, leveduras com alta velocidade especifica de
crescimento. Essas caracteristicas sdo relevantes para atividades industriais que tenham
residuos de laranjas como matéria-prima ou hidrolisados pécticos como substrato.

As analises enzimaticas apontaram sete cepas com atividade pectinase significativa. A
obtencao de linhagens de leveduras capazes de catalisar a quebra da pectina em fragdes menores
¢ altamente vantajosa, evidenciando o notavel potencial biotecnologico dos microrganismos
aqui caracterizados. Além disso, os dados sugerem que essas leveduras produzem pectinases

com possiveis aplicagdes nas industrias alimenticia, farmacéutica e de biocombustiveis.
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CAPITULO 3: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.1 INTRODUCAO

A utilizagdo de residuos de cascas de laranja na obten¢do de etanol ¢ uma pratica
promissora e sustentavel que tem recebido crescente aten¢do devido aos seus beneficios
econOmicos € ambientais. As cascas de laranja, frequentemente descartadas como residuos pela
industria de processamento de frutas, representam uma fonte rica em agucares fermentaveis,
tornando-as uma matéria-prima atrativa para a produ¢do de biocombustiveis, como o etanol
(Sharma et al., 2017).

O processo de obtengao de etanol a partir de residuos de cascas de laranja envolve varias
etapas. Inicialmente, as cascas de laranja sao coletadas e preparadas para extracdo dos agucares
presentes em sua composicao. Este processo pode incluir a trituragdo das cascas para aumentar
a area de superficie disponivel para a extra¢do e a aplicacdo de métodos enzimaticos ou
quimicos para quebrar as estruturas celulares e liberar os agucares (Zema et al., 2018).

Uma vez extraidos, os acgticares podem ser fermentados por leveduras em um ambiente
controlado. As leveduras, assim, metabolizam esses carboidratos convertendo-os em etanol e
didxido de carbono por meio da fermentacdo alcodlica. Este processo ¢ semelhante ao utilizado
na produc¢do de etanol a partir de outras fontes de biomassa, como graos de cereais ou cana-de-
acucar (PerSuric et al., 2020), embora os agucares disponiveis a fermentagdo sejam distintos.

Apo6s a fermentagao, o liquido resultante, conhecido como mosto fermentado, passa por
processos de destilacao para separar o etanol do restante dos componentes presentes. O etanol
obtido pode entdo ser purificado e utilizado como biocombustivel em motores de combustao
interna ou como aditivo em combustiveis convencionais (Zema et al., 2018).

A utilizacao de residuos de cascas de laranja na producao de etanol apresenta diversas
vantagens. Além de aproveitar uma matéria-prima abundante e frequentemente subutilizada,
esse processo contribui para a reducdo do volume de residuos organicos destinados a aterros
sanitarios, ajudando a mitigar problemas ambientais associados a disposi¢do inadequada de
residuos. Além disso, a produgdo de etanol a partir de fontes renovaveis como as cascas de
laranja contribui para a reducdo das emissoes de gases de efeito estufa, ajudando a combater as
mudangas climdticas (Suri; Singh; Nema, 2021).

A utilizacdo de residuos de cascas de laranja na obtencao de etanol utilizando leveduras
representa uma abordagem sustentdvel e economicamente vidvel para a producdo de

biocombustiveis. Esse processo demonstra o potencial de aproveitamento de recursos naturais
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renovaveis e a importancia da inovagao na busca por solugdes energéticas limpas e sustentaveis
(Nirmal et al., 2023).

Assim, no intuito de avaliar o efeito de diferentes varidveis sobre o desempenho
fermentativo das leveduras, foi realizado um delineamento experimental com as 2 cepas
(CHAP-070 e CHAP-074) que se destacaram nos experimentos apresentados no capitulo

anterior.

3.2 METODOLOGIA

As leveduras selecionas (CHAP-070 e CHAP-074) foram pré-crescidas pelo periodo de
48 h em meio solido de YPDA (descrito no capitulo anterior) e entdo submetidas aos dois
Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais (DCCR) abaixo descritos, elaborados no
software Protimiza Experimental Design (Rodrigues; lemma, 2014). Apds o pré-cultivo, os
indculos foram realizados com alga estéril calibrada de 1 uL.

Em um dos delineamentos, as cepas foram cultivadas em frascos Erlenmeyer
preenchidos em 1/5 da capacidade com meio YPGAL (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 0,5% de galactose) com variacdo de pH e concentracdes varidveis da pectina
comercial da Sigma (PS) e da pectinase de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich), conforme
descrito na Tabela 3.1. Os frascos foram mantidos a 30°C sob uma agitacao de 145 rpm por 90
h. Dentro desse periodo, foram realizadas coletas a cada 12 h para acompanhar o crescimento
celular das leveduras. As leituras foram realizadas no espectrofotdometro Thermo Scientific

Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer ® com o comprimento de onda de 570nm.
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Tabela 3.1 — Valores codificados e reais para cada variavel do Delineamento Composto Central

Rotacional realizado com a Pectina comercial da Sigma e a Pectinase de Aspergillus niger.

Variaveis
Assay Pectinase (mg) pH Pectina (%)

Codificados  Reais Codificados Reais Codificados Reais
1 -1 25 -1 5 -1 0,5
2 1 50 -1 5 -1 0,5
3 -1 25 1 9 -1 0,5
4 1 50 1 9 -1 0,5
5 -1 25 -1 5 1
6 1 50 -1 5 1
7 -1 25 1 9 1 1
8 1 50 1 9 1 1
9 -1,68 16,48 0 7 0 0,75
10 1,68 58,52 0 7 0 0,75
11 0 37,5 -1,68 3,64 0 0,75
12 0 37,5 1,68 10,36 0 0,75
13 0 37,5 0 7 -1,68 0,33
14 0 37,5 0 7 1,68 1,17
15 0 37,5 0 7 0 0,75
16 0 37,5 0 7 0 0,75
17 0 37,5 0 7 0 0,75

Fonte: Elaborado pelo autor, (2024)
Em cada coleta também foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada Erlenmeyer para

centrifugacdo (9000 rpm/3 min) e armazenamento dos sobrenadantes a -20°C. Aliquotas dos
meios antes do inoculo (t=0h) e os sobrenadantes dos trés pontos correspondentes ao fim da
fase exponencial de crescimento e inicio da fase estaciondria (t=24h, t=36h e t=48h) foram
filtrados (filtro de 0,45 uM) e analisados em HPLC. Para a determinacdo do etanol foi utilizado
o HPLC LCMS-2020 com detector de indice de refracdo RID-10 (Shimadzu). A coluna
utilizada foi a Aminex HPX-87P sendo ajustada uma vazao de 0,6 mL/min cuja fase movel era
agua Milli-Q ®.

Em outro DCCR, as cepas foram cultivadas em YPGAL com variacdo de pH e
concentragdes variadas de hidrolisado de pectina (descrito no capitulo anterior), conforme
distribuicao apresentada na Tabela 3.2. Os cultivos foram realizados a 30°C e 145 rpm por 90
h. Amostras foram coletadas a cada 12 h para a determinagdo do crescimento celular e reserva
de sobrenadantes. Além das amostras t=0h de cada meio, foram submetidas a analise em HPLC
(conforme descrito acima) as amostras correspondentes ao fim da fase exponencial de
crescimento e inicio da fase estaciondria — neste caso, t=24h, t=36h e t=48h, para a CHAP-

070, e t=24h, t=48h e t=72h, para a CHAP-074.
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Tabela 3.2 — Valores codificados e reais para cada variavel do Delineamento Composto

Central Rotacional realizado com hidrolisado de pectina.

Variaveis
Assay Hidrolisado (%) pH
Codificados  Reais Codificados Reais
1 -1 0,5 -1 5
2 1 1 -1 5
3 -1 0,5 1 9
4 1 1 1 9
5 -1,41 04 0 7
6 1,41 1,1 0 7
7 0 0,75 -1,41 4,17
8 0 0,75 1,41 9,83
9 0 0,75 0 7
10 0 0,75 0 7
11 0 0,75 0 7

Fonte: Elaborado pelo autor, (2024)
Os dados obtidos por HPLC foram todos submetidos a anélises estatisticas no software

Protimiza (citado anteriormente) com um nivel de significancia de 10%. Como resposta dos

delineamentos, foi avaliada a producado de etanol.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as cepas testadas foram capazes de crescer nas diferentes condi¢des fornecidas
através dos delineamentos experimentais. As amostras escolhidas para analise em HPLC foram
as do t=0h; t=24h; t=36h e t=48h para os meios da pectina sigma em ambas as cepas escolhidas
(CHAP-070 e CHAP-074). Para os experimentos com o hidrolisado de pectina na CHAP-070
foram escolhidos os t=0h; t=24h; t=36h e t=48h; e para a CHAP-074, t=0h; t=24h; t=48h e
t=72h. A escolha dos diferentes tempos para as analises foi através das curvas de crescimento
das leveduras, e os tempos escolhidos se deram por ser onde inicia a fase estaciondria das

leveduras, conforme Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Curvas de crescimentos CHAP-070 e CHAP-074 nos meios com pectina sigma e

hidrolisado de pectina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2024)

A producdo de etanol obtida a partir dos experimentos realizados no delineamento
experimental estd disposta na Tabela 3.3. Nota-se que no meio contendo a pectina comercial,
com a CHAP-070 nos experimentos 2 e 3, no t=24h, foram obtidas as maiores concentragdes
de etanol, sendo de 3343 e 3943 mg/L, respectivamente. Para a CHAP-074, os maiores valores
obtidos foram de 1145 mg/L no t=24h do experimento 16 e 1338mg/L no t=36h do experimento
14. Na CHAP-074, observou-se que no t=36h, em alguns dos experimentos, o etanol nao foi
identificado, indicando que foi consumido pelos microrganismos. E apos, no t=48h, se obteve
concentracdes de etanol novamente, podendo assim indicar que houve uma hidrdlise da
molécula de pectina e ocorreu novo processo de fermentagao.

Para os experimentos onde foi utilizado o hidrolisado de pectina, a CHAP-070 teve
concentragdes mais elevadas na producdo de etanol em relacdo a outra cepa testada (Tabela
3.3). As concentragdes mais elevadas foram identificadas no t=24h, possuindo a concentragao
mais elevada de 909 mg/L no experimento 11. Pode-se identificar que no t=48h e t=72h nao

havia mais etanol nos meios, indicando o consumo do etanol pelos microrganismos.
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Tabela 3.3 — Produgao de etanol (mg/L) obtida nos diferentes meios de cultivos em diferentes

tempos de coleta

Pectina sigma Hidrolisado pectina
N CHAP-070 CHAP-074 CHAP-070 CHAP-074
Producao etanol (mg/L) Producao etanol (mg/L)
t=24h t=36h t=48h t=24h t=36h t=48h t=24h t=36h t=48h t=24h t=48h t=72h

1 165 304 337 472 0 246 605 252 0 158 227 0
2 3343 289 357 626 0 294 705 238 0 150 375 0
3 3943 512 444 545 376 221 653 334 0 232 298 0
4 152 526 547 578 0 460 825 253 0 188 235 0
5 155 346 525 622 0 306 892 474 0 185 251 0
6 406 313 406 764 0 292 854 507 0 294 191 0
7 264 204 482 773 0 549 815 509 0 274 255 0
8 211 845 456 883 0 324 776 424 0 190 170 0
9 197 461 416 719 0 402 822 484 0 209 220 0
10 339 879 423 435 479 308 694 319 0 179 214 0
11 359 514 653 307 0 376 909 422 0 163 229 0
12 278 456 499 305 875 0 - - - - - -
13 339 360 579 452 299 262 - - - - - -
14 363 426 325 301 1338 344 - - - - - -
15 437 158 534 315 163 0 - - - - - -
16 586 729 723 1145 308 345 - - - - - -
17 617 492 544 439 294 213 - - - - - -

Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).

Koutinas et al. (2016) exploraram o potencial de producdo de etanol a partir de casca de
laranja e obtiveram 54 g/L do alcool apo6s a otimizacao de pardmetros com a levedura Pichia
kudriavzevii KVMP10. No trabalho realizado por Kyriakou et al. (2020), que utilizaram
hidrolisados sintéticos de residuos de cascas citricas (contendo glicose, frutose, sacarose), os
autores verificaram até 63 g/L de etanol utilizando S. cerevisiae como microrganismo
fermentador. Esses valores encontrados na literatura estdo bastante acima dos encontrados no
presente trabalho. Contudo, vale notar, especialmente neste ultimo, que os agucares
disponibilizados sdo sabidamente fermentados com facilidade pelas leveduras, diferentemente
das condig¢des a que nés submetemos as linhagens CHAP-070 e CHAP-074.

A partir da analise de variancia (ANOVA) dos dados obtidos da producao de etanol nos
meios contendo a pectina comercial, o valor do coeficiente de correlagdo mais elevado foi de
R?*=56,45% para a CHAP-070 em t=48h. Apesar do baixo coeficiente de correlagdo, a anélise

dos graficos de superficie resposta (Figura 3.2) sugerem que os valores intermedidrios de pH,
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pectina e pectinase promovem as melhores condi¢cdes para uma maior produgdo de etanol. Para
a CHAP-074, os coeficientes foram todos inferiores a 50% (dados nao mostrados).
Figura 3.2 — Superficies de resposta para producao de etanol considerando pH vs
concentracdo de pectinase (A), concentragdao de pectina vs concentracao de pectinase (B) e
concentracgao de pectina vs pH (C) para a linhagem CHAP-070 em t=48h.

A B C

pH (X2)
Pectina Sigma (Xs, %)
Pectina Sigma (X», %)

A
15 20 25 30 35 40 45 50 60 15 25 30 35 40 45 50 55 60
Pectinase (X:, mg) Pectinase (X:, mg)

Fonte: Elaborado pelo autor, (2024).
Para o meio contendo o hidrolisado de pectina, os coeficientes de correlagdao foram ainda

menores, inviabilizando qualquer possibilidade de conclusao a partir dos dados obtidos.

3.4 CONCLUSAO

O presente estudo tentou realizar a otimizacao das condicdes testadas através do DCCR
com meios variando concentracdo de pectina, concentragdo de hidrolisado de pectina, pH,
concentragdo de pectinase em fermentagdes conduzidas pelas cepas CHAP-070 e CHAP-074.

Foi possivel constatar que houve pequenas concentragdes de etanol produzidas através
das cepas de leveduras testadas, entretanto, os resultados obtidos indicam os parametros

testados nado influenciaram na produgao de etanol.
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