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RESUMO

As pectinas sdo hidrocol6ides naturais, encontrados na parede celular priméaria das
células vegetais e nas camadas intercelulares, contribuindo para adesdo entre as células,
firmeza e resisténcia mecéanica dos tecidos. Estdo presentes em grande quantidade nos
subprodutos das industrias de extracdo de sucos citricos, e muitas vezes sdo descartados de
forma inadequada, representando um grande passivo ambiental. Objetivando o
aproveitamento desses residuos como uma alternativa de baixo custo para a producdo de
polihidroxialcanoatos (PHAs), foi estudado o uso de &cido galacturdnico e hidrolisados
pécticos para crescimento celular de Cupriavidus necator e Pseudomonas putida. Foram
estudados meétodos de hidrélise &cida e enzimatica, atraves da aplicacdo de planejamento
fatorial e metodologia de superficie de resposta. Os resultados indicaram que o método de
hidrolise enzimética foi mais eficiente permitindo obter um maior rendimento de compostos
redutores (CR). As variaveis investigadas foram a concentracdo da enzima endo-
poligalacturonase (endo-PG) e a agitacdo, mantendo-se a concentracdo de substrato em 1%
(p/v). Os resultados obtidos foram comparados com a performance enzimatica realizada com
uma maior concentracdo de substrato (10% p/v) empregando-se diferentes concentracOes de
enzima. Ambos o0s resultados indicaram que a concentragdo enzimatica de 10 Ul/g de pectina
favoreceu a obtencéo de CR, permitindo atingir em média 70 g/L de CR a partir de 100 g/L de
pectina. Ambos 0s micro-organismos cresceram na presenca de acido galacturénico, mas
apenas C. necator apresentou crescimento satisfatorio nos meios formulados com os
hidrolisados pécticos, com velocidades especificas de crescimento ([vax) € taxas de conversdo
de substrato em células (Ys) semelhantes aos valores encontrados em estudos com outros
substratos, como glicose, acgucar invertido e melago. Essas condi¢des de cultivo permitiram

um crescimento celular acima de 10 g/L e o acimulo intracelular de polihidroxialcanoatos.

Palavras-chave: Hidrolise &cida. Hidrélise enzimatica. Pectina. Cupriavidus necator.
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ABSTRACT

Pectins are natural hydrocolloids, found in primary cell wall of plants and in the
intercellular layers, contributing to adhesion between cells, firmness and mechanical strength
of tissues. Present in large amounts in byproducts of the extractive industries of citrus juices,
they are often disposed improperly, representing a major environmental liability. Aiming at
the use of this waste as a low cost alternative for the production of polyhydroxyalkanoates
(PHAS), galacturonic acid and pectin hydrolyzed were studied for cell growth of Cupriavidus
necator and Pseudomonas putida. Methods of acid and enzymatic hydrolysis were studied
through the application of factorial design and response surface methodology. Results
indicated that the method of enzymatic hydrolysis was more efficient allowing a higher yield
of reducing compounds (RC). The variables investigated were the enzyme (endo-
polygalacturonase) concentration and agitation, keeping the substrate concentration on 1%
(w/v). The results obtained were compared with enzymatic performance employing a higher
concentration of substrate (10% wi/v) and different concentration of enzyme. Both results
indicated that the enzymatic concentration of 10 Ul/g of pectin favored the production of RC,
attaining 70 g/L of RC from 100 g/L of pectin. Both microorganisms grew in the presence of
galacturonic acid, but only C. necator presented satisfactory growth in media formulated with
pectic hydrolysates, with maximum specific growth rate (uwmax) and conversion rate of
substrate in cells (Yxss) similar to the values found in studies with other substrates, such as
glucose, invert sugar and molasses. These cultivation conditions allowed a cell growth above

10 ¢g/L and intracellular accumulation of polyhydroxyalkanoates.

Key-words: Acid hydrolysis. Enzymatic hydrolysis. Pectin. Cupriavidus necator.
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1. INTRODUCAO

Na década de 40 a descoberta dos materiais plasticos revolucionou a industria e a
sociedade, devido as suas caracteristicas de flexibilidade, versatilidade, praticidade, e
principalmente durabilidade, tudo isso atribuido a um material de baixo custo, que
rapidamente substituiu produtos e embalagens de outros materiais, como papel, vidro e
metais, assumindo posicao relevante na sociedade e tornando-se cada vez mais presente no
nosso dia a dia.

Sua aplicacdo em materiais de rapida circulacdo, aliado ao descarte inadequado, fez de
uma de suas principais caracteristicas — durabilidade — a grande causadora de graves danos
ambientais. Além de se encontrarem espalhados nos grandes centros urbanos, tambem se
acumulam por todos os ambientes onde ha presenca do homem, e com as aguas das chuvas
sdo levados aos corregos e rios, chegando ao mar. Nos oceanos se acumulam em grandes
manchas de material parcialmente degradado, sendo que atualmente ja sdo conhecidas cinco
dessas manchas de pléasticos, calculando-se cobrirem mais de 40% da superficie dos oceanos
ou ¥ do globo terrestre (O GLOBO, 2010), causando a morte de muitos animais marinhos,
que o confundem com o alimento.

Em decorréncia aos danos ambientais, tem aumentando a conscientizacdo global da
sociedade pela minimizacdo dos residuos gerados; em contrapartida, a comunidade cientifica
busca alternativas tecnoldgicas para esse problema. Os polimeros biodegradaveis vém
ganhando destaque nesse cenario, como os polihidroxialcanoatos (PHAS) que sdao acumulados
por diversos microrganismos como reserva de carbono e energia.

A bactéria Cupriavidus necator € um dos mais interessantes para aplicacdo industrial,
pois em condicdes desfavoraveis de crescimento e na presenca de excesso de fonte de
carbono, pode acumular mais de 80% de sua massa seca em PHAs, utilizando diversas fontes
de substrato (RAMSAY, 1994). Dentre as espécies do género Pseudomonas varias possuem a
capacidade de acumular PHAs, e apesar de acumularem menor quantidade intracelular,
conseguem utilizar uma extensa variedade de substratos, como alcanos e acido alcandico,
produzindo PHASs de cadeias médias e longas (HAYWOOD et al., 1988, apud ANDERSON
& DAWES, 1990).

Esses biopolimeros possuem todos os atributos para substituirem os plasticos de
origem petroquimica, mas seu entrave comercial esta relacionado ao alto custo de producéo.

Este chega a ser de 5 a 10 vezes mais oneroso que o0s polimeros de sintese quimica (POIRIER



et al., 1995; GOMES & BUENO, 1997), o que em parte esta relacionado ao substrato
utilizado como fonte de carbono, que pode representar 40% do custo de producdo (KIM,
2000). Muitos trabalhos tém buscado fontes alternativas de matéria prima, como a utilizacdo
de residuos agroindustriais, que além do baixo custo, muitas vezes ndo sdo tratados
adequadamente.

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de laranja e maracuja, respondendo
por mais da metade do suco de laranja produzido no Mundo. A industrializacdo de ambas as
frutas gera grandes volumes de residuos, que chegam a representar mais da metade do peso
dos frutos. Residuos agroindustriais, como farelos, cascas e bagacos de frutas sdo ricos em
pectina e outros componentes, podendo ser fontes de carbono e energia viaveis para processos
de biotransformacéo (PINTO et al., 2006).

Poucos trabalhos tém sido feitos visando a sacarificacdo da pectina, sendo o acido D-
galacturdnico uma importante matéria-prima na industria de alimentos, farmacéutica e de
cosmeticos, podendo ser usado na fabricacdo de vitamina C, agentes acidificantes e
tensoativos (JORNEDING et al., 2002). N&o hé relatos na literatura sobre o uso de pectina ou
seus produtos de hidrolise para a producao de biopolimeros por via microbiana.

A pectina é susceptivel a degradacdo por métodos de hidrdlise acida ou enzimatica.
Métodos acidos geralmente sdo empregados em procedimentos analiticos, mas as
divergéncias nos resultados sugerem que as técnicas devem ser significativamente melhoradas
(LEITAO et al., 1995). Condigdes fortemente acidas por tempos prolongados acarretam em
taxas de destruicdo dos GalA’s livres, maiores do que as taxas de liberacdo do polimero
(GARNA et al., 2006).

Ja 0s métodos enzimaticos sdo mais empregados na industria para aumentar o
rendimento nos processos de extracdo e clarificacdo de sucos. Entre as pectinases as endo-
PGs (E.C.3.2.1.15) sdo provavelmente os biocatalisadores mais importantes, sendo capazes de
hidrolisar tanto pectina como acidos pécticos. No entanto, do ponto de vista cinético poucos
trabalhos tem sido feitos para entender o modo de agdo dessas enzimas (KISS et al., 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os métodos de hidrdlise acida e
enzimatica da pectina para obtencdo de acido galacturénico e outros monossacarideos
constituintes, e utilizd-los como substrato para crescimento celular e producdo de

polihidroxialcanoatos por C. necator.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Investigar métodos de hidrélise acida e enzimatica de pectina para obtencdo de altos
rendimentos de compostos redutores visando utilizar os hidrolisados como substrato para

crescimento celular e producdo de polihidroxialcanoatos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Investigar as condicdes de hidrolise &cida e enzimatica de uma pectina comercial por meio
de planejamento fatorial;

- Auvaliar a capacidade de crescimento celular de C. necator e P. putida utilizando &cido
galacturdnico e hidrolisado péctico como fontes de carbono;

- Definir o método de hidrolise que possibilite a obtencdo de altos rendimentos de compostos
redutores a partir da pectina;

- Selecionar o micro-organismo mais adequado para crescimento celular utilizando o
hidrolisado péctico;

- Comparar o crescimento celular e a producdo de polihidroxialcanoatos, pelo micro-
organismo selecionado, utilizando glicose e hidrolisado péctico como substratos na
formulagdo do meio de cultivo;

- Realizar a extragdo dos polihidroxialcanoatos e comparar os polimeros obtidos com o0s

diferentes substratos utilizados.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros sdo macromoléculas de alto peso molecular, sintetizados por diversos
organismos Vvivos, presentes como constituintes estruturais, sendo em sua maioria, de origem
organica. De acordo com sua estrutura quimica podem ser classificados como
poliaminoéacidos, polissacarideos e poliésteres.

Poliaminoacidos sdo formados por ligacGes polipeptidicas, com estrutura
majoritariamente protéica, podendo variar de polimeros solUveis a estruturas extremamente
resistentes, como os fios das teias de aranhas. Como bioplastico de origem polipeptidica,
podemos citar o poly-y-glutamato, produzido por fermentagdo (RAMSAY & RAMSAY,
1999). Esses polipeptidios tém despertado o interesse para uso em copolimeros, como
relatado por Zhu et al. (2010), na sintese de poli(etileno glicol)-bloco-poli(benzil L-
glutamato)-graft-poli(etileno glicol) (PEG-b-PBLG-g-PEG).

Os polissacarideos sdo produzidos por uma ampla variedade de micro-organismos e
plantas, com diferentes estruturas e composic¢oes. Celulose, hemicelulose, amido e pectina,
produzidos por plantas, sdo os mais abundantes na natureza, mas muitos outros biopolimeros
produzidos por algas e micro-organismos, como agar, alginato, xantana, gelana e dextrana,
possuem propriedades interessantes (GLAZER & NIKAIDO, 2007). Pectina e alginato tém
sido estudadas na obtencdo de biofilmes reticulados com célcio, para aplicagdo em
embalagens ativas (SILVA et al., 2009; BIERHALZ, 2010).

Dentre os polissacarideos, os polimeros de amido vém sendo os mais estudados para a
producdo de biofilmes. O amido pode ser submetido a modificacbes quimicas de
esterificacdo, dando origem ao amido modificado; ou ser extrudado, dando origem a um
material termoplastico denominado amido desestruturado. Ambos podem ser blendados com
polimeros advindos do petrdleo, ou outros biopolimeros, dando origem ao amido complexado
(PRADELLA, 2006). Pellicano e colaboradores (2009) obtiveram excelentes taxas de
degradacdo em um composto polimérico formado por poli(hidroxibutirato-co-valerato)-PHBV
(Biocycle®), poli(butilenoadipato-tereftalato)-Ecoflex® e amido de mandioca, mantendo as

propriedades fisico-mecéanicas a um custo viavel para aplicacdo comercial.



A outra classe de biopolimeros sdo os poliésteres, formados por ligagdes ésteres entre
moléculas de acidos organicos. Dentre eles temos os polilactatos, que sdo produzidos por
sintese quimica a partir do acido latico, e os polihidroxialcanoatos, compostos por acidos
hidroxialcandicos e produzidos por diversos micro-organismos (RAMSAY & RAMSAY,
1999; PRADELLA, 2006).

3.2. POLIHIDROXIALCANOATOS

3.2.1. HISTORICO E DISTRIBUICAO NA NATUREZA

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres de acidos carboxilicos acumulados
como material de reserva energética por mais de uma centena de espécies de micro-
organismos (LAI et al., 2005; GLAZER & NIKAIDO, 2007), mas novas descobertas e
estudos recentes vém comprovando sua ampla distribuicdo na natureza, indicando a sua
presenga em uma infinidade de organismos vivos.

Oligdbmeros de polihidroxibutirato (PHB) de baixo peso molecular, com 120 a 200
unidades monomeéricas, podem ser encontrados como constituintes de membranas celulares, o
que em Escherichia coli permite que as células sejam competentes as transformacdes

genéticas. Podem ainda ser encontrados em tecidos vegetais, em 6rgdos de animais (como
coragdo de boi, figado de galinha, rim de suino) e no plasma do sangue humano (KESSLER
& WITHOLT, 1999).

Esse grupo de polimeros foi descoberto em 1926, quando o microbiologista francés
Maurice Lemoigne do Instituto Pasteur descobriu e caracterizou o poli(3-hidroxibutirato) (P-
3HB) em bactérias do género Bacillus megaterium (GLAZER & NIKAIDO, 2007). Em 1958,
Macrae e Wilkinson, estudando a mesma espécie de Bacillus, verificaram que este micro-

organismo armazenava o PHB, principalmente quando as proporg¢des de carbono/nitrogénio
no meio estavam altamente elevadas, concluindo que este polimero era armazenado como
material de reserva de carbono e energia (SLEPECKY & LAW, 1960).

Ainda na década de 60 a descoberta de propriedades termoplésticas aumentou o
interesse sobre os plasticos biodegradaveis, levando em 1962 a ser depositada nos EUA, por
J.N. Baptisti, a primeira patente sobre a producdo industrial de PHAs, apesar de a produgéo



industrial sé vir a ocorrer 20 anos mais tarde (BRANDL et al., 1990; ANDERSON &
DAWES, 1990).

A partir da década de 70, motivados pela crise do petroleo, diversas pesquisas
comecgaram a serem desenvolvidas. Em 1974, a ocorréncia de PHAs em lodo ativado de
esgoto mostrou a inclusdo de outros mondmeros ao polimero, além do ja conhecido 3-
hidroxibutirato, como o 3-hidroxivalerato (3-HV) e 3-hidroxihexanoato (3-HHx). Em 1983,
analises de PHAs em sedimentos marinhos revelaram a presenca de outros 11 mondmeros de
hidroxialcanoatos (GLAZER & NIKAIDO, 2007).

A producdo industrial de PHAs s6 teve inicio em 1982, quando a empresa inglesa
Imperial Chemical Industrie (ICI) reconheceu o potencial do PHB como substituto dos
plasticos de origem petroquimica, passando a produzir e comercializar um poliéster
biodegradavel com o nome comercial de Biopol® (ANDERSON & DAWES, 1990), um
copolimero de PHBV produzido por bactérias a partir de uma mistura de glicose e acido
propiénico (PRADELLA, 2006). O produto ndo teve grande sucesso comercial na época,
principalmente pelo seu alto custo, e somente em 1990 uma empresa alema (Wella®) passou a
comercializar um shampoo em embalagens de Biopol® (KESSLER & WITHOLT, 1999).

Nesse periodo, a ZENECA Bioprodutos (antiga ICI) iniciou o desenvolvimento do
processo de producdo de PHB e PHBV em plantas transgénicas, que continuou a ser
desenvolvido apos ser incorporada pela Monsanto (EUA) em 1996 (PRADELLA, 2006). Em
2001 a Monsanto vendeu sua marca Biopol® para a Metabolix dos EUA, porém continuou
trabalhando para a producdo de PHB e PHBV em plantas geneticamente modificadas
(KESSLER & WITHOLT, 1999).

Em 2004, a Procter & Gamble dos EUA (P&G®) emergiu com um polimero de
propriedades fisicas superiores ao PHB e PHBV, um copolimero de PHB com 3-
hidroxihexanoato (PHB/HHx) denominado Nodax®, produzido por processo de fermentacdo
utilizando micro-organismos geneticamente modificados, a partir de glicose e 6leos vegetais,
sobretudo 6leo de palma. A P&G® licenciou a empresa japonesa Kaneka Co para producio de
Nodax® em escala industrial (PRADELLA, 2006).

O PHB também foi explorado comercialmente pelas empresas W.R. Grace e Chimie
Linz, que foi sucedida pela Biomer, localizada na Alemanha, que produz este homopolimero
por bactérias em biorreatores de pequena escala a partir de sacarose. A Mitsubishi Gas
Chemical Company, no Japao, também produz o PHB a partir de metanol, com o nome de
Biogreen® (PRADELLA, 2006).



No Brasil em 1992, uma parceria entre Coopersucar, IPT (Instituto de Pesquisas
Tecnolégicas do Estado de Sdo Paulo) e ICB (Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo), deu inicio as atividades de pesquisa nessa area, com a selecdo de
uma nova espécie Burkholderia sacchari, isolada de solos de canaviais, possuindo uma boa
capacidade de acumulo de PHB, a partir de sacarose (SILVA et al.,, 2007). Em 1995 a
tecnologia de producéo desenvolvida foi transferida para a industria PHB — Industrial, com
planta piloto implantada na Usina da Pedra em Serrana — SP, com capacidade de producdo
nominal de 5 ton/ano. Em 2000 a planta foi remodelada, inserindo algumas alteracdes no
processo, e aumentando sua capacidade para 50 ton/ano. Hoje a empresa, controlada pelo
Grupo Balbo, é proprietaria da marca Biocycle®, através da qual comercializa seus produtos
(PHB e PHBYV) para o Brasil e mercado externo (BIOCYCLE, 2011).

3.2.2. CARACTERISTICAS E APLICACOES

Os PHAs sdo armazenados na forma de corpos de inclusdo (granulos), com peso
molecular na faixa de 2x10° a 3x10° Da, variando de acordo com a espécie de micro-
organismo e as condic@es de crescimento (BYROM, 1994). Esses granulos sdo insolveis em
agua e ficam localizados no citoplasma da célula bacteriana, com a vantagem de armazenar
excesso de nutrientes sem afetar o seu condicionamento fisiologico (VERLINDEN et al.,
2007).

A superficie do granulo é revestida com uma camada de fosfolipidios e proteinas,
predominantemente PHAsIns, uma classe de proteinas que é capaz de influenciar o nimero e
tamanho dos granulos de PHA (POTTER et al., 2002). A esterioespecificidade das enzimas
biossintéticas garantem a configuracao estereoquimica R, apresentada por todos os PHAs que
tém sido caracterizados até 0 momento (KESSLER & WITHOLT, 1999; VERLINDEN et al.,
2007).

Atualmente sdo conhecidos mais de 150 acidos hidroxialcandicos que podem compor
os PHAs (REHM, 2003; SILVA et al.,, 2007), entre as diferentes especies de micro-
organismos, dependendo das fontes de carbono utilizadas na suplementagdo dos meios de
cultura. Esses mondmeros indicados na Figura 1 como radicais (R), freqientemente
encontram-se na forma de 3-hidroxialcanoatos (3-HAs) com cadeias de 3 a 14 atomos de
carbono, mas podem se encontrar na forma de 4-HAs ou 5-HAs, com cadeias saturadas e
insaturadas, podendo conter grupos alifaticos e arométicos (DOl et al., 1992;
STEINBUCHEL & VALENTIN, 1995).



Figural - Formula geral dos PHAS
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Fonte: Silva et al., 2007.

Por essa ampla variedade de radicais (R) as possiveis combinacgdes de poliésteres sao
praticamente infinitas, sendo que as propriedades fisico-quimicas sdo regidas pela disposicao
e pelos diferentes tipos de mondmeros que compdem a cadeia polimérica (SIM et al., 1997).
Com base no tamanho da cadeia carbonica dos seus mondmeros, os PHAs podem ser
divididos em dois grupos: os polimeros com monémeros de cadeia curta (SCL — Short-Chain-
Length), que possuem residuos de 3 a 5 atomos de carbono, e os polimeros com mondmeros
de cadeia média (MCL — Medium-Chain-Length), com residuos de 6 a 14 atomos de carbono
(STEINBUCHEL & LUTKE, 2003). No Quadro 1 temos alguns exemplos de radicais
MOoNOMericos.

Quadro 1- PHAs e seus respectivos grupos R

Abreviatura Nome do Composto Radical (R)

PHB Poli (3-hidroxibutirato) CH;

P(4HB) Poli (4-hidroxibutirato) H
PHV Poli (3-hidroxivalerato) CH,CH;

P(4HV) Poli (4-hidroxivalerato) CH3
PHHx Poli (3-hidroxihexanoato) (CH,),CH;

P(5HHx) Poli (5-hidroxihexanoato) CH;
PHO Poli (3-hidroxioctanoato) (CH,)4CH;
PHD Poli (3-hidroxidecanoato) (CH,)6CH;
PHDD Poli (3-hidroxidodecanoato) (CH,)gCH;

Fonte: Adaptado pelo Autor.

O PHB foi o primeiro PHA a ser descoberto, sendo, portanto, 0 mais bem estudado e
conhecido. Caracteriza-se por ser fragil, possuir pouca elasticidade e alto grau de
cristalinidade (SUDESH, 2000), com temperatura de fusdo perto de 180° C (DOI et al., 1990).
A fim de melhorar essas caracteristicas e expandir suas aplicacfes, diversos trabalhos tém




sido desenvolvidos buscando descobrir novas combinagdes de monémeros que melhorem as
suas caracteristicas termoplasticas (DOI et al., 1995). Algumas das propriedades fisicas do
PHB e seus copolimeros podem ser comparadas ao polipropileno e sdo mostradas no Quadro
2.

Quadro 2 - Propriedades do PHB e seus copolimeros

PHB/Copolimero (%) PHB PHB/HV  PHB/HV  PHB/4HB  PHB/HXx PP
Parametros (100) (97/03) (80/20) (84/16) (90/10)
Temperatura de Fuséo (° C) 177 169 145 150 127 176
Temperatura de  Transicao
Vitrea (° C) - 1 i 1 10
Cristalinidade (%) 60 -- 56 45 34 50-70
Resisténcia a Tracdo (MPa) 43 38 20 26 21 38
Extensdo de ruptura (%) 5 -- 50 444 400 400

PHB - poli(3-hidroxibutirato); PHB/HV - poli(3-hidroxibutirato-3-hidroxivalerato); PHB/4HB - poli(3-
hidroxibutirato-4-hidroxibutirato; PHB/Hx — poli(3-hidroxibutirato-hidroxihexanoato; PP — Polipropileno).
Fonte: Adaptado de Verlinden et al., 2007; Ojumu et al., 2004.

Entre os diversos polimeros biodegradaveis em desenvolvimento, os PHASs tém atraido
a atencdo gracas as propriedades semelhantes com os plasticos convencionais, 0 que é devido
a esta ampla diversidade quimica dos seus radicais (POLI et al., 2011). Esses polimeros
podem variar desde plasticos rigidos e quebradicos, até macios, elastbmeros, borrachas e
colas, dependendo de sua composicdo monomeérica (KESSLER & WITHOLT, 1999). Alguns
filmes de PHAs apresentam propriedades de barreira a gas comparaveis ao poli(cloreto de
vinilo) e ao poli(tereftalato de etileno), com a vantagem de serem biodegradaveis (CHOI et al.
1999; QUILLAGUAMAN et al. 2010).

A presenca de monémeros aromaticos no PHA pode mudar significativamente suas
propriedades fisicas, levando a novas aplicagdes biomédicas e biotecnoldgicas (GARCIA et
al., 1999). As propriedades de biocompatibilidade identificadas em certos poliésteres
possibilitam sua aplicacdo na &rea médica, principalmente por serem atoxicos, sendo que a
degradacdo de P-3HB produz o &cido 3-hidroxibutirico, que € constituinte normal do sangue
humano (ASRAR & HILL, 2002). Podem ser empregados na forma de fios de sutura,
microcapsulas para liberacdo controlada de farmacos, moldes para préteses utilizadas na
ortopedia, placas 0sseas, valvulas cardiacas, telas e parafusos cirurgicos, suportes para cultura
de fibroblastos, além de outros dispositivos terapéuticos (SUDESH et al., 2000; ANDERSON
& WYNN, 2001; ZINN et al., 2001; RE & RODRIGUES, 2006).

Na indastria de tintas, vem sendo usados nas misturas como um aditivo
ecologicamente correto (VAN DER WALLE, et al., 1999). Possibilitam ainda inimeras
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outras aplicacfes, tais como: copos, pratos e talheres descartaveis, revestimento de
embalagens alimenticias, tampas de embalagens Tetra Park, tubetes para a produgdo de mudas
vegetais, embalagens de agrotoxicos, fibras téxteis, componentes de equipamentos
eletronicos, entre outras.

3.2.3. LIMITACOES NA PRODUCAO DE POLIHIDROXIALCANOATOS

Estes biopolimeros possuem todos 0s atributos basicos para substituirem os plasticos
de origem petroguimica, como resisténcia a solventes organicos, a termoplasticidade e a
facilidade de processamento industrial em equipamentos ja existentes para os plasticos
convencionais (BYROM, 1987 apud FORMOLO et al., 2003).

No entanto, a producdo desses biopolimeros ainda chega a ser de 5 a 10 vezes mais
dispendiosa do que os polimeros de sintese quimica (POIRIER et al., 1995). Por serem
acumulados como corpos de inclusdo intracelulares, sdo necessarias etapas de extracdo e
purificacdo dos biopolimeros, com o rompimento das células e eliminacdo dos residuos
celulares por meio de solventes e outros produtos quimicos. Essas etapas, conhecidas como
“downstream”, contribuem significativamente para o0 aumento nos custos de producdo
(OLIVEIRA et al. 2004).

Visando viabilizar esse processo, alguns fatores podem contribuir para tornar os PHAs
mais competitivos no mercado, tais como o desenvolvimento de melhores cepas, que
possibilitem a obtengdo de altas concentracbes celulares, além do acumulo de grande
quantidade de biopolimeros, crescendo em substrato de baixo custo; além de processos de
extracdo e recuperacdo mais eficientes, com poucas etapas e menor emprego de solventes
organicos (CHOI & LEE, 1999).

Desta forma, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos buscando o crescimento das
linhagens produtoras de PHAs em fontes de carbono renovaveis e residuos agroindustriais
(BONATTO et al., 2004). Também tem se mostrado promissora a producdo de PHAs em
plantas geneticamente modificadas, estabelecendo um novo ciclo de carbono utilizando
apenas a luz como fonte de energia (ARAI et al., 2004). Entretanto as células vegetais s6
podem acumular baixos niveis de PHAs (<10% do peso seco), pois niveis superiores
influenciam negativamente sobre o crescimento vegetal (BOHMERT et al., 2002).
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3.3. MICRO-ORGANISMOS

Hoje sdo conhecidas mais de 250 espécies de bactérias, incluindo Gram-negativas e
Gram-positivas, que podem acumular véarios tipos de PHAs (STEINBUCHEL, 1991;
STEINBUCHEL et al., 1992). Entre elas se incluem bactérias heterotréficas aerdbicas e
anaerdbicas, como: Azotobacter beijerinckii, Zoogloea ramigera e Clostridium butylicum;
fototrdficas aerdbicas e anaerdbicas, como: Cholorogloea fritschii, Rhodospirillum rubrum e
Chromatium okenii; quimiolitotroficas, como Cupriavidus necator (GLAZER & NIKAIDO,
2007). Também sdo produzidos por algumas eubactérias, membros da familia
Halobacteriaceae pertencente ao dominio Archaea, entre os géneros Haloferax, Haloarcula,
Natrialba, Haloterrigena, Halococcus, entre outros (REHM & STEINBUCHEL, 1999, POLI
etal., 2011).

Vaérias espécies do género Pseudomonas também foram examinadas quanto a sua
capacidade de acumular PHAs, dentre elas P. aeruginosa, P. putida, P. fluorensces e P.
testosteroni. As bactérias desse género conseguem utilizar uma extensa variedade de
substratos, como alcanos e &cido alcanoico, produzindo PHAs de cadeias médias e longas
(HAYWOOD et al., 1988, apud ANDERSON & DAWES, 1990).

A capacidade de acumulo intracelular de PHAs em percentagem de peso seco varia
amplamente de um organismo para outro (GLAZER & NIKAIDO, 2007) e geralmente esta
associada a condicdes de crescimento limitantes em algum nutriente e na presenca de excesso
de fonte de carbono (MADISON & HUISMAN, 1999).

Algumas dessas espeécies ja estdo estabelecidas em processos industriais, como a ja
comentada Burkholderia sacchari, com a capacidade de acumular PHB a partir de sacarose
(SILVA et al., 2007), utilizada pela empresa PHB Industrial; Alcaligenes latus, empregada no
processo desenvolvido pela Biotechnologische Forschungsgesellschaft, empresa austriaca,
que também possui a capacidade de consumir sacarose para a producdo de PHB; e a espécie
Cupriavidus necator, empregada para a producdo de PHB utilizando glicose como fonte de
carbono, no processo industrial desenvolvido pela empresa ZENECA Bioprodutos
(KESSLER & WITHOLT, 1999). No entanto, vale ressaltar que mesmo esses processos ja
bem estabelecidos encontram dificuldades comerciais pelo alto custo de seus processos,
principalmente pelos substratos utilizados como fonte de carbono.

Desta forma, a selecdo do micro-organismo deve levar em consideracdo o crescimento
em substratos de baixo custo, além da capacidade de producdo em escala industrial, nivel de
seguranca do micro-organismo, facilidade de extracdo do polimero, producdo em alta
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densidade celular e acimulo em porcentagens elevadas de PHAs em relacdo a sua massa seca
(BYROM, 1992; RAMSAY, 1994). Por algumas dessas caracteristicas e pela capacidade de
utilizar diversos substratos como fonte de carbono para a producdo de PHAs, a bactéria
Cupriavidus necator vem sendo amplamente estudada para essa finalidade.

3.3.1. CUPRIAVIDUS NECATOR

Foi descrita por Makkar e Casida em 1987, isolada a partir de solo nas imedia¢Ges do
University Park, PA, EUA. Foi primeiramente classificada como Alcaligenes eutrophus
(LAFFERTY et al., 1988), pois foram observadas varias caracteristicas compartilhadas com o
género Alcaligenes. Porém foi reclassificada a Ralstonia eutropha (YABUUCHI et al., 1995)
e posteriormente a Wautersia eutropha (VANEECHOUTTE et al. 2004). Entretanto, novos
estudos filogenéticos levaram a uma nova reclassificacdo sendo hoje conhecida como C.
necator. Embora sejam inconvenientes duas alteracées na nomenclatura para uma bactéria
dentro de um ano, tais reclassificacdes taxonémicas sao justificadas pelo surgimento de novos
dados (VANDAMME & COENYE, 2004).

E uma bactéria Gram-negativa, com crescimento estimulado pelo cobre, sendo
resistente a altas concentragdes desse elemento. Em processo de predagdo esta linhagem
produz sinais quimicos, um dos quais quelatos de cobre (MAKKAR & CASIDA, 1987).
Possui habilidade de crescer em diferentes fontes de carbono, com temperatura 6tima de
crescimento em 30° C, em condigdes de aerobiose, podendo atingir altas densidades celulares,
até 100 g/L (BYROM, 1990) e acumular até 80% do seu peso seco em PHAs (DOI et al.,
1990).

A forma de cultivo mais empregada é a fermentacdo submersa sob agitacdo, que até
pouco tempo era o Unico processo estudado, mas de acordo com Kim (2000), 40% do custo de
producdo é referente a matéria-prima utilizada como fonte de carbono, e como revisado por
Oliveira et al. (2004), outros 40% podem ser atribuidos as etapas de “downstream”. Nesse
contexto, a fermentacdo em estado solido tem se tornado uma alternativa interessante, pois
além de possibilitar a utilizacdo de matérias-primas de baixo custo, como residuos
agroindustriais, também pode diminuir etapas de “downstream” (OLIVEIRA et al., 2007).

O processo industrial ocorre por fermentacdo submersa, sendo compreendido por duas
etapas: inicialmente ocorre a fase de crescimento celular, com o objetivo de geracdo de
biomassa, em meio de cultura balanceado, e em seguida procede-se uma fase com limitacao
de um nutriente essencial (DAWES & SENIOR, 1973). No processo industrial geralmente o
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nutriente limitante é o fésforo, mantendo a alimentacdo de glicose ou glicose + &cido
propidnico até aproximadamente 48 horas, quando se atinge o nivel maximo de concentracéo
celular e acimulo de biopolimero (KESSLER & WITHOLT, 1999).

3.3.1.1. Vias biossintéticas

As vias bioquimicas da sintese de PHB sdo bem conhecidas, e na maioria das
bactérias, como Cupriavidus necator, a biossintese independe da fonte de carbono utilizada,
sendo realizada em trés estagios a partir da formacdo de acetil-CoA pela via de degradacgédo
dos carboidratos. Primeiramente a enzima p-cetotiolase promove a condensacdo de duas
moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA; em seguida, essa molécula é reduzida, por uma
reacdo estereoseletiva, a R-3-hidroxibutiril-CoA pela a¢do de uma acetoacetil-CoA redutase
(NADPH-dependente) e; por ultimo, a polimerizacdo € catalisada pela PHA-sintetase
(HAYWOOD et al., 1989; RODRIGUES, 2005). A Figura 2 mostra a rota biossintética do
PHB/HV.

Figura 2 - Rota biossintética do PHB/HV

substrato propionato

S

A
TCA =—— acetil-CeA { =—— —\— propionil-CoA

CoASH B -cetotiolase ‘l
Y
acetoacetil-CoA 3-cetovaleril-CoA
NADPH acetoacetil-CoA NADPH
NADP* + H* ¥ redutase NADP* + H*
3-hidroxibutiril-CoA 3-hidroxivaleril-CoA
(J PHA-sintetase
CoA
0 CoASH

Y
PHB  poli (3HB-co-3HV)

Fonte: DOI et al., 1990.
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Como ja comentado, o acimulo ocorre na maioria das bactérias quando a fonte de
carbono é fornecida em excesso com limitacdo de algum nutriente, como nitrogénio, fésforo,
potassio ou oxigénio (STEINBUCHEL & SCHLEGEL, 1989; VERLINDEM et al., 2007). A
sintese de PHB é regulada a nivel enzimatico pela disponibilidade de substrato adequado para
as rotas de sintese do PHB, o que resulta de um desequilibrio no fornecimento de alguns
nutrientes, sendo que a concentracdo intracelular de acetil-CoA e coenzima-A livre
desempenham um papel central na regulacdo da sintese (HAYWOOD et al., 1988).

Sob condicdes de crescimento equilibrado o acetil-CoA é oxidado através do ciclo dos
acidos tricarboxilicos, liberando a coenzima-A livre que inibe a enzima B-cetotiolase, ndo
formando o acetoacetil-CoA e inibindo a sintese do PHB e o NADH gerado, utilizado para
fins de biossintese. Quando o crescimento cessa, 0 NADH aumenta a concentragcdo, 0 que
reduz a atividade do ciclo dos &cidos tricarboxilicos, como resultado o acetil-CoA ndo é
oxidado e entra na via de sintese do PHB (KESSLER & WITHOLT, 1999; RATLEDGE &
KRISTIANSEN, 2001).

Para a formacdo do copolimero PHBV, uma mistura de substrato tem que ser
fornecida como precursor do 3-hidroxivalerato. No caso do cultivo de C. necator, isso é
fornecido pela mistura de glicose e acido propiénico. Nesse caso praticamente a mesma rota
bioguimica é utilizada, sendo o propionil-CoA e o acetil-CoA condensados pela -cetotiolase,
levando a formacédo do 3-cetovaleril-CoA, que leva a incorporacdo do 3-hidroxivalerato ao
polimero (KESSLER & WITHOLT, 1999).

3.3.1.2. Substratos utilizados como fonte de carbono

Como ja exposto, um dos obstaculos para a viabilidade comercial dos PHAS € o alto
custo de producéo, representado em grande parte pela fonte de carbono utilizada em processos
industriais. Portanto, varios estudos tém tentado minimizar os custos dos componentes do
meio, e mesmo em alguns casos demandando tratamentos especificos, 0s residuos
agroindustriais parecem ser economicamente atrativos, com estudos j& demonstrando
resultados satisfatorios (MARANGONI et al., 2001). Marconi e colaboradores (2001)
testaram frente a diferentes fontes de carbono, agua de maceracdo de milho como fonte de
nitrogénio em substituicdo aos atuais sais de aménia que sdo utilizados, concluindo que é uma
alternativa vidvel para essa finalidade (SILVA et al., 2007). Diversos outros substratos ja
foram testados como fontes de carbono para C. necator, como apresentado no Quadro 3.
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Substratos utilizados como fonte de carbono para C. necator
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L

inhagem

Substrato

Referéncia

C

. hecator

Frutose
Formiato
Acetato
Propionato
Lactato
Glutamato
Succinato

FORMOLUO et al., 2003

C

. hecator DSMZ 545

Galactose
Hidrolisado de Lactose
Acucar Invertido

MARANGONI et al., 2001

C.

necator DSMZ 81
(Geneticamente modificado)

Lactose
Soro de Leite Hidrolisado e permeado

POVOLO et al., 2010

Oleo de colza e propanol

Oleo de Oliva
Oleo de Milho
C. necator H16 (ATCC17699) . . OBRUCA et al., 2010
Oleo de Soja
Oleo de Girassol
Oleo de Girassol Usado
C. necator (Geneticamente .
- Oleo de Palma Bruto CHIA et al., 2010
modificado)
C. necator H16 (ATCC17699)  Oleo de Palma usado e 1,4 butanodiol RAO et al., 2010
C. necator Acido Oléico EGGINK et al., 1993
C. necator DSMZ 545 Acido Lactico TSUJE et al., 1999
C. necator DSMZ 545 Acido Acrilico FINKLER, 2006
C. necator DSMZ 545 Glicerol CAVALHEIRO et al., 2009
C. necator H16 (ATCC17699) Residuos de Alimentos HAFUKA et al., 2010
C. necator DSMZ 545 Melaco Citrico FARIAS, 2009
C. necator DSMZ 545 Melaco de Cana-de-aglcar BAEI et al., 2009
Hidrolisado de Amido de Arroz e Oleo
C. necator DSMZ 545 . DALCANTON et al., 2010
de Soja
C. necator DSMZ 545 Hidrolisado de Bagaco de Cana LOPES, 2010

Fonte: Adaptado pelo Autor.

Como podemos observar os mais variados substratos ja foram testados como fonte de

carbono para crescimento celular e producdo de PHAs por C. necator. No entanto, até o

momento, nenhum trabalho foi encontrado na literatura utilizando a pectina ou seu monémero

principal, o &cido galacturdnico, para essa finalidade. Estando a pectina presente em grande

quantidade nos residuos das industrias de producdo de sucos de frutas, caracteriza-se, portanto
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como um substrato de baixo custo e grande disponibilidade, tornando interessante sua
aplicacdo em processos industriais.

3.4. PECTINA

O Brasil, com forte aptidao para o setor agroindustrial, vem se destacando no mercado
mundial de producédo de frutas e sucos, sendo hoje o maior produtor mundial de laranja, com
17.618.450 toneladas produzidas em 2009 (BRASIL, 2009). A maior parte desta producédo
destina-se a industrializacdo, com geracdo de grandes volumes de residuos, que representam
em torno de 50% do peso dos frutos (DARROS-BARBOSA & CURTOLO, 2005).

A porcdo solida desses residuos, composta basicamente pela casca e bagaco, pode ser
utilizada em diversas finalidades, mas a maior parte acaba sendo disposta de forma
inadequada ou aproveitada em aplicagdes de pouco interesse econdmico. A pectina representa
a maior parte desse material, correspondendo a mais de 40% do peso das cascas de laranja
(RIVAS et al., 2008).

Pectinas sdo hidrocoloides naturais presentes em plantas superiores que formam um
grupo heteromolecular de polissacarideos estruturais encontrados na parede celular primaria
das células vegetais e nas camadas intercelulares (lamela média), contribuindo para adesao
entre as células, firmeza e resisténcia mecanica do tecido (PAIVA et al., 2009).

Geralmente séo isoladas de plantas de importancia econdmica, como tomate, citrus,
beterraba e macd, mas estd presente na maioria das plantas (RIDLEY et al., 2001) e
principalmente nos frutos, variando em quantidade e composicdo (MAY, 2000).
Industrialmente séo extraidas de subprodutos da industria de suco de frutas (maca e cascas de
frutas citricas), em condicdes acidas e quimicamente modificadas, para se obter pectinas de
baixa e alta metoxilacdo (RIDLEY et al., 2001).

As pectinas sdo utilizadas nas inddstrias alimenticia e farmacéutica devido as suas
propriedades geleificantes e estabilizantes (KIM; TENG & WICKER, 2005). Suas diversas
aplicacdes estdo associadas a sua capacidade de conferir firmeza, retencdo de sabor e aroma,
bem como ao seu papel hidrocoldide na dispersdo e estabilizacdo de diversas emulsdes
(PAIVA et al., 2009) Estdo também associadas a promocao da salde através de algumas
propriedades funcionais.
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3.4.1. ESTRUTURA DAS PECTINAS

As pectinas normalmente se encontram associadas a estrutura de outros
polissacarideos, como a celulose, hemicelulose e lignina (PAIVA et al., 2009). S&o insollveis
em agua, e por mecanismos enzimaticos ou hidrdlise acida tornam-se soltveis (BERK, 1976
apud FERTONANI, 2006). De acordo com suas diferencas estruturais sao classificadas pela
Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society) em (UENOJO & PASTORE,
2007):

- Protopectina: forma natural da pectina, quando associada a celulose, hemicelulose e lignina;
- Acidos pécticos: sdo cadeias de acidos galacturénicos totalmente livres de metoxilas e pouco
sollveis em agua;

- Acidos pectinicos: termo usado para designar acidos poligalacturnicos que contém uma
proporcdo insignificante de grupos metil éster;

- Pectina: sdo acidos pectinicos solUveis em agua, com diferentes graus de esterificacdo por
grupos metil éster.

As pectinas sdo heteropolimeros com alto peso molecular, contendo majoritariamente
(em torno de 65%) unidades de acido galacturénico, podendo o grupo &cido estar livre (ou na
forma de um sal), ou naturalmente esterificado com metanol (MAY, 2000). De acordo com o
grau de esterificacdo, as pectinas séo classificadas como HMP (grau de metoxilacdo >50%) e
LMP (grau de metoxilacdo <50%), sendo que neste ultimo grupo podem também possuir
grupos amida (WASCHECK, 2008; BRANDAO & ANDRADE, 1999). O grau de
esterificacdo afeta significativamente as caracteristicas de solubilidade, gelificagdo e
propriedades reologicas, sendo que as pectinas HMP possuem maior poder de geleificacgdo,
principalmente em meio 4cido e na presenca de co-soluto, como sacarose (BRANDAO &
ANDRADE, 1999).

Sua estrutura pode variar de acordo com o material de origem e ainda ndo foi
completamente elucidada, pois de acordo com a forma de isolamento as caracteristicas
estruturais podem se modificar.

Um modelo geral foi proposto por Novosel’Skaya et al. (2000) para pectinas de maca,
frutas citricas e de beterraba, que tipicamente consiste de alternancia linear de cadeias
homogalacturonanas, formadas por unidades repetidas de (1—4)-a-D-&cido galacturénico,
interrompidas por regides ramificadas formadas por unidades de (1—2)-a-L-ramnose, as

quais estdo ligadas a cadeias laterais de acUcares neutros (MAY, 2000) em proporcoes
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variaveis, tais como D-galactose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose, L-fucose, sendo que
tracos de 2-O-metilfucose também podem ser encontrados (BRANDAO & ANDRADE,
1999; YAPO et al., 2006). Na Figura 3 podemos observar esta estrutura.

Figura 3 - Estrutura quimica das pectinas
Regido ramificada Regido de cadeia linear
""""""" | R T e I
4
¢ ¢ 4
'
¢
0000g000A0 o-o:o-oocbhédrjbbd bdddhbaon
¢
[3
p Acido galacturénico . Galactose
O Acido galacturénico metoxilado A Arabinose
B Ramnose

Fonte: adaptado de NOVOSEL’SKAY A et al. (2000)

3.4.2. HIDROLISE

Vaérios procedimentos tém sido propostos para a hidrdlise de substancias pécticas em
seus componentes monossacaridicos, desde métodos enzimaticos, através da acdo de um
complexo de enzimas pectinoliticas; ou métodos de hidrélise acida, com diferentes acidos em
diversas condi¢fes. Mas os resultados obtidos sugerem que as técnicas devem ser
significativamente melhoradas (GARNA et al., 2006).

3.4.2.1. Hidrolise acida

As pectinas podem ser degradadas por hidrolise &cida levando a formacdo de CR. Mas

as diferentes ligacOes glicosidicas ao longo da cadeia apresentam variacdes na sensibilidade a
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hidrélise cida, sendo em ordem crescente de resisténcia a hidrélise: aglcar neutro - agucar
neutro < ramnose — 4acido galacturénico < 4acido galacturdnico — ramnose < acido
galacturdnico — &cido galacturdnico (THIBAULT et al., 1993), o que permite que a regido
homogalacturdnica seja purificada por hidrélise sob condi¢des controladas e seu comprimento
minimo seja estimado (NOVOSEL’SKAYA et al., 2000). A sequéncia da hidrolise acida da
pectina, de acordo com a sensibilidade das ligacGes glicosidicas e a formacdo de produtos de

degradacéo, pode ser observada na Figura 4.

Figura 4 - Sequéncia de hidrdlise das ligagdes glicosidicas sob condicGes &cidas
O . ¥ Hidrélise 4
o o Co ®0-0-0
| O (o)
O .
|
(O . Hidrolise 3 N ¢Hidrélise 2
|
®-0-0-0.9-0-0-'0-0
/ |
Hidrélise 4 Q> Hidrolise 1
@
®*',® © -
0 o O O
O (I:) .
O Aclcares Neutros
@ Rhamnose
@ Acido Galacturénico
® Produtos de Degradagao (Hidréximetilfurfural e Furfural)

Fonte: o Autor.

Sob condicdes acidas a taxa de hidrolise da pectina também pode variar de acordo com
o0 grau de metilacdo da pectina, ocorrendo um declinio na taxa de hidrélise com o aumento do
grau de metilacdo (KRALL & MCcFEETERS, 1998). Os mesmos autores relatam que em
condigdes fortemente acidas (pH < 1) ocorre um declinio na taxa de hidrélise da pectina, em
comparacao as condi¢des mais amenas (pH 2,5 a 4,5). Segundo Garna e colaboradores (2006),
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condi¢Bes acidas por tempos prolongados acarretam em taxas de destruicdo dos &cidos
galacturonicos livres, maiores do que as taxas de liberacdo do polimero.

Os 4cidos galacturdnicos livres estdo sujeitos a degradacdo formando lactonas
(BLAKE & RICHARDS, 1968) ou furfural (MEDINA et al., 1942). Compostos furénicos sdo
produtos da degradacdo dos acucares: furfural, da degradacdo das pentoses (xilose e
arabinose) e 5-hidroximetilfurfural (HMF), da degradacdo das hexoses (glicose, manose e
galactose). Sdo geralmente considerados toxicos para muitos organismos, como as células de
mamiferos (JANZOWSKI et al., 2000), fungos (SZENGYEL & ZACCHI 2000), leveduras
(TAHERZADEH et al., 1999) e bactérias (ZALDIVAR et al., 1999). Portanto, a formacao

desses produtos é indesejavel no meio.

3.4.2.2. Hidrolise enzimética

As substancias pécticas também podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas, que
sdo conhecidas como pectinases. Essas enzimas hd muitos anos vem sendo estudadas para
aplicacBes industriais em alimentos, bebidas, téxteis e na indlstria de papel e celulose,
estando entre as primeiras enzimas aplicadas comercialmente (BHAT, 2000; KASHYAP et
al., 2000).

S&o empregadas principalmente na industria de alimentos para clarificacdo de sucos de
frutas (reduzindo a viscosidade, melhorando a filtragdo e aumentando o rendimento dos
sucos), no tratamento prévio do suco de uva em industrias vinicolas, extracdo de polpa de
tomate, tratamento de residuos vegetais, na extracdo de Oleos vegetais, entre outras
aplicacdes. PreparacGes comerciais de pectinases sdo facilmente disponiveis no mercado, e
estima-se que essas enzimas correspondem a cerca de 25% do mercado mundial de enzimas
(UENOJO & PASTORE, 2007).

As pectinases sdo produzidas em plantas, onde sdo responsaveis pelo amadurecimento
dos frutos, e por inimeros micro-organismos, entre bactérias, fungos e leveduras, que se
alimentam através da degradacdo de substancias pécticas (WHITAKER, 1990). Para a
producdo industrial os fungos tem se destacado, pois secretam até 90% das enzimas
produzidas no meio de cultura, facilitando as etapas de extracéo e purificacdo (BLANDINO et
al., 2001).
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As enzimas podem ser classificadas sob sua forma de acao, o que varia de acordo com
a fonte de onde foram extraidas, sendo classificadas em trés grupos: i) pectina esterases
(desesterificantes ou desmetoxilantes), que removem os grupos metil éster; ii) despolimerases
(incluem as enzimas hidroliticas e as liases), que catalisam a clivagem das ligacdes
glicosidicas a (1->4) de acidos D-galacturénicos das substancias pécticas; iii) e as
protopectinases, que degradam a protopectina insollvel para formar pectina soltvel (SAKAI
et al., 1993; GAINVORS et al., 1994). A classificacdo das enzimas de acordo com o substrato
que catalisam pode ser observada na Figura 5.

Figura 5 - Classificagdo das enzimas pectinoliticas
COOCH3 I3 COOCH:3 COOCH?
0 H Q HO/—O,
OH + /OH H 1 H
OH ol OH OH
OH OH OH

PECTINA
ﬂPMGE
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H H OH + OH
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PMGL: polimetilgalacturonato liase; PMG: polimetilgalacturonase; PMGE: polimetilgalacturonato
esterase; PGL: poligalacturonato liase; PG: poligalacturonase. Fonte: Adaptado de UENOJO e
PASTORE, 2007.

No grupo das despolimerases estdo as enzimas endo-PGs, que estdo entre as enzimas
pectinoliticas mais estudadas. Seu modo de acdo varia com a origem, podendo agir

aleatoriamente na cadeia de pectina ou a partir de um grupamento final ndo redutor e
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prosseguir a hidrolise ao longo da cadeia (FOSTER, 1988), estando presente em praticamente
todos 0s preparos comerciais.

Com a acdo desse complexo grupo de enzimas ocorre a degradacdo da pectina,
obtendo-se um hidrolisado rico em é&cido galacturénico e agucares neutros. Como a hidrolise
enzimatica ocorre em condi¢des mais brandas de pH e temperatura, os produtos da hidrélise
ndo sdo facilmente degradados, ndo havendo a formacéo de inibidores, o que torna o meio
mais interessante para ser utilizado como substrato em diversos processos biotecnologicos

para a obtencdo de bioprodutos com baixos custos de producdo, entre eles os PHAS.

3.4.2.3. Enzima: performance, eficiéncia e custo

Em muitos processos industriais as enzimas sao aplicadas em sistemas heterogéneos,
onde ha altas concentracdes de substrato sélido, possibilitando apenas o contato da enzima
com a parte externa do substrato. Quando altas concentracdes de enzima sao usadas, ocorre a
saturacdo dos sitios exteriores dos substratos com a enzima, sem acarretar em grandes
incrementos nas taxas de biotransformacdo (CAVACO-PAULO, 2011).

Nesses sistemas industriais as curvas classicas de Michaelis-Menten ndo se aplicam.
Para a otimizacdo dos processos de biocatalise industrial, a concentracdo ideal de enzima
pode ser medida pela performance da enzima sobre o seu substrato, onde uma reducao efetiva
na dosagem enzimatica pode representar pouco efeito sobre o seu desempenho (CAVACO-
PAULO, 2011).

A performance enzimatica pode ser afetada por diversos fatores, tais como: eficacia da
propria enzima, tipo de matéria prima, aplicacéo e eficiéncia de pré-tratamento, presenca de
inibidores e condigdes do processo de hidrélise. As condi¢es especificas do processo de
hidrélise, como temperatura e pH, podem afetar a atividade enzimatica por inativacdo dos
constituintes da enzima. Esses parametros sdo freqientemente dificeis de monitorar com
precisdo e principalmente dificeis de controlar em processos com altas concentracdes de
s6lidos (TAHERZADEH & KARIMI, 2007; HAAGENSEN, 2009).

Esses fatores incidem diretamente sobre o custo do processo de hidrolise, pois afetam
o tempo de reacéo, a taxa de hidrdlise e a dose de enzima necessaria para alcancar o nivel
desejado de hidrolise. Portanto, € importante levar em consideracdo, que por esses diversos

fatores, existe uma relacdo ndo linear entre dose de enzima, rendimento e conversao
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enzimatica. Onde, muitas vezes, um dramatico incremento da dose enzimatica implica em um
pequeno aumento na taxa de hidrélise (HAAGENSEN, 2009).
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4. METODOLOGIA

4.1. CARACTERIZACAO DA PECTINA

Para os ensaios de hidrolise foi utilizada uma pectina citrica comercial (Vetec®),
caracterizada quanto ao grau de esterificagdo por titulometria (em triplicata), de acordo com a
metodologia proposta por Bochek et al. (2001), descrita por Andrade (2010). Uma massa de
0,2 g de pectina foi colocada em frasco Erlenmeyer de 250 mL e umedecida com etanol 95%
(v/v). Em seguida, foi adicionado um volume de 20 mL de agua destilada (aquecida a 40° C),
agitando-se até dissolver completamente por cerca de 2 horas. A solugdo resultante foi
titulada com NaOH (0,1 N), na presenca de fenolftaleina, e o percentual de grupos carboxilas
livres (Ky) foi calculado pela Equacéo 1.

A andlise dos grupos esterificados foi feita apds a saponificacdo, de acordo com o
seguinte procedimento: a amostra ja neutralizada, foi adicionado 10 mL de NaOH (0,1N).
Apo6s agitagcdo da amostra por 2 horas, adicionou-se 10 mL de HCI (0,1N) e titulou-se o
excesso de HCI com NaOH (0,1N) na presenca de fenolftaleina. O nimero de grupos

carboxilas esterificados (K¢) (em percentagem) também foi determinado pela Equagéo 1.

0 Kf ou Ke = “Na0H*"NaoH*00% , 44 1)
Onde:

Kt — Grupos carboxilas livres; Vnaonw — Volume de NaOH gasto na
K. — Grupos carboxilas esterificados; titulagéo (mL);

Nnaon — Normalidade do NaOH; a - Peso da amostra (g).

O grau de esterificacdo (em percentagem), foi calculado pela Equacéo 2:

rf . 2)
Ti+Tf 100

g DE =

Onde:

DE — Grau de Esterificacao;

Tf - Volume da titulacéo final (mL);
Ti— Volume da titulaco inicial (mL).
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4.2. ENSAIOS DE HIDROLISE DA PECTINA

Inicialmente, alguns protocolos descritos na literatura para as hidrélises &cida e
enzimatica foram seguidos. Visando melhorar ambas as condi¢fes de hidrolise, estudar os
pardmetros envolvidos e obter uma maior concentracdo de CR no meio, foi utilizada a
ferramenta analitica de planejamento fatorial, através de diferentes tipos de planejamento
aplicados em ambos os casos. Os ensaios foram realizados randomicamente, e os dados foram
analisados por meio do software Statistica 8.0 (Statsoft®) a 95% de confianca. O erro

experimental foi obtido por meio da média e desvio padrdo dos pontos centrais.

4.2.1. HIDROLISE ACIDA

4.2.1.1. Ensaio | de hidroélise acida

Inicialmente foi utilizada a metodologia de hidrélise acida descrita por Wenzel (2001).
A uma massa de 5,0 g de pectina disposta em um baldo de destilacdo, foram adicionados 13,7
mL de agua destilada e 36,0 mL de acido sulfurico concentrado. Apés a solucdo ser mantida
em repouso durante 1 h, foi adicionado um volume de 450 mL de agua destilada e a mistura
colocada em refluxo no rotaevaporador (Marconi®) a 100° C por 4 h, sem vacuo. A solucdo
foi mantida em repouso por 24 h, sendo posteriormente filtrada em sistema a vacuo.

O hidrolisado obtido foi analisado quanto ao teor de CR e, em seguida, foi
concentrado em rotaevaporador a 100° C. Apos ajuste do pH a 7,0 com NaOH 50% (v/v), o
hidrolisado foi separado em duas porgdes: uma apenas esterilizada e outra por¢do submetida a
detoxificacdo com a adi¢do de carvao ativo na proporcdo de 1g de carvdo ativo para 40g de
hidrolisado, com posterior agitacdo em mesa incubadora a 200 rpm e 30° C por 1 hora
(MUSSATO & ROBERTO, 2004), ao final filtrado para remocdo dos solidos e esterilizado
em autoclave. Os hidrolisados foram utilizados para a formulagdo dos meios de cultura
visando o cultivo dos micro-organismos Cupriavidus necator e Pseudomonas putida, para

verificar o crescimento celular com o meio obtido nessas condi¢Ges de hidrélise.
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4.2.1.2. Ensaio Il de hidrolise acida

Com o objetivo de melhorar as condi¢des de hidrdlise e de se obter uma maior
concentracdo de CR, foram feitas algumas modificacbes no método descrito por Wenzel
(2001). A uma massa de 5,0 g de pectina disposta em um baldo de destilagdo, foram
adicionados 500 mL de uma solucdo de H,SO, (7,2% p/v). O mesmo procedimento descrito
acima foi realizado, e ao final das 4 horas de hidrélise a mistura foi resfriada em banho de
gelo, neutralizada a pH 7,0 com NaOH 50% (v/v) e submetida a filtracdo a vacuo. O
hidrolisado obtido foi analisado quanto ao teor de CR e, em seguida, foi concentrado em
rotaevaporador a 100° C. O hidrolisado concentrado obtido foi esterilizado em autoclave e
utilizado na formulacdo dos meios de cultura para os cultivos de Cupriavidus necator e

Pseudomonas putida.

4.2.1.3. Estudo das condicdes de hidrdlise acida

4213.1. Planejamento fatorial da hidrélise acida

As condicBes experimentais do ensaio Il de hidrolise &cida foram mantidas, visando
avaliar a influéncia da temperatura e da concentracdo de &cido (variaveis independentes)
sobre a concentracdo final de CR (variavel dependente). Foi utilizado um planejamento
experimental completo do tipo 2%, com concentracéo de substrato (pectina) de 1% (p/v). Ao
final de cada ensaio o hidrolisado foi resfriado em banho de gelo, imediatamente neutralizado
com NaOH 50% (p/v) e diluido para anélise dos CR.

Foram realizadas cinco repeticbes no ponto central, totalizando 9 ensaios, 0s quais
foram realizados randomicamente. A Tabela 1 mostra as condicdes experimentais

empregadas, acompanhadas dos valores experimentais para cada ensaio.
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Tabelal- Niveis codificados e valores reais das varidveis estudadas para 0s ensaios de

hidrolise acida

Ensaios Concentracéo de H,SO,4 (%v/v) Temperatura (°C)
1 7,0 (+1) 100 (+1)
2 7,0 (+1) 70 (-1)
3 4,0 (0) 85 (0)
4 4,0 (0) 85 (0)
5 4,0 (0) 85 (0)
6 4,0 (0) 85 (0)
7 4,0 (0) 85 (0)
8 1,0 (-1) 70 (-1)
9 1,0 (-1) 100 (+1)

4.2.1.3.2. Cinética da hidroélise acida

Com os resultados obtidos pelo planejamento, foi definida a condicdo de hidrdlise que
favoreceu a obtencdo de CR. Esta condicdo foi repetida em triplicata, retirando-se amostras
iniciais e a cada 15 minutos durante a primeira hora, e a cada 30 minutos até o tempo final de
5 horas. As amostras foram imediatamente neutralizadas com NaOH 50% (p/v), resfriadas em
banho de gelo e diluidas para analise dos CR. O hidrolisado final obtido foi neutralizado,
esterilizado em autoclave e utilizado como substrato para a formulacdo do meio de cultivo do

micro-organismo selecionado no ensaio II.

4.2.2. HIDROLISE ENZIMATICA

Os ensaios de hidrdlise enzimética foram realizados utilizando uma endo-PG comercial
obtida da Sigma®, classificada de acordo com “Enzyme Comission” (EC) como E.C.
3.2.1.15, que possui atividade despolimerizante (enzima endo — liquidificante). A enzima
possui atividade enzimatica de 1,32 Ul por mg de enzima.
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4.2.2.1. Ensaio de velocidade de reagdo enzimética

Visando verificar a velocidade de reacdo da enzima sobre as moléculas de pectina
esterificada e ndo esterificada, foi realizado um ensaio de hidrélise enzimatica empregando-se
as duas formas da pectina. Pesou-se 1 g de pectina em frasco Erlenmeyer de 250 mL,
adicionou-se 100 mL de tampdo acetato de soédio 50 mM (pH 4,8) e 4,24 mg de enzima (5,6
Ul/g) e incubou-se a 45° C, sob agitacdo de 200 rpm por 24 horas.

Para 0s ensaios com a pectina saponificada (ou desesterificada), pesou-se 1 g de pectina
em frasco Erlenmeyer de 250 mL, umedeceu-se com etanol e adicionou-se 25 mL de NaOH
0,1 N. Apos agitacdo por 2 horas, o pH foi ajustado para 4,8 com HCI 1,0 N e o volume
corrigido para 50 mL. Apds esta etapa foi adicionado 50 mL de tampdo acetato de sodio 100
mM (pH 4,8) e seguido o procedimento descrito acima.

Os ensaios foram acompanhados retirando-se amostras iniciais e a cada 15 minutos
durante a primeira hora, e em intervalos de 1 hora até 24 horas. Os experimentos foram
conduzidos em duplicata e ambos os tratamentos (pectina desesterificada ou ndo) foram
acompanhados de seus respectivos controles, sem enzima. Ao se retirar cada amostra, a
reacdo enzimatica foi imediatamente paralisada colocando-se a amostra por 5 minutos em
agua fervente (inclusive para os controles), sendo em seguida armazenadas a 4 °C para as
anélises de CR.

A velocidade de reagdo enzimatica expressa em (Ul/mL), foi calculada pela Equacéo 3,
de acordo com Santos (2007), sendo uma unidade de endo-PG a quantidade de enzima capaz

de liberar 1 umol de acido galacturénico por minuto.

(Abs, —Abs,) *f * D
Veloc = (3)
212,16 *t

Onde:

Veloc — Velocidade de reagéo (Ul/mL);

Abs, — Absorbancia da amostra;

Absy, — Absorbéancia do branco;

f - Fator de converséo da curva padrdo do 4cido galacturénico (g/L);
D — Diluicéo da enzima no meio reacional,

212,16 - Massa molecular do acido galacturdnico (g/mol);

t — Tempo de hidrélise (min)
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4.2.2.2. Ensaio | de hidroélise enzimatica

Baseado no resultado do ensaio de velocidade de reacdo enzimatica foi realizado um
ensaio preliminar de hidrdlise da pectina em triplicata, pesando-se 2 g de pectina (sem realizar
a saponificacdo) em frasco Erlenmeyer de 500 mL e adicionando-se 200 mL de tampé&o
acetato de sédio 50 mM (pH 4,8). Foi realizado o mesmo procedimento descrito no item
anterior, e o hidrolisado obtido teve seu pH ajustado para 7,0 com KOH 5 M, sendo

posteriormente esterilizado em autoclave e reservado para a formulacdo do meio de cultura.

4.2.2.3. Estudo das condicGes de hidroélise enzimatica

Conforme descrito no item anterior, os ensaios iniciais de hidrolise enzimética foram
realizados a temperatura de 45° C, pH 4,8, agitacdo de 200 rpm e concentragdo da enzima de
5,6 Ul por grama de pectina. Esses parametros foram baseados em trabalhos que descreveram
0 uso de enzimas endo-PGs. Mas uma nova busca sobre as condi¢Ges 6timas para a atividade
enzimatica da enzima E.C 3.2.1.15 revelou que as melhores condi¢cGes para ensaios
experimentais com essa enzima eram de pH 4,0 e temperatura de 50° C, parametros estes
estabelecidos pela Sigma®.

Visando melhorar o rendimento final da hidrélise e obter uma maior concentracdo de
CR, novos ensaios de hidrolise foram realizados mantendo-se constante sua condi¢cdo Otima
de temperatura (50° C) e pH (4,0), sendo os demais parametros (concentracdo da enzima e
agitacdo) estudados através da ferramenta analitica de planejamento fatorial.

Todos os ensaios de hidrélise foram realizados em frasco Erlenmeyers de 125 mL de
capacidade contendo 50 mL de tampdo acetato de sddio (50 mM) e concentracdo de substrato
(pectina) variavel de acordo com cada planejamento, sendo os frascos incubados em mesa
agitadora sob agitacdo orbital durante 24 horas. Ao final da reagdo a amostra era submetida a

um banho em agua fervente por 5 minutos para interrupcéo da reagdo enzimatica.
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4223.1. Planejamento fatorial de hidrélise enzimatica |

Foi realizado um planejamento fatorial completo 22, com trés pontos centrais (nivel 0)
e quatro axiais (niveis + o, onde a = 1,4142), totalizando 11 ensaios (Planejamento Composto
Central Rotacional — PCCR, Tabela 2). As variaveis estudadas foram a concentracdo de
enzima e a agitacdo, mantendo-se constante a concentracdo de substrato (pectina) em 1%
(p/v), tendo como variavel resposta a concentracdo final de CR. A faixa de estudo das

variaveis foi determinada com base nos ensaios anteriores.

Tabela2 - Niveis codificados e valores reais das variaveis estudadas para o primeiro

planejamento experimental nos ensaios de hidrolise enzimatica

Ensaios Conc. Enzima (Ul/g) Agitacdo (rpm)
1 4,2 (-1) 150 (-1)
2 7,0 (+1) 150 (-1)
3 4,2 (-1) 250 (+1)
4 7,0 (+1) 250 (+1)
5 3,6 (-1,41) 200 (0)
6 7,6 (+1,41) 200 (0)
7 5,6 (0) 130 (-1,41)
8 5,6 (0) 270 (+1,41)
9 5,6 (0) 200 (0)
10 5,6 (0) 200 (0)
11 5,6 (0) 200 (0)
4.2.2.3.2. Planejamento fatorial de hidrolise enzimatica Il

Baseado nos resultados do primeiro planejamento pode-se observar que ainda havia a
possibilidade de aumentar o rendimento de CR. Desta forma, elaborou-se um segundo
planejamento fatorial completo 2%, com trés pontos centrais (nfvel 0) e quatro axiais (niveis +
a, onde a = 1,4142), totalizando 11 ensaios (Planejamento Composto Central Rotacional —

PCCR, Tabela 3). As variaveis estudadas foram as mesmas descritas anteriormente.
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Tabela 3- Niveis codificados e valores reais das varidveis estudadas para o segundo

planejamento experimental nos ensaios de hidrolise enzimatica

Ensaios Conc. Enzima (Ul/g) Agitacéo (rpm)
1 6,9 (-1) 211,6 (-1)
2 11,1 (+1) 211,6 (-1)
3 6,9 (-1) 268,4 (+1)
4 11,1 (+1) 268,4 (+1)
5 6,0 (-1,41) 240 (0)

6 12,0 (+1,41) 240 (0)
7 9,0 (0) 200 (-1,41)
8 9,0 (0) 280 (+1,41)
9 9,0 (0) 240 (0)
10 9,0 (0) 240 (0)
11 9,0 (0) 240 (0)

4223.3. Cinética da hidrolise

Com os resultados obtidos pelo segundo planejamento, estabeleceu-se a melhor
condicdo de hidrdlise enzimética, sendo esta repetida em triplicata retirando-se amostras
iniciais e a cada 15 minutos durante a primeira hora, e em intervalos de 1 hora até o final das
24 horas, analisadas quanto a liberagdo de CR. O hidrolisado final obtido foi neutralizado,

esterilizado em autoclave e utilizado como substrato para a formulagdo do meio de cultivo.

4223.4. Planejamentos fatoriais de hidrolise enzimatica Il e IV

Para obtengdo de uma maior concentragéo celular, seria necessaria a suplementacédo do
meio de cultura com uma maior concentracdo de CR. Desta forma visando aumentar a
concentracdo de CR, dois novos planejamentos fatoriais foram realizados incluindo-se a

variavel concentracdo de substrato.
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Foi realizado um planejamento fatorial completo 2°, com seis pontos centrais (nivel 0)
e quatro axiais (niveis + o, onde a = 1,68), totalizando 20 ensaios (Planejamento Composto
Central Rotacional — PCCR, Tabela 4). As trés variaveis estudadas foram concentracdo de

enzima, agitacdo e concentracdo de substrato.

Tabela4 - Niveis codificados e valores reais das varidaveis estudadas para o terceiro

planejamento experimental nos ensaios de hidrolise enzimatica

Ensaios  Conc. Enzima (Ul/g) Agitacéo (rpm) Substrato (%)
1 22 (-1) 220 (-1) 2,2 (-1)
2 58 (+1) 220 (-1) 2,2 (-1)
3 22 (-1) 280 (+1) 2,2 (-1)
4 58 (+1) 280 (+1) 2,2 (-1)
5 22 (-1) 220 (-1) 5,8 (+1)
6 58 (+1) 220 (-1) 5,8 (+1)
7 22 (-1) 280 (+1) 5,8 (+1)
8 58 (+1) 280 (+1) 5,8 (+1)
9 10 (-1,68) 250 (0) 4,0 (0)
10 70 (+1,68) 250 (0) 4,0 (0)
11 40 (0) 200 (-1,68) 4,0 (0)
12 40 (0) 300 (+1,68) 4,0 (0)
13 40 (0) 250 (0) 1,0 (-1,68)
14 40 (0) 250 (0) 7,0 (+1,68)
15 40 (0) 250 (0) 4,0 (0)
16 40 (0) 250 (0) 4,0 (0)
17 40 (0) 250 (0) 4,0 (0)
18 40 (0) 250 (0) 4,0 (0)
19 40 (0) 250 (0) 4,0 (0)
20 40 (0) 250 (0) 4,0 (0)

Baseado nos resultados obtidos pelo terceiro planejamento observou-se a possibilidade
de aumentar a concentracdo de CR, elevando-se a niveis superiores a concentracdo de
substrato. Tendo em vista a limitacdo de equipamento para promover a elevacao da agitacao,

essa variavel foi fixada em 300 rpm.
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Foi realizado um novo planejamento fatorial completo 22, com trés pontos centrais
(nivel 0) e quatro axiais (niveis + o, onde o = 1,4142), totalizando 11 ensaios (Planejamento
Composto Central Rotacional — PCCR, Tabela 5). As variaveis estudadas foram concentracdo

de enzima e concentracéo de substrato.

Tabela5- Niveis codificados e valores reais das varidveis estudadas para o quarto

planejamento experimental nos ensaios de hidrolise enzimatica

Ensaios Conc. Enzima (Ul/g) Substrato (%)

1 18,7 (-1) 5,7 (-1)

2 61,3 (+1) 5,7 (-1)

3 18,7 (-1) 9,3 (+1)

4 61,3 (+1) 9,3 (+1)

5 10,0 (-1,41) 7,5 (0)

6 70,0 (+1,41) 7,5 (0)

7 40,0 (0) 5,0 (-1,41)
8 40,0 (0) 10,0 (+1,41)
9 40,0 (0) 7,5 (0)
10 40,0 (0) 7,5 (0)
11 40,0 (0) 7,5(0)

4.2.2.4. Ensaio de Performance Enzimatica

Com os planejamentos fatoriais realizados foi possivel definir as condicBes de
hidrolise para as variaveis agitacdo e concentracdo de substrato, mas ndo foi possivel
estabelecer a concentracdo de enzima 6tima para 0s ensaios de hidrolise.

Para definir a variavel concentracdo de enzima, um ensaio de performance enzimatica
foi realizado, mantendo-se a agitacdo méaxima de 300 rpm e a concentragdo de substrato em
10% (100 g/L). As concentracOes de enzima investigadas estdo apresentadas na Tabela 6. Os
ensaios foram realizados em frasco Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de tampédo
acetato de sddio (pH 4,0, 50 mM) e 5 g de pectina, incubados a 50° C, por 24 horas em mesa

incubadora agitadora (Marconi®).
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Tabela 6 - Valores de concentracdo enzimatica estudados no ensaio de performance

Ensaios Conc. Enzima (Ul/g)
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4.3. PROCEDIMENTOS DE FERMENTACAO

4.3.1. MICRO-ORGANISMOS

Foi empregada a bactéria Cupriavidus necator, cultura obtida junto ao Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ 545) e mantida na colecdo de
culturas do Departamento de Antibioticos’fUFPE (UFPEDA 0604). Em ensaios iniciais
também foi utilizada a bactéria Pseudomonas putida, obtida na colecdo de culturas da
Fundacdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Nos estudos iniciais as culturas foram mantidas em agar
nutriente e estocadas em geladeira (2° a 6° C), com repiques periodicos a cada 3-4 semanas.
Posteriormente a bactéria C. necator foi liofilizada, dando-se continuidade aos procedimentos

de fermentagdo apenas com essa cultura, como indicado em cada ensaio.
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43.2. INOCULO

O indculo foi preparado em meio caldo nutriente (CN), de composicdo, em g/L:
extrato de carne 3,0; peptona de carne 5,0. O micro-organismo em estudo, mantido em &gar
nutriente, foi primeiramente repicado para um novo tubo. Em seguida, as células foram
transferidas, com o auxilio de uma alca de platina, para frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 200 mL de meio CN, sob agitacdo de 300 rpm, a 30°C por 24 h.

Ensaios iniciais foram realizados acompanhando-se a fase de crescimento celular dos
micro-organismos pela retirada de amostras a cada 2 horas para medida da absorbancia a 600
nm. Com base nesses dados, foi definido o tempo para o final da fase exponencial de
crescimento de cada micro-organismo, sendo este o ponto ideal para a transferéncia do
inoculo para a fase posterior de crescimento celular em meio mineral (MM — etapa 2). A
curva de crescimento em caldo nutriente para C. necator também foi realizada a partir da
cultura mantida liofilizada.

4.3.3. CRESCIMENTO CELULAR

Nesta etapa foi empregado o meio MM descrito por RAMSAY et al. (1990) e
modificado por ARAGAO et al. (1996) (Tabela 7). Um ensaio preliminar foi realizado
utilizando como fonte exclusiva de carbono o &cido galacturénico (Sigma®) a 1,5% (p/v),
visando avaliar o consumo deste substrato para crescimento celular de C. necator e P. putida.
Posteriormente, nos ensaios realizados com os hidrolisados, a concentracdo de CR variou de
acordo com o obtido em cada ensaio de hidrélise da pectina.

Inicialmente, as solucdes foram preparadas e tiveram seu pH ajustado a 7,0 com KOH
5,0 M. Em seguida, foram esterilizadas separadamente e misturadas assepticamente para a
formulagdo do meio. Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
200 mL de meio MM, sob agitacdo de 300 rpm, a 30° C por 24 h, e concentragdo de inoculo
de 5,0% (v/v).

As etapas de crescimento celular foram acompanhadas pela retirada de amostras a
cada 2 horas para medida da absorbancia a 600 nm, pH e analise de CR.
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Tabela7 - Composicdo do meio mineral para cultivo de C. necator

Solucdes Reagentes Concentracéo (g/L)
H3BOs 0,30
CoCl,.6H,0 0,20
ZnS0,4.7H,0 0,10
Solucéo de
. MnCl,.4H,0 0,03
Oligoelementos
Na,Mo00,.2H,0 0,03
NiCl,.6H,0 0,02
CuS0,4.5H,0 0,01
Acido nitrolacético 0,19
Citrato ferroso de amdnia 0,06
Solugéo 01 Sulfato de magnésio heptahidratado 0,50
Cloreto de célcio dihidratado 0,01
Solucéo de oligoelementos 1,00 (mL/L)
NagHPO4.12Hzo 8,95
Solugéo 02
KH,PO, 1,50
Solucéao 03 Fonte de Carbono *
Solucao 04 Sulfato de aménia 5,00

*Dependente de cada ensaio de hidrolise

4.3.4. PRODUCAO DE PHAS —HIDROLISADO DE PECTINA E PADRAO GLICOSE.

Com as condicBes de hidrolise definidas que favoreceram a obtencdo de alta
concentracdo de CR, foi realizado um ensaio de cultivo e produgdo de PHAS, no meio
formulado com o hidrolisado de pectina e um ensaio comparativo em meio formulado com
glicose. Os ensaios, em triplicata, foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio MM, sob agitacdo de 300 rpm, a 35°C por 24 h, e concentracdo de
inoculo de 10,0% (v/v).

A concentracgdo inicial de CR foi de 30 g/L para todos os ensaios, obtidas a partir de
solucéo concentrada de glicose (300 g/L) e solugdo concentrada de hidrolisado (70 g/L). No
periodo de limitagdo de nitrogénio foi realizado um pulso a partir das solu¢des concentradas,
visando elevar a concentracdo de CR para 30 g/L.
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As alteracdes na temperatura de 30° C para 35° C e a elevacdo da concentragdo de
indculo foram baseadas no trabalho de Farias (2009), que utilizando essas condi¢es obteve
maior concentracéo celular e producdo de PHAs.

Durante o cultivo foram retiradas amostras para monitoramento do pH, medidas de
absorbancia, andlise de CR, analise de nitrogénio e coloragdo através da metodologia de
Sudam Black (SHEEHAN & STOREY, 1947), visando verificar a presenca intracelular de
PHAs. O material celular final obtido foi centrifugado e submetido a metodologia de extracdo
para a obtencdo dos PHAs.

44. PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Os ensaios de hidrolise da pectina e os procedimentos de fermentacdo foram
acompanhados pelos parametros descritos em cada ensaio, sendo estes determinados de
acordo com os métodos analiticos descritos a seguir.

4.41. ANALISE DA CONCENTRACAO DE COMPOSTOS REDUTORES TOTAIS

A medida de concentracdo de CR foi realizada pelo método colorimétrico de DNS,
como descrito por MILLER (1959), em espectrofotdbmetro a 540 nm. Juntamente com cada
procedimento de anélise era realizada uma curva de calibracdo com diferentes concentracdes
(0,2 a 2,0 g/L) de uma solucdo padrdo de glicose, e a concentracdo de CR na amostra era
calculada pela curva de calibracdo de absorbancia versus concentracdo de CR. Um exemplo
de curva de calibracéo, realizada em cada procedimento analitico, encontra-se no Anexo A.

Para o ensaio de velocidade de reacdo enzimatica os CR foram expressos em
concentracdo de acido galacturdnico, medida realizada atraves do mesmo método de DNS,
mas com base em uma curva de calibracdo com diferentes concentragdes (0,2 a 2,0 g/L) de
uma solucédo padrédo de acido galacturonico.
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4.4.2. CURVADE CRESCIMENTO CELULAR

Foi determinada pelo método espectrofotométrico a 600 nm, a partir de uma curva de
calibracdo com diferentes concentracdes celulares (peso seco x absorbancia), e procedendo-se
a analise pela leitura dos diferentes meios de cultivo, a partir de um branco do préprio meio
de cultura sem células. Um exemplo de curva de calibracéo, realizada em cada procedimento
analitico, encontra-se no Anexo B.

Para se obter a concentracdo celular em peso seco, amostras em triplicata foram
retiradas da solugdo mée, filtradas em membrana com porosidade de 0,22 um (previamente
secas e taradas) e secas em estufa a 80° C até peso constante.

44.3. ANALISEDOPH

Foi realizada em potencidmetro Marconi®, previamente calibrado.

444, ANALISE QUALITATIVA DE PHAS — SUDAN BLACK

Para a analise qualitativa da presenca de PHAs intracelular, utilizou-se a técnica de
coloracdo Sudan Black, descrita pelo método de SHEEHAN & STOREY (1947).

Preparou-se uma solucédo de safranina a 10% (v/v) em alcool 95% (v/v) e uma solucdo
de Sudan Black a 0,3% (p/v) em alcool 70% (v/v). Para a andlise seguiu-se 0 seguinte
procedimento: faz-se um esfregaco de biomassa em uma lamina, sendo este seco e fixo a
chama. Em seguida, cobre-se o material com a solucéo de Sudan Black por 15 min, deixando-
se escorrer e secar ao ar. Descolore-se com xileno (tempo de contato 20 s), seca-se ao ar e
cobre-se com a solucdo de safranina (tempo de contato 5 s). Posteriormente, lava-se
suavemente com &gua e seca-se levemente para observagdo microscépica da presenga dos
granulos de PHAs, que ficam tingidos de preto, enquanto que o restante da célula se cora de
vermelho.
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445, ANALISE DOS MONOSSACARIDEOS

Foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, em equipamento Varian,
ligado a um detector de indice de refracdo. Foi utilizada uma coluna para acidos organicos
(Aminex HPX — 87H, 300 x 780 mm, Bio Rad), a 65° C, sendo a fase movel uma solucao
aquosa de H,SO, (8,0 mM) e taxa de fluxo de 0,6 mL/min. As solucbes padrbes de acido
galacturonico, frutose, galactose, xilose e arabinose (Sigma®) foram preparadas na faixa de
0,2 a 10 g/L, para comparacdo dos tempos de retencdo. A concentragdo dos monossacarideos
nas amostras foi calculada por curva de calibracdo da area x concentracdo (g/L). As analises
foram realizadas no Laboratdrio de Processos Cataliticos do Departamento de Engenharia
Quimica da UPFE.

A separacdo ocorreu em dois grupos: &cido galacturbnico (GalA) e
frutose+xilose+galactose (Fru+Xi+Gal), onde cada grupo apresentou um unico pico e,
portanto, a area total de cada pico representa a soma das concentragcdes dos compostos, como
pode ser observado em um exemplo de cromatograma apresentado na Figura 6. As

concentracBes de arabinose foram abaixo de 0,2 g/L, valor minimo da curva padrao.

Figura 6 - Cromatograma de uma amostra de hidrolisado.
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4.4.6. ANALISE DA CONCENTRACAO DE NITROGENIO TOTAL

Nos cultivos em que foi realizada a restricdo de nitrogénio como fator limitante para o
acumulo intracelular de PHAs, foram retiradas amostras para 0 acompanhamento do consumo
de nitrogénio e verificagdo do momento em que ocorre a restricdo total no meio de cultura.
Essas analises foram realizadas através de um kit colorimétrico (ALFAKIT®), que emprega o
método Brucina, onde a amostra é submetida a digestdo em meio acido, para a liberacdo do
nitrogénio total, que é posteriormente convertido a nitrato e medido por espectrometria a 415
nm. Os valores de absorbancia (Abs) sdo convertidos em g/L de nitrogénio, através de uma

curva de calibracdo, apresentada no Anexo C.

4.4.7. EXTRACAOE CARACTERIZACAO DOS BIOPOLIMEROS

Foi utilizado o método de extragdo com cloroférmio, de acordo com a metodologia
descrita por Ramsay e colaboradores (1994). O metodo se baseia na lise celular, seguido de
etapas de lavagem com diferentes solventes, para a remocao dos debris celulares, e por dltimo
a solubilizacdo dos PHAs em cloroférmio, que € posteriormente recuperado pela precipitacéo
em etanol gelado, seguido de secagem. Os passos da extracdo estdo descritos a seguir. Sendo
que as condicGes de centrifugacdo, utilizada em todas as etapas, foi de 4000 rpm, 10°C, por 20
minutos e, o0 volume dos solventes usado nas etapas de ressuspensdo do material foi sempre a
metade do volume inicial de meio de cultura.

A suspensao bacteriana foi primeiramente centrifugada, o sobrenadante desprezado e o
pellet (material precipitado) ressuspendido em NaOH 0,2 N. O material foi colocado em mesa
agitadora a 200 rpm, 30°C por 2 horas. Em seguida novamente centrifugado, desprezando o
sobrenadante, e ressuspendido em etanol. Novamente o material foi centrifugado, desprezado
0 sobrenadante e ressuspendido em acetona. Descartado o sobrenadante, o material foi
ressuspendido em cloroférmio, na proporcdo de 20 vezes o volume de material celular, e
mantido em agitacdo por 24 horas a 200 rpm. Em seguida, foi adicionado volume de agua
igual ao volume de cloroférmio e novamente levado a agitacdo por 24 horas a 200 rpm.

Apos esse periodo houve a formacado de trés fases, sendo a primeira (de cima) agua, a
do meio impurezas e a terceira cloroférmio. Com auxilio de um funil de separacdo, a terceira
fase (do cloroférmio) foi removida e transferida para uma bureta, sendo gotejada em volume
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igual de etanol gelado (mantido em banho de gelo). Por fim, os PHAs (precipitado) foram
colocados em placas de Petri e levado a estufa a 80°C até a evaporacgdo total do etanol.
Apos a secagem os PHAs foram caracterizados em comparagdo com padrdo de PHB,

através da técnica de RMN, realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica

Fundamental da UFPE.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADOS PRELIMINARES

5.1.1. CARACTERIZACAO DA PECTINA

A caracterizacdo da pectina quanto ao seu grau de esterificacdo apresentou valores de
67,3 = 1,0 %, desta forma, sendo classificada como pectina com alto grau de esterificacao.
Segundo May (2000) as pectinas sdo divididas em duas classes, uma com alto grau de
esterificacdo (>50%), HMP, e a outra com baixo grau de esterificagdo (<50%), LMP.
Comercialmente, as pectinas com alto grau de esterificacdo apresentam teores na faixa 55 a
75%, ja& nas de baixo grau de esterificacdo, esses teores variam na faixa 15 a 45%
(BRANDAO & ANDRADE, 1999).

O conhecimento do grau de esterificacdo da pectina € um dado importante para analise
do estudo, pois como demonstrado nos trabalhos de Krall & McFeeters (1998), em condigcbes
de pH 3,0 a 100° C, o aumento do grau de esterificacdo das pectinas leva a uma reducdo na
taxa de hidrolise, com a liberacdo mais lenta de CR. De acordo com ANDRE-LEROUX et al.

(2009), o grau de substituicdo também influencia na atividade das endo-PGs.

5.1.2. CRESCIMENTO EM CALDO NUTRIENTE - INOCULO

O primeiro ensaio de cultivo em caldo nutriente foi realizado a partir das culturas de
C. necator e P. putida, mantidas em Agar inclinado. A Figura 7 mostra o crescimento celular
e a variacdo de pH em relacdo ao tempo de cultivo. C. necator apresentou uma fase adaptativa
(lag) de 2 horas, enquanto, P. putida apresentou 4 horas de fase lag, ambos os micro-
organismos cresceram exponencialmente até 10 horas de cultivo, com taxas de crescimento
méxima (pmax) de 0,43 e 0,62 h™, para C. necator e P. putida, respectivamente. Os valores de
pH aumentaram ao final da fase exponencial de crescimento para ambas as culturas. A partir

desse monitoramento, pela alta concentracdo celular do inoculo no periodo de 10 horas de
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cultivo, foi estabelecido esse tempo como um momento favoravel para a transferéncia do

inoculo para a segunda etapa de cultivo em meio mineral.

Figura 7 -

putida (B) em meio caldo nutriente.
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5.1.3.  CULTIVO EM MEIO MINERAL COM ACIDO GALACTURONICO

Visando verificar se o acido galacturénico era usado como fonte de carbono para
crescimento celular de C. necator e P. putida, foi realizado um ensaio utilizando 1,5% (p/v)
de acido galacturénico como unica fonte de carbono. Como podemos observar pela Figura 8,
ambas as culturas demonstraram essa capacidade, sendo que P. putida apresentou uma fase de
adaptacdo mais lenta, somente iniciando sua fase exponencial de crescimento apds 16 horas
de cultivo e crescendo apenas 1 dos ensaio, enquanto C. necator ndo apresentou nenhuma fase

adaptativa, crescendo linearmente até 8 horas de cultivo.

Figura 8 - Crescimento celular durante o cultivo de C. necator e P. putida em meio

mineral, contendo acido galacturdnico 1,5%.
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A bactéria P. putida é conhecida, assim como as demais bactérias de seu género, pela
sua ampla capacidade de assimilar diversos substratos como fonte de carbono, além da
glicose, compostos arométicos e acidos alcandicos (acido octanoico, acido undecendico),
produzindo PHAs aromaticos e de cadeia média (TOBIN & O’CONNOR, 2005;
HARTMANN et al., 2006; WARD & O’CONNOR, 2005). Da mesma forma, C. necator

apresenta uma ampla diversidade no uso de substratos como fonte de carbono, mas a Unica



45

espécie do seu género conhecida em assimilar acido galacturdnico para crescimento celular €
a C. taiwanensis, mas que tem a sintese de PHAs inibida por esse substrato (WEI et al.,
2011). Desta forma, ndo foram encontrados na literatura relatos do uso de &cido galacturénico

por ambos 0s micro-organismos.

5.1.4. ENSAIO | DE HIDROLISE ACIDA

Baseado na metodologia descrita por Wenzel (2001) foi realizada a hidrolise acida da
pectina, e o hidrolisado obtido foi concentrado e detoxificado com carvao ativo, e ambos
utilizados na formulagcdo do meio mineral para crescimento celular de C. necator e P. putida.
Os resultados de CR obtidos em cada etapa e de crescimento celular de ambas as culturas
podem ser observados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultado de compostos redutores (CR) obtidos no ensaio | de hidrolise acida e

crescimento celular de C. necator e P. putida com MM formulado com esses hidrolisados.

CRno CR no Meio )
Tratamento ) ) ) C. necator P. putida
Hidrolisado (g/L)  Mineral (g/L)
Hidrolisado 0,66 (+0,03)
Hidrolisado N&o Houve Nao Houve
3,67 (£0,05) 2,55 (+0,05) ) _
Concentrado Crescimento Crescimento
Hidrolisado
N&ao Houve Nao Houve
Concentrado e 3,26 (£0,08) 2,25 (£0,04) ) ]
Crescimento Crescimento

Detoxificado

N&o houve crescimento em nenhuma das condigdes testadas. As condic¢des fortemente
acidas e altas temperaturas favorecem a formacédo de produtos de degradacdo das pentoses e
hexoses. Esses compostos tém atividade inibidora sobre o crescimento celular, sendo

considerados tdxicos para a maioria dos organismos e bactérias (ZALDIVAR et al., 1999).
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5.1.5.  ENSsAIO Il DE HIDROLISE ACIDA

Visando melhorar as condicBes de hidrolise, foram realizadas algumas adaptacfes no
sistema proposto por Wenzel (2001), obtendo-se 1,97 (x 0,06) g/L de CR diretamente no
hidrolisado, e apds a etapa de concentracdo o valor de CR aumentou para 3,15 (+ 0,05) g/L.
As condicdes experimentais modificadas, com a eliminacdo da etapa de repouso em 4acido
sulfarico concentrado por 1 hora e a eliminacdo da etapa de repouso por 24 horas ap06s a
hidrolise, podem explicar este resultado. O hidrolisado concentrado foi utilizado na
formulagdo do meio mineral, obtendo-se 2,20 (x 0,08) g/L. O resultado do crescimento celular
de C. necator e P. putida, podem ser observados na Figura 9.

C. necator apresentou uma fase adaptativa de 10 horas de cultivo, crescendo
exponencialmente até 22 horas e apresentando pwax de 0,2 h™, enquanto P. putida ndo
apresentou crescimento celular nessas condi¢Bes de hidrdlise. Provavelmente ainda hé
presenca de produtos de degradacdo no meio e a bactéria P. putida apresentou-se mais

sensivel a esses inibidores.

Figura 9 - Crescimento celular durante o cultivo de C. necator e P. putida em meio

mineral, formulado com hidrolisado quimico de pectina (2,20 g/L de CR).
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5.1.6. ENSAIO DE VELOCIDADE DE REACAO ENZIMATICA

Os resultados de liberacdo de CR apresentados na Figura 10 mostram que ao final das
24 horas de hidrélise o ensaio com pectina esterificada apresentou 5,53 (+0,05) g/L de CR e 0
ensaio com pectina desesterificada apresentou 5,18 (x 0,05) g/L de CR. A concentrac¢do de
CR aumenta rapidamente nas primeiras 6 horas, para ambas as condi¢des, periodo que
coincide com a diminuicdo da velocidade de reacdo enzimatica mostrada na Figura 11.

A poligalacturonase utilizada nesse trabalho é classificada como endo-PG (E.C.
3.2.1.15), e seu substrato preferencial sdo as cadeias homogalacturonanas, hidrolisando as
ligagdes glicosidicas o 1—4 entre dois residuos de acidos galacturdnicos. Esses residuos
podem ser metil-esterificados no grupo carboxilico e acetil-esterificados nos grupos
hidroxilas, e com o0 aumento do grau de substituicdo, as endo-PGs freqiientemente diminuem
sua atividade (NEUKOM et al., 1963 apud ANDRE-LEROUX et al., 2009)

No entanto, algumas endo-PGs tém sua atividade reforcada em substratos ligeiramente
metilados. Este é o caso das PG-A e PG-B de Aspergillus niger, para as quais foi encontrada
uma relacdo especifica de atividade com o grau de metilacdo (PARENICOVA et al., 2000
apud BONNIN et al., 2002). J& no caso das PG-C e PG-E de A. niger, um fraco grau de
metilacdo parece inativar a atividade dessas enzimas (HUANG & MAHONEY, 1999 apud
BONNIN et al., 2002). Como a endo-PG utilizada nesse trabalho € isolada de A. niger, isso
explica a variacao inicial da velocidade de reacéo entre os ensaios com pectina esterificada e
desesterificada.

No ensaio com a pectina desesterificada, que a velocidade inicial foi > 19x10% Ul/mL,
agem preferencialmente as PG-C e PG-E, mas também agem as PG-A e PG-B, que nao sdo
inativadas por substratos desesterificados. J& no ensaio com pectina esterificada, que a
velocidade inicial foi < 5x10° UI/mL, apenas a PG-A e PG-B tem atividade, que é reforcada
pela presenga de substratos metilados, sendo a PG-C e PG-E inativada por esse substrato.

Ja a diminuicdo da velocidade enzimatica, caracterizada de forma mais acentuada apos
6 horas de hidrdlise, para ambas as condi¢des do ensaio, pode estar associada a diminuicao da
disponibilidade de substrato para a formacdo do complexo enzima-substrato (ES), passando a
ser o substrato o fator limitante para a reacdo enzimatica (ROMBOUTS & PILNIK, 1980).
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Conversdo de pectina esterificada e desesterificada em CR por tratamento com

endo-PG (E.C. 3.2.1.15) (teor de substrato de 1% p/v)
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Figura 11 -

Velocidade de reacdo enzimética da endo-PG (E.C. 3.2.1.15) durante a

conversao de pectina esterificada e desesterificada em CR (teor de substrato de 1% p/v).
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O hidrolisado enzimético obtido nessa condi¢do foi utilizado na formulacdo do meio
mineral para crescimento celular de C. necator e P. putida. De acordo com a Figura 12, C.
necator foi capaz de crescer utilizando o hidrolisado péctico como unica fonte de carbono,
apresentado uma fase de adaptagdo de 8 horas e pumax de 0,15 ht p. putida apresentou uma
tendéncia de crescimento apenas ap6s 24 horas de cultivo; desta forma, o uso desse substrato

ndo foi viavel para o crescimento celular desse micro-organismo.

Figura 12 -  Crescimento celular durante o cultivo de C. necator e P. putida em meio
mineral, contendo hidrolisado enzimatico de pectina (4,97g/L de CR) como Unica fonte de

carbono.
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Com base nesses resultados preliminares, concluiu-se que C. necator € 0 micro-
organismo mais adequado para crescimento celular visando a producdo de biopolimeros a
partir de hidrolisados pécticos. Dessa forma, os experimentos seguintes foram realizados
apenas com essa espécie. Mas também ficou clara a necessidade de melhorar os
procedimentos de hidrolise da pectina, tanto por métodos acidos, quanto enzimaticos, visando
aumentar a concentracdo de CR e diminuir os possiveis produtos de degradacdo formados
durante a hidrdlise. A partir desses estudos serdo apresentados os resultados a seguir.
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5.2. ESTUDO DAS CONDICOES DE HIDROLISE ACIDA

52.1. PLANEJAMENTO FATORIAL DE HIDROLISE ACIDA

A Figura 13-A mostra a superficie de resposta para a variavel concentracdo de CR,
demonstrando que essa variavel aumenta em funcdo do acréscimo da temperatura e da
redugdo na concentracéo de acido sulfurico. Foi obtida uma concentragdo méxima de 5,9 g/L
no ensaio com 1,0% (v/v) de acido sulfurico a 100°C.

Na Figura 13-B temos o diagrama de Pareto, no qual podemos observar que ao
contrario da temperatura, um aumento na concentracao de acido tem um efeito negativo sobre
a variavel resposta. A interacdo das variaveis estudadas ndo apresentou significancia
estatistica. Smidsrod e colaboradores (1966) relataram que em condi¢fes fortemente &cidas
(pH < 1,0), polipectato foi hidrolisado mais lentamente a polissacarideos neutros, em
comparagdo com condi¢des mais brandas de acidez (pH 2,5 — 4,5).

Os resultados experimentais foram em concordancia com o modelo de previsdo tendo
em vista a correlagdo satisfatoria entre os dados teoricamente previstos e os valores
experimentais (Figura 13-C). O aspecto dos hidrolisados obtidos em cada ensaio pode ser
visualizado pela Figura 14. A Equacéo 4 apresenta o modelo empirico, sendo o valor de R?
correspondente a 0,99. O termo da interacdo (temperatura-H,SO,) foi descartado porque o
valor de p foi maior que 0,05 (p=0,054), enquanto para temperatura e H,SO,, 0s valores de p
foram 0,00436 e 0,0005, respectivamente, para um nivel de confianca de 95%.

Garna e colaboradores (2006), estudando a cinética de hidrélise da pectina com
diferentes concentracbes de 4&cido sulfurico, obtiveram o0s melhores resultados com
concentragBes de acido sulfarico em torno de 1,0 M. Concentracbes de 0,2 M e 2,0 M
apresentaram menores taxas de hidrolise. Os mesmos autores também investigaram o efeito
da temperatura, fazendo o0 mesmo estudo a 80 e 100° C, obtendo maiores rendimentos em
percentagem de acido galacturénico nas condi¢cdes mais drasticas de temperatura. Resultados
semelhantes foram encontrados por Leitdo e colaboradores (1995), que trabalhando com
diferentes acidos, estudaram temperaturas de hidrélise da pectina de girassol a 100 e 120° C.
Este comportamento pode ser explicado devido a maior resisténcia das liga¢6es glicosidicas,
entre as unidades de éacido galacturbnico, as condigdes mais amenas de hidrolise
(BIERMANN, 1988; DE RUITER et al., 1992).
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CR =0,9273 — (0,0894 x H,SO,) + 0,0560 x T (4).

Figura 13 -  Superficie de resposta (A), diagrama de Pareto (B) e correlacéo entre pontos

tedricos e experimentais (C), em funcdo da temperatura e concentracdo de H,SO,4

Os resultados indicam que hd uma relagdo 6tima de hidrdlise com o aumento da
temperatura e concentracdo controlada de acido em faixas de até 1% (v/v). Tendo em vista as
limitagOes de equipamento para promover um aumento da temperatura em valores maiores
que 100° C, e sendo a melhor condicéo de hidrélise obtida nesse estudo a essa temperatura,

foi definida a concentracdo de 1,0% (v/v) de acido sulfdrico a 100° C como a condicao 6tima
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entre as variaveis estudadas. Esta condi¢do foi empregada para a realizagdo da cinética de

liberacdo de CR e obtencéo de substrato para formulacdo de meio de cultivo.

Figura 14 -  Aspecto dos hidrolisados obtidos em cada ensaio do planejamento fatorial de

hidrolise &cida.

5.2.2. CINETICA HIDROLISE ACIDA

O acompanhamento da liberacdo de CR esta demonstrado na Figura 15-A, onde é
possivel observar que nos primeiros 15 minutos de hidrélise ocorre a maior liberagcdo, com
um aumento acentuado até 4 horas, seguido de uma ligeira queda até o final das 5 horas de
hidrélise. O perfil de liberacdo dos grupos de carboidratos, apresentados na Figura 15-B, esta
correlacionado com os resultados encontrados para CR, com uma alta taxa de liberacéo inicial
para ambos o0s grupos. Apds 2 horas foi observada uma queda no teor de
frutose+xilose+galactose e apos 4 horas essa reducéo foi acentuada para os dois grupos.

O aspecto das amostras retiradas durante o acompanhamento da hidrolise pode ser
visualizado na Figura 16. No periodo de 4 horas de hidrdlise, onde é atingida a maior

concentracdo de CR, temos em média 6,0 g/L. Considerando que partimos de uma
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concentracdo inicial de pectina 10,0 g/L (1,0% p/v), obtivemos um rendimento de hidrolise de

60,0%, satisfatorio para a formulacdo do meio de cultivo.

Figura15-  Concentracdo de CR (A) e concentracdo de grupos de carboidratos (B), durante
a hidrolise de &cida com 1% de H,SO,4 e 100° C (Pectina 1% p/v).
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A liberacdo inicial de uma alta concentracdo de CR pode ser explicada levando em
consideracdo que as pectinas comerciais com alto grau de esterificagdo sédo geralmente
extraidas em condicdes acidas a quente. Desta forma, regides contendo altas propor¢ées de
acucares neutros sao hidrolisadas (MAY, 2000), formando uma fracao soltvel da pectina. Em
adicdo, as condic@es iniciais de acidez e temperatura sdo suficientes para romper ligacdes
glicosidicas mais susceptiveis a hidrélise, pois segundo Novosel et al (2000), a resisténcia a
hidrolise acida das ligages glicosidicas variam na pectina da seguinte forma: Ac.Gal---
Ac.Gal > Ac.Gal---Rha > Rha---Ac.Gal > aclicar neutro---aclicar neutro. Essa variacdo na
resisténcia tambem explica a liberacdo gradual de CR até o final do processo de hidrdlise,

sendo os mondmeros de &cido galacturénico os Gltimos a serem liberados.
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Figura 16 -  Aspecto das amostras retiradas durante a cinética de hidrélise &cida com 1% de
H,SO, e 100° C (Pectina 1% p/v).
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Garna e colaboradores (2006), trabalhando com pectina de alto grau de esterificacdo
submetida a hidrolise com diferentes concentracbes de &cido sulfurico a 100° C, e
quantificando apenas a liberacdo de mondmeros de acido galacturénico, também obtiveram
liberagdo gradual nas primeiras horas em todos os tratamentos, mas com declinio na
concentracdo de acido galacturdnico livre, a partir de diferentes tempos para cada tratamento.
Segundo os autores, as condi¢Oes da hidrolise por longo tempo levam a taxas de destruicédo
dos &cidos galacturdnicos livres, maiores do que as taxas de liberacdo do polimero. A razdo
para isso seria que os &cidos galacturénicos livres estdo sujeitos a degradacdo formando
lactonas (BLAKE & RICHARDS, 1968) ou furfural (MEDINA et al., 1942).

Garna e colaboradores (2004) mostraram efeito similar na liberacdo de acUcares
neutros da pectina, estando também susceptivel a degradacdo. Esses autores observaram o
inicio da degradacdo de 2 horas para xilose e glicose e 3 horas para galactose, utilizando &cido
sulfdrico 1 M a 100° C. Para a concentracdo de &cido sulfdrico de 2 M, na mesma
temperatura, o inicio da degradacdo foi observado a partir de 1 hora para todos os agucares,
exceto a ramnose.

Na verdade todas as pentoses presentes na pectina, além dos monémeros de &cido
galacturénico, podem sofrer degradacdo formando furfural (MEDINA et al., 1942). A
presenca de aldeidos furanicos (furfural e HMF) afeta 0 metabolismo dos micro-organismos,

sendo indesejaveis na formulacdo dos meios de cultivo. Os efeitos toxicos destes compostos
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parecem estar associados a sua alta reatividade para lipidios, proteinas e &cidos nucléicos,
além de poder causar danos a parede celular.

Os resultados sugerem que até 4 horas de hidrolise a formacdo de produtos de
degradacdo € baixa. Desta forma, o hidrolisado obtido nessa condi¢do foi utilizado na
formulagcdo do meio de cultura para crescimento celular de C. necator, como pode ser
observado na Figura 17. O crescimento celular ocorre imediatamente ap6s a inoculagdo das

células, apresentando crescimento até 10 horas de cultivo, com pyax de 0,26 ht

Figura1l7 -  Concentracdo celular, variacdo do pH e variacdo de CR, durante o cultivo de C.
necator em meio mineral contendo hidrolisado acido de pectina (3,82 g/L de CR) como Unica

fonte de carbono.
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Dalcanton et al. (2010) estudaram as mesmas condic¢des de cultivo utilizando amido
de arroz hidrolisado e obtiveram resultados semelhantes (0,22 e 0,24 h™). Valores similares
também foram observados por Marangoni et al. (2001) (0,26 h™) e Finkler (2002) (0,21 h™),
quando investigaram o uso de acucar invertido como fonte de carbono, e Kim et al. (1994)
(0,20 h™) usando glicose. Assim os resultados indicam que o hidrolisado de pectina é um
potencial substituto da glicose para crescimento celular de C. necator.

Durante o cultivo os valores de pH permanecem em torno de 7,0 e a concentragao

inicial de CR (3,82 g/L), decresce concomitantemente com a fase de crescimento, até 10 horas
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de cultivo. A concentragdo celular final observada foi de 0,63 g/L e o fator de conversdo
substrato em células (Yxss) foi de 0,55 g/g. Este resultado é comparédvel ao valor tedrico
sugerido para C. necator (0,5 g/g), como relatado por Repaske e Repaske (1976). Apos 16
horas de cultivo permaneceu uma concentracdo residual de CR de 2,8 g/L, o que também foi
observado em outros estudos com diversas fontes de carbono, tais como acetato, melago e
glicose (BAEI et al., 2009).

5.3. ESTUDO DAS CONDICOES DE HIDROLISE ENZIMATICA

5.3.1. PLANEJAMENTO FATORIAL DE HIDROLISE ENZIMATICA |

A Figura 18-A mostra a curva de contorno para a variavel resposta concentracdo de
CR. Os resultados indicam que a faixa Otima para maximizar a concentracdo de CR situa-se
para valores de concentracdo de enzima a partir de 6 Ul/g e agitacdo acima de 200 rpm. O
diagrama de Pareto (Figura 18-B) mostra que apenas o termo linear da concentracdo de
enzima é significativo (p < 0,05). Como neste planejamento a condicdo maxima de CR ndo
foi atingida, um novo planejamento foi realizado, ampliando-se as faixas de concentracao de

enzima e velocidade de agitacao.

Figura 18 -  Curva de contorno (A) e grafico de Pareto (B) para a concentracdo de CR em
funcdo da agitacdo e da concentracdo de enzima para o primeiro planejamento experimental

em 24 h de hidrdélise com endo-PG.

(1)Enzima(L)

Enzima(Q)
220

Lby2L

Agitagao (rpm)
8

8

Agitacéo(Q) -2,25282

=
3

(2)Agitagao(L)

5

p=,05

a
8

3,0 35 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Enzima (Ul/g)

Efeito estimado (valor absoluto)



57

5.3.2. PLANEJAMENTO FATORIAL DE HIDROLISE ENZIMATICA |1

A Figura 19-A mostra a superficie de resposta e a 19-B a curva de contorno para a
variavel resposta concentracdo de CR. Como podemos observar a regido 6tima para a
concentracdo de CR foi atingida. Os valores criticos do modelo que maximizam a resposta

foram equivalentes a uma concentracdo enzimética de 10,01 Ul/g e agitacdo de 230,3 rpm.

Figura19 -  Superficie de resposta (A), curva de contorno (B), grafico de Pareto (C) e
valores preditos versus valores observados (D) para a concentracdo de CR em fungéo da
agitacéo e da concentragdo de enzima para o segundo planejamento experimental em 24 h de

hidrolise com endo-PG.

o estimado (valor absoluto) Valores observados
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Pela anélise estatistica dos resultados deste segundo planejamento obtivemos o gréfico
de Pareto (Figura 19-C), onde todos os efeitos apresentaram-se significativos (p < 0,05). A
observacdo de que os efeitos de segunda ordem foram estatisticamente significativos e
negativos sugere que ha um ponto de étimo para estas duas variaveis. A Figura 19-D mostra
que h& uma boa concordancia entre os resultados experimentais e os resultados previstos pelo
modelo.

A Equacdo 5 apresenta 0 modelo codificado otimizado para a hidrolise enzimatica de

pectina apds 24 h de biorreacéo.

CR = -24,892+1,705*x-0,067*x*+0,219*y-0,00044*y*-0,00155*x*y (R* = 0,8821) (5).

5.3.3.  CINETICA DE HIDROLISE ENZIMATICA

A condicdo 6tima atingida pelo segundo planejamento (10,01 Ul/g e 230,3 rpm) foi
utilizada em um ensaio em triplicata para confirmacédo dos resultados e acompanhamento da
cinética de liberacdo dos CR durante 24 horas de hidrélise, como pode ser observado na
Figura 20. Pode-se observar uma elevada taxa de hidrélise nos primeiros 30 minutos,
seguindo de forma acentuada até 8 horas de hidrdlise. A partir desse tempo, a hidrélise é
gradual até o final das 24 horas, onde € atingida uma concentracdo media de CR de 9,34 +
0,16 g/L, maior que o valor predito pelo modelo (8,85 g/L). A diminui¢do na taxa de liberagéo
de CR ao longo do processo de hidrdlise também foi observada por Bélafi-Bako e
colaboradores (2007), onde trabalhando com diferentes concentragdes iniciais de GalA livre
foi demonstrado o efeito de inibi¢ao da atividade enzimatica pelo produto da hidrolise.

O perfil de liberacdo dos grupos GalA e Fru+Xil+Gal esté relacionado com os CR,
ocorrendo uma liberacdo inicial maior do grupo GalA na primeira hora de hidrolise, seguindo-
se de uma liberacdo mais lenta e gradual até o final das 24 horas. J& o grupo de Fru+Xi+Gal
apresenta uma liberacdo gradual até 18 horas, seguindo constante até as 24 horas de hidrolise.
Esses agUcares neutros que se encontram em menor concentracdo na pectina provavelmente
s&o despolimerisados devido a menor resisténcia de suas ligac@es glicosidicas (NOVOSEL et
al., 2000), sendo as condicGes de acidez a pH 4,0 e a temperatura de 50°C suficientes para a

sua liberacéo.
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Figura20 -  Cinética de hidrdlise enzimatica com a liberacdo de CR, na condicdo otimizada
de 10,01 Ul/g e 230,3 rpm (Pectina 1% p/v).
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O hidrolisado final obtido foi utilizado na formulacdo de meio mineral para
crescimento celular de C. necator, como pode ser observado na Figura 21. Os valores de [max
foram de 0,178 e 0,197 h™%, semelhantes ao valor encontrado por MARANGONI et al. (2001)
(0,19 h*) quando utilizou um substrato misto (glicose, frutose, hidrolisado de lactose e agtcar
invertido) e por FINKLER (2002), que obteve um valor de 0,16 h™ utilizando glicose.
ARAGAO et al. (1996), utilizando glicose e frutose, obtiveram um valor de pmax de 0,22 h™.

Durante o cultivo os valores de pH permanecem em torno de 7,0 e a concentracdo
inicial de CR (5,3 g/L) decresce concomitantemente com a fase exponencial de crescimento
celular, apresentando um consumo total de 1,6 g/L e uma concentracdo residual de substrato
de 3,7 g/L. A concentracdo celular final obtida foi de 2,25 g/L, desta forma, apresentando um
fator de conversédo substrato em células (Yxs) de 0,7 gea/Qsuns, Valor acima do valor tedrico
sugerido para C. necator (0,5 geer/Gsuns), COMO relatado por Repaske e Repaske (1976). Mas
outros trabalhos utilizando 6éleos vegetais como fonte de carbono, obtiveram valores de 0,7 a

0,8 gesi/Qsubs, iNdicando que os 6leos vegetais sdo boas fontes para obtencéo de alto peso seco
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celular e acimulo de PHAs (RAO, SRIDHAR & SEHGAL, 2010; OBRUCA et al., 2010).

Outros estudos usando diferentes fontes de carbono também observaram uma
concentracdo residual da fonte de carbono (BAEI et al., 2009). Em nosso estudo essa
concentracdo residual pode estar relacionada a presenca de oligdbmeros, devido a atividade
endo-PG da enzima utilizada. Iwasaki e colaboradores (1998) trabalhando com hidrdlise de
pectato de sodio por endo-PG, observaram, além de monossacarideos, a formacdo de
oligdbmeros (Di, Tri e Tetrassacarideos), em diferentes concentraces de acordo com o tempo
de hidrdlise.

Figura21 -  Valores de crescimento celular, pH e consumo de CR durante o cultivo de C.
necator meio mineral formulado com hidrolisado enzimético de pectina (5,3 g/L de CR) como

Unica fonte de carbono.
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5.3.4. PLANEJAMENTO FATORIAL DE HIDROLISE ENZIMATICA Il E IV

Pelas Figuras 22-A, 22-B e 22-C, observamos a influéncia significativa das variaveis
agitacdo e concentracdo de pectina. Nos pontos com maiores valores para esses parametros,
observa-se um aumento na variavel resposta (concentracdo de CR), convergindo para a
coloracdo fortemente vermelha observada no grafico. Da mesma forma, observamos que a
varidvel concentracdo de enzima ndo apresenta efeito significativo sobre a liberacdo de CR,
pois em toda a faixa de concentracdo estudada, h& pouca diferenciacdo da variavel resposta.

Pela analise estatistica dos resultados obtivemos o grafico de Pareto (Figura 23-A),
onde fica evidenciado que para a variavel concentracdo de enzima, tanto o termo linear,
quanto a sua interacdo com as outras variaveis, nao apresentou significancia estatistica (p <
0,05). Ja as outras variaveis estudadas, assim como a interacdo entre elas, apresentaram
significancia estatistica (p > 0,05), confirmando os resultados observados. A Figura 23-B
mostra que hd uma boa concordancia entre os resultados experimentais e os resultados

previstos pelo modelo.

Figura 22 -  Superficie de resposta para as variaveis, agitacdo x concentracao de pectina
(A), enzima x agitagdo (B) e concentracao de pectina x enzima (C), em funcdo da variavel
resposta concentracdo de CR para o terceiro planejamento experimental em 24 h de hidrélise

com endo-PG.
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Com base nesses resultados, concluiu-se que a variavel agitacdo tem grande influéncia

sobre a atividade enzimatica. O que pode ser explicado pela alta viscosidade da pectina em

solucdo aquosa, principalmente em concentracfes superiores a 1 % (p/v). A agitacdo é

imprescindivel para promover o contato da enzima com o substrato, favorecendo a reagao de

hidrolise com a liberacdo de CR. Songpim e colaboradores (2010), trabalhando com a enzima

pectato liase, estudaram o efeito da agitacdo em faixas de 150 a 250 rpm. Apesar de

empregarem baixas concentracBes de substrato (0,4%), obtiveram maxima resposta com

valores de agitacdo de 200 rpm, demonstrando o efeito dessa varidvel sobre a atividade

enzimatica.

Figura 23 -

Grafico de Pareto (A) e valores preditos versus valores observados (B) para a

concentracdo de CR em funcdo das varidveis estudadas para o terceiro planejamento

experimental em 24 h de hidrolise com endo-PG.
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Tendo em vista a limitagdo de equipamento para promover agitacdo superior a 300
rpm, definiu-se esse valor como parametro para essa variavel estudada. Ndo sendo possivel,
através desse planejamento, definir valores 6timos em concentracdo de enzima e de substrato
(pectina) para a maximizagdo da resposta (CR), um novo planejamento fatorial foi realizado,
tendo como variaveis a concentracdo enzimatica (Ul/g) e a concentragdo de substrato (%).

Na Figura 24-A temos a superficie de resposta para a varidvel concentracdo de CR, a
partir dos resultados obtidos pelo novo planejamento fatorial. Como podemos observar, o
aumento na concentracdo de substrato influenciou diretamente a variavel resposta, sendo
possivel atingir 74,95 g/L de CR a partir de 10% de pectina (ou 100 g/L), indicando um
rendimento de hidrdlise de = 75%.

O gréfico de Pareto (Figura 24-B) contribui com os resultados observados, indicando
maior efeito significativo para a variavel concentracdo de substrato, alem de indicar que
ambas as variaveis estudadas apresentaram efeito signicficativo (p < 0,05). Pela Figura 24-C
podemos observar que os valores reais encontrados estdo em concordancia com os valores

preditos pelo modelo.

Figura 24 -  Superficie de resposta (A), grafico de Pareto (B) e valores preditos versus
valores observados (C) para a concentragdo de CR em fungdo das variaveis concentracdo

enzimatica e concentracdo de substrato para o quarto planejamento experimental em 24 h de

hidrolise com endo-PG.




64

85

1
(2)Pectina(L)
(L)Enzima(L) 8,54483 @
%
o
1Lby2L -4,2266 o
3
o
Enzima(Q) 2,28558 g
Pectina(Q) 114,730501 B
p=,05 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Efeito estimado (valor absoluto) Valores observados

Mesmo nao sendo atingida a condicdo 6tima para as variaveis estudadas em funcéo da
variavel resposta, a concentragdo de CR maxima obtida é suficiente para a formulacdo dos
meios de cultura, pois estes serdo formulados para uma concentragdo de CR na faixa de 40
g/L. Desta forma, a concentracdo de substrato em 10% (ou 100 g/L) foi a condicdo
estabelecida para os subsequentes ensaios de hidrdlise.

Pelo mesmo estudo de planejamento fatorial observa-se que apesar de apresentar
significancia estatistica, a variavel concentragdo enzimatica, em toda a faixa estudada, ndo
apresentou relevante diferencial na liberacdo de CR. Sendo assim, ndo foi possivel através
desse estudo estabelecer um valor 6timo de concentracdo enzimatica para 0s ensaios de

hidrolise. Portanto um novo estudo foi proposto, um ensaio de performance enzimatica.

5.3.5. ENSAIO DE PERFORMANCE ENZIMATICA

Na Figura 25 temos o grafico da performance enzimética, onde observamos que a taxa
de hidrolise enziméatica ndo aumenta de forma linear com o aumento da concentracdo de
enzima. A concentracdo de CR aumenta da forma acentuada com o aumento da concentracao
enzimatica até 10 Ul/g de pectina, onde é possivel se obter em média 68,8 + 0,5 g/L de CR. A
partir desse ponto, mesmo aumentando drasticamente a concentragdo de enzima chegando a
200 Ul/g, o rendimento de hidrdlise ndo aumenta significativamente.

De modo geral, 0 aumento na concentracdo enzimatica influencia no aumento da taxa

de reacdo da enzima. Mas segundo Cavaco-Paulo (2011) esse aumento pode ser observado até
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o0 nivel de saturacdo do substrato. A partir desse ponto, mesmo aumentando drasticamente a
concentracdo da enzima, ndo ocorrem grandes incrementos nas taxas de biotransformacéo.
Comportamento semelhante também pode ser observado para outras enzimas, como
demonstrado por Michizoe e colaboradores (2001) estudando o efeito da concentracdo de
lacase (0 a 15 uM) sobre a degradacgéo de o-clorofenol, onde foi observado que a partir de 11

uM, a taxa de degradacao foi praticamente estavel.

Figura25-  Gréfico de performance enzimatica de endo-PG por 24 horas hidrélise com

10% de substrato em todas as concentragdes de enzima.
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A concentracdo enziméatica de 10 Ul/g de pectina representa a menor relacdo
enzima/substrato com rendimento significativo de hidrolise. Esse valor esta em concordancia
com o segundo planejamento fatorial de hidrolise enzimatica (item 5.3.2), onde de acordo
com o modelo, o valor critico para a maximizacdo da resposta em relacdo a concentracao
enzimatica foi de 10,01 Ul/g de pectina.

A partir deste resultado, foi definido em 10 Ul/g de pectina o parametro de
concentracdo enzimética considerada 6tima para os ensaios de hidrélise. Tendo os demais
parametros ja definidos, agitacdo (300 rpm) e concentracdo de substrato (100 g/L), essas
condicbes foram estabelecidas como valores criticos para a maximizacdo da resposta
(obtencéo de CR).
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Visando a confirmacdo desse resultado, um ensaio em triplicata foi realizado sob essas
condicdes, obtendo-se ao final das 24 horas de hidrolise 71,5 + 0,8 g/L de CR. O hidrolisado
obtido foi neutralizado com KOH, esterilizado em autoclave e utilizado na formulacdo dos

meios de cultura.

5.4. PRODUCAO DE PHAs - HIDROLISADO DE PECTINA E PADRAO
GLICOSE

Com o hidrolisado obtido nas condigOes estabelecidas foi realizado um cultivo em
meio formulado com o hidrolisado de pectina € um comparativo, em meio formulado com
glicose, visando a produgdo de PHA’s. As fases de crescimento celular e produgdo de PHA’s
foram acompanhadas por um periodo de 42 horas. Durante esse periodo o pH foi monitorado
em intervalos de 1 hora e controlado em 7,0 £ 0,5, com a adicdo de KOH (1,0M e 0,1M) sob
condicdes de esterilidade. Os demais parametros monitorados estdo apresentados na Figura
26-A (ensaio com glicose) e Figura 26-B (ensaio com hidrolisado de pectina).

Para o cultivo com glicose a fase exponencial de crescimento celular inicia-se 2 horas
apos a inoculacdo até 10 horas de cultivo, momento em que ocorre a limitagdo de nitrogénio.
O cultivo com hidrolisado de pectina apresenta uma fase lag de aproximadamente 4 horas,
guando se inicia a fase de crescimento exponencial que vai até 14 horas de cultivo, momento
em que ocorre a limitacdo total de nitrogénio. Esta fase esta relacionada principalmente ao
aumento da biomassa celular, apesar de ocorrer um pequeno acumulo de biopolimero nessa
fase (FARIAS, 2009).

Como pode ser observado nas curvas de crescimento, para ambos os cultivos, a
biomassa continua aumentando apds a fase de limitacdo de nitrogénio, mas ndo de forma
exponencial, o que esta relacionado principalmente ao acimulo intracelular de biopolimeros.
Os valores de velocidade exponencial de crescimento ndo foram indicados para esses cultivos,
pois a concentracdo inicial de inéculo foi de 10%, diferente dos 5% utilizado nos cultivos
anteriores, e essa nova condicao altera muito as velocidades especificas de crescimento.

Os meios foram formulados com uma concentracdo média inicial de CR de 31,8 g/L
para 0s cultivos com glicose, que decrescem até 19,2 g/L no momento da limitacdo,
apresentando um consumo médio de 12,6 g/L de CR. Nessa fase, a curva de crescimento
celular indica uma concentracdo de 6,5 g/L de células. Desconsiderando a concentracao
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inicial de células (0,16 g/L) temos uma taxa de conversdo de substrato em células (Y x;s) de
0,50 geai/gsuns. Para o cultivo com hidrolisado de pectina a concentracdo média inicial de CR
foi de 33,9 g/L, decrescendo até 26,1 g/L no momento da limitacdo, com um consumo médio
de 7,8 g/L de CR e uma concentracdo celular de 6,1 g/L. Desconsiderando a concentragéo
inicial de células (0,15 g/L), temos um Y xs de 0,76 geei/Jsubs-

O Yys obtido para o cultivo com glicose esta de acordo com o tedrico sugerido para
C. necator é de 0,5 geei/0suns (REPASKE & REPASKE, 1976), e pode ser comparado aos
valores obtidos por Farias (2009), que trabalhando com melaco citrico obteve 0,52 e 0,48
Jest/Gsubs- Ja 0 Yyxys obtido para o cultivo com hidrolisado de pectina estd acima do tedrico
sugerido, mas esta de acordo com os valores encontrados nos cultivos anteriores com
hidrolisados de pectina e préximo aos valores obtidos em cultivos usando 6leos vegetais
como fonte de carbono (RAO, SRIDHAR & SEHGAL, 2010; OBRUCA et al., 2010).

Figura 26 -  Valores de crescimento celular, pH, consumo de CR e Nitrogénio, durante o
cultivo de C. necator meio mineral formulado com glicose (A) e hidrolisado enzimatico de

pectina (B), como fonte de carbono.
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A concentracdo inicial de nitrogénio fornecida no meio e cultura foi em média 1,0 g/L,
para ambos os cultivos. No momento da limitacdo, onde ocorre o consumo total do nitrogénio
presente, temos uma concentracdo celular de 6,5 g/L e 6,1 g/L para os cultivos com glicose e
hidrolisado de pectina, respectivamente. Dessa forma, a taxa de conversdo de nitrogénio em
célula (Ygn) foi de 6,5 e 6,1 gea/gn, Valores abaixo do tedrico (8,33 ges/gn) (REPASKE &
REPASKE, 1976).

No momento da limitagdo foi realizado um pulso de glicose e hidrolisado de pectina,
para 0s respectivos cultivos, visando a correcdo da concentracdo de CR, sendo obtido em
média 33,1 e 32,1 g/L, para os cultivos com glicose e hidrolisado de pectina, respectivamente.
Apb6s a correcdo da concentragdo de compostos redutores nos cultivos, estes foram
conduzidos até 42 horas visando o acumulo intracelular de biopolimeros. Ao final dos
cultivos as concentracdes residuais de CR foram de 1,80 e 14,4 g/L para os cultivos com
glicose e hidrolisado de pectina, respectivamente. Valores residuais da fonte de carbono séo
esperados e também observados em outros trabalhos (BAEI et al., 2009), mas como ja
discutido, em nosso estudo essa concentracdo residual pode estar relacionada a presenca de
oligdbmeros devido a atividade endo-PG da enzima utilizada.

Sendo observada a presenca intracelular do biopolimero, através da coloracdo com

Sudan Black, em ambos os cultivos, e considerando o consumo quase total dos CR no meio
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com glicose, os cultivos foram finalizados simultaneamente. Possivelmente, se o cultivo com
hidrolisado de pectina tivesse sido estendido por um periodo maior, a concentracdo residual
de CR diminuiria, com a continuidade do acimulo de biopolimero. As imagens da coloragédo

intracelular do PHA’s podem ser observadas na Figura 27.

Figura 27 -  Visualizagdo do acumulo intracelular de PHAs, em cultivo com glicose 36
horas (A) e 42 horas (B) e, cultivo com hidrolisado de pectina 36 horas (C) e 42 horas (D).

.
-.

Como podemos observar na Figura 27, as imagens obtidas ao final dos cultivos
apresentam células maiores e em formato de bastonetes em comparagcdo com as imagens
obtidas nas 36 horas de cultivo. O formato das células pode ser alterado pelo grande acimulo
intracelular PHA’s. Com o material celular obtido ao final do cultivo de 42 horas, foi

realizada a extracdo e posterior caracterizacao dos biopolimeros.
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5.4.1. EXTRACAO DOS BIOPOLIMEROS

A biomassa celular obtida foi submetida a extracdo através de varias etapas de
solubilizacdo do conteudo celular, onde por fim os PHA’s s3o solubilizados em cloroférmio,
conforme descrito na metodologia. Na etapa final de solubilizagdo ocorre a formagéo de 3
fases distintas, sendo a primeira (de cima) a agua, a do meio impurezas e a terceira 0
cloroférmio. Estas fases podem ser observadas na Figura 28. As etapas de precipitacdo em
etanol e as caracteristicas do material seco podem ser observadas na Figura 29.

Figura 28 -  Visualizacéo das fases formadas durante a extracdo dos PHAS, antes (A) e ao

final da remocéo do cloroformio (B).
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Figura 29 -  Visualizagéo das etapas de precipitacdo dos PHAs em etanol (A) e material

obtido ap6s a secagem (B).

5.4.2. CARACTERIZACAO DOS PHAS

Os dois biopolimeros obtidos, a partir do cultivo com glicose e do cultivo com
hidrolisado de pectina, foram caracterizados através da técnica de RMN. Os perfis de RMN
foram comparados entre si e com um padrdo. Os resultados podem ser observados no
ANEXO D - Biopolimero do cultivo com glicose, ANEXO E — Biopolimero do cultivo com
hidrolisado de pectina e ANEXO F — Padrdo PHB, onde indicam que a estrutura quimica dos
trés biopolimeros € a mesma. Como foram comparados a um padrdo de PHB, podemos
afirmar que ambos os biopolimeros obtidos foram PHB. Desta forma, 0o uso de uma nova
fonte de carbono, o hidrolisado de pectina, para crescimento celular e producdo de PHB por
C. necator pode ser considerado uma alternativa em substituicdo a glicose, tradicionalmente

utilizada em processos industriais.
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55. DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos no desenvolvimento desse trabalho e outros resultados
vinculados ao trabalho que ndo estdo aqui apresentados foram parcialmente publicados na

forma de resumos, resumos expandidos, trabalhos completos e artigos em periddicos.

5.5.1. RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS DE EVENTOS

1. LOCATELLI, Gabriel Olivo, FINKLER, Leandro, FLINKER, Christine Lamenha
Luma. Cultivo de Cupriavidus necator e Pseudomonas putida utilizando acido
galacturdnico como fonte de carbono. Il Simpoésio de Inovacdo em Ciéncias
Biologicas - SICBIO 2010, Recife — PE.

2. LOCATELLI, Gabriel Olivo, FINKLER, Leandro, FLINKER, Christine Lamenha

Luma hidrolise de pectina visando crescimento celular de Cupriavidus necator e
Pseudomonas putida. ENZITEC 2010, Rio de Janeiro — RJ.

5.5.2. RESUMOS EXPANDIDOS PUBLICADOS EM ANAIS DE EVENTOS

1. LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Aplicacdo de planejamento experimental
para avaliacdo da influéncia da temperatura e concentragao de acido na hidrolise
de pectina. Il SICTA - Simposio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2011, Recife
- PE.

2. LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Extracao e precipitacdo de pectina de laranja
e maracuja. Il SICTA - Simposio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 2011,
Recife — PE.
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TRABALHOS COMPLETOS PUBLICADOS EM ANAIS DE EVENTOS

LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Hidrolise Enzimética de Extrato de Cascas
de Laranja e Maracuja como Substrato para Crescimento Celular de Cupriavidus

necator. XVIII Simposio Nacional de Bioprocessos, 2011, Caxias do Sul — RS.

LOCATELLI, Gabriel Olivo, FINKLER, Leandro, FLINKER, Christine Lamenha
Luma. Otimizacdo das Condi¢Ges de Hidrdlise Enzimatica de Pectina para
Crescimento Celular de Cupriavidus necator. XVIII Simpo6sio Nacional de

Bioprocessos, 2011, Caxias do Sul — RS.

LOCATELLLI, Gabriel Olivo, CANDIDO, José Hyrlleson Batista, AMORIM, Elidiane
Klecia Correia de, FINKLER, Leandro, FLINKER, Christine Lamenha. Estudo do
cultivo de Cupriavidus necator em tubos agitados. I SINORBIO - Simpdsio

Nordestino de Bioprocessos, 2011, Aracaju - SE.

LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Pectin hydrolysis for cell growth of
Cupriavidus necator and Pseudomonas putida. | SINORBIO - Simposio Nordestino

de Bioprocessos, 2011, Aracaju - SE.

ARTIGO CIENTIFICO EM PERIODICOS

LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Acid Hydrolysis of Pectin for Cell Growth of
Cupriavidus necator. Biotechnology (Faisalabad. Print), v.1, p.1 - 8, 2011.
(Publicado). ANEXO G.
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2. LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Hidrolise acida e enzimatica de pectina para
crescimento celular de Cupriavidus necator e Pseudomonas putida. Evidéncia —
UNOESC. (Aceito para publicacdo). ANEXO H.

3. LOCATELLI, Gabriel Olivo, SILVA, Gabriella Dias da, FINKLER, Leandro,
FLINKER, Christine Lamenha Luma. Comparison of acid and enzymatic
hydrolysis of pectin for cell growth of Cupriavidus necator. (Enviado para
publicacdo). ANEXO I.
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6. CONCLUSOES

Os micro-organismos utilizados no trabalho (C. necator e P. putida) apresentaram
viabilidade de crescimento em meio mineral contendo &cido galacturénico como Unica fonte
de carbono.

Os métodos de hidrdlise acida e enzimatica foram significativamente melhorados
através de planejamentos fatoriais. Nos procedimentos empregando 1% de substrato, as
condigdes experimentais otimizadas possibilitaram rendimentos de hidrélise da pectina em
CR préximo a 60% pelo método acido e superiores a 90% pelo método enzimatico. Os
hidrolisados pécticos obtidos foram satisfatérios para crescimento celular de C. necator,
enquanto P. putida ndo apresentou crescimento celular, nessas condicdes.

Pela curva de performance enzimética foi possivel aumentar a concentracdo de
substrato para 10% (100 g/L), permitindo obter em média 70 g/L de CR. Os meios
formulados com esse hidrolisado permitiram um crescimento celular satisfatorio e o acumulo
intracelular de PHAs por C. necator. As taxas de conversdo de substrato em célula
apresentaram-se superiores ao valor tedrico sugerido, mas proximo a valores encontrados para
6leos vegetais, o0 que indica ser uma boa fonte de carbono para obtencdo de alta concentragdo
celular e produgéo de PHA.

A caracterizacdo dos biopolimeros obtidos nos cultivos com hidrolisados pécticos
indicaram a obtencdo do PHB. Desta forma, os hidrolisados pécticos podem ser um potencial
substituto da glicose utilizada como fonte de carbono em processos industriais de cultivo para
obtencdo de PHB. Sendo um substrato disponivel em grandes quantidades como subproduto
das industrias de extracdo de sucos, podem vir a ser uma alternativa de baixo custo para esse

processo.
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ANEXO A — CURVA DE CALIBRACAO DE CR, EXPRESSO EM GLICOSE
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ANEXO B - CURVA DE CALIBRACAO DE CONCENTRACAO CELULAR,

Concentracao Celular (g/L)
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ANEXO C - CURVA DE CALIBRACAO DE NITROGENIO.
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ANEXO D - PERFIL DE RMN PARA O BIOPOLIMERO OBTIDO NO CULTIVO
COM GLICOSE

Leapdze Finoklez
Amostza PABR
Solicitacac N.J1Z19-7A
12.01.12 VUFFR

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CIC13
Ambient tempezatuze
UNITYplus-300 "UFPEu30D™

Relnx. delay 1.359 sec
Pulze d45.0 degrees

Acqg. time 3.641 smec

Width 4499.4 Bz

16 zepetitions

OBSERVE  HL, 299.947064D Mz
DATA PRCCESSING

FT =ize 32768

Total time 1 min, 20 sec //'
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ANEXO E - PERFIL DE RMN PARA O BIOPOLIMERO OBTIDO NO CULTIVO

Leapdzo Fioklez
Amc=tza PHA Glico=e
Solicitmcmos W_J1Z215_7
11.01.12 UFEE

Pul=e Sequepce: =2Zpul

Solwent: CIC13
Ambient teopezatuze
THITYplus—300 "UFPEw30O0T

Relax. delay 1.353 =sec
Pul=se d43.0 degoees

Acg. time 3.6dl =ec

Width 4453 .4 Hr

lE zepetiticns

CRSERYE Hl, 299 9470645 MHAx
DATA PROCESSLHG

FT =ize 32T7EA

Total time 1 min, 20 =ec

COM HIDROLISADO DE PECTINA

[ D
] e L

1o 3 ]

7 [ 5 4 3 z 1 pEm
L r 1 r 1 L T 1
D.3¢  15.18 1426 48 .96

0_36 16 .8l d4.08



ANEXO F - PERFIL DE RMN DO PADRAO PHB

Leapdzo Finklex
Amostza PAR
Solicitacac N.J1219-7A
12.01.12 UFFE

Pul=e Sequence: =2pul

Solvent: CIC13
Ambient tempezztuze
UNITYplus-300 TUFPEu30DD”

Relnx. delay 1.359 zec
Pul=e 45.0 degzees

Acg. time 3.641 sec

Width d499.4 Bz

16 zepetitions

OBSERVE  HL, 299.947064D MAz
DATA PRCCESSING

FT =ize 32766

Total time 1 min, 20 sec

5 ¢ 3 2 1 PER
L Ll B §
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Acid Hydrolysis of Pectin for Cell Growth of Cupriavidus necator
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Rua Alto do Reservatorio, s/n, Bela Vista, Vitoria de Santo Antao, PE, 55608-680, Brasil

Abstract: The effect of acid concentration (1-7%, v/v) and temperature (70-100°C) on the pectin hydrolysis was
studied using pectin at 1% (w/v) for 4 hhydrolysis. Experiments were arranged according to a central composite
statistical design and Response Surface Methodology (RSM) was used to assess factor interactions and
empirical models on response variable (reducing groups concentration - RGC). The highest RGC (6.5 g L™") was
achieved at 100°C and 1% (v/v) H,30,. Kinetics of RGC release was also performed and hydrolysate was used
as carbon source for cell growth of Cupriavidus necator. The maximum specific growth rate and the
substrate-to-cell conversion factor were 0.26 h™ and 0.55 g g/, respectively an indicative of that pectin
hydrolysate 1s a potential substrate for cell growth of this microorganism.

Key words: Pectin, Cupriavidus necator, acid hydrolysis, experimental design, reducing group concentration

INTRODUCTION

Cupriavidus necator (formerly known as Ralstonia
eutropha or Alcaligenes eutrophus) was originally
developed as a source of Single Cell Protein (SCP) in the
1970’s (Reinecke and Steinbuchel, 2009) for amimal feeding
and also for humans. Actually, it is the microorganism that
has been most extensively studied for fermentative
production of polyhydroxyalkanoates (PHASs).

These biopolymers are polyesters of carboxylic acids,
synthesized as intracellular compounds and energy
storage materials for more than a hundred species of
microorganisms (Lai et al., 2005). Accumulation of PHA
by C. necator can be as high as 80% of its cell dry weight,
using different sources of substrate such as glucose,
fructose, vegetable oils and oils waste frying
(Obruca et al., 2010), among other sources.

PHAs commercial applications have been limited by
their high price, making them more expensive than
synthetic plastics (Poirier ef al., 1995). High costs of raw
material used as a carbon source (Kim, 2000) can represent
about 40% of total cost of production and use of
agro-industrial residues as cheap carbon sources is an
alternative in order to reduce the production cost of
biopolymers.

Development of intensive production methods for
citrus crops, its high availability and high quantity of
material processed from juice production has attracted the

attention to the problems of this agroindustrial waste
management. Orange peel present a great potential to be
used as substrate for the growth  of  many
microorganisms for obtaining products of high added
value (Rivas ef al., 2008).

Pectins are structural polysaccharides found in
different amounts and compositions (May, 2000) and
consisting mainly of galacturonic acid and neutral sugars
such as rhamnose, galactose, arabinose and xylose
(Yapo et al, 2007). Several treatments have been
proposed for the hydrolysis of pectic substances,
including acids and enzymatic methods (Garna et al.,
2006). Pectin  hydrolysis products have several
biotechnological applications in agriculture, medicine
(Bedouet et al., 2005), food industry and can be used as
substrates for fermentation purposes. Additionally,
further research is required to understand mechanisms of
pectin hydrolysis.

There are no reports in the literature using pectin or
pectin hydrolysate as carbon source for cell growth of
C. nrecator aiming PHAs production. The purpose of
present investigation was to evaluate the acid hydrolysis
of commercial pectin, using experimental design and
Response Surface Methodology (RSM) in study of
variables that play a very significant role in enhancing the
acid hydrolysis of pectin, such as acid concentration and
temperature. Pectin hydrolysate was used as substrate for
cell growth in a submerged culture of C. necator.

Corresponding Author: Gabriel Locatelli, Departamento de Antibioticos, Universidade Federal de Pernambuco,
Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia Industrial, Av. Professor Moraes Rego,
s/n, Cidade Universitaria, Recife, PE, 50670-901, Brasil
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MATERIALS AND METHODS

Pectin: Commercial citric pectin was supplied by Vetec®.
Pectin esterification degree was determined according to
Bochek et al. (2001). Tests were carried out in triplicate.

Acid hydrolysis: Hydrolysis reactions were performed
using 5 g pectin and 500 mL H,50, (1% w/v) in system
reflux using a rotaevaporator (Marconi®), at a reaction
time of 4 h. Nine experiments were conducted using a
central composite statistical design (2°) for the study of
linear and interaction effects of the two factors (acid
concentration and temperature) on dependent variable
(reducing groups concentration-RGC). Experiments were
performed randomly and centre values for factors were
repeated n five experiments for error estimation. Levels of
the factors studied and experimental conditions are
shown in Table 1.

Software Statistica 7.0 (Statsoft®) was used to fit the
first-order model to the independent wvariables at a
confidence level of 95% and to determine the region to
maximize the reducing groups concentration. Selected
condition was repeated in triplicate and the hydrolysis
kinetics was monitored by taking samples at defined time.
Samples were immediately neutralized using NaOH 50%
{(w/v), cooled mn 1ice bath and diluted for RGC and sugars
and galacturonic acid analysis by HPLC. Further,
hydrolysate suspension was used as carbon source for
cell growth of C. necator.

Microorganism and culture maintenance: C. necator was
obtained from Deutsche Sammhung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) and maintained m the culture
Antibiotics Department of the
Federal University of Pernambuco, Brazl (C. necator

UFPEDA 0604).

collecion of the

Culture media: Nutrient Broth (NB) medium was used for
inoculum development. In second step, Mineral Medium
(VIM), based on work by Ramsay et al. (1990), modified
by Aragao et al. (1996), was used for cellular growth.
Carbon sources tested were galacturonic acid at 1.5%

{(w/v) and acid hydrolysate.

Table 1: Levels of the factors and experimental conditions used in the
experimental design (central composite statistical design 2%)
Experimental factors

Run Temperature (°C) H,80, (%o viv)

1 +1 100 +1 7
2 -1 70 +1 7
3 +1 100 -1 1
4 -1 70 -1 1
5-9 0 85 0 4

30

Culture conditions: Inoculun was prepared from
transferring one slant mto NB medium and the
microorganism was grown at 300 rpm, 30°C for 24 h.
Samples were taken to determine pH and cell optical
density at 600 nm. When microorganism reached the
exponential growth phase (10 h cultivation), culture was
transferred into 250 mL Erlenmeyer flasks using 47.5 mL
MM medium containing acid hydrolysate or galacturonic
acid at 1.5% (w/v). Inoculum size was 5% (v/v) and flasks
were incubated at same conditions. Samples were taken to
determine cell optical density, RGC and pH.

Analytical methods: Cell dry weight was assessed by
spectrophotometry at 600 nm, based on standard
calibration curve for cell optical density as a function of
cell dry weight. pH was momtored by potentiometry and
RGC was accomplished in the cell-free filtrate by the 3, 5
dinitrossalicilic acid method according to Miller (1959),
using glucose as reference for the preparation of the
calibration curve.

Sugars and galacturonic acid concentrations were
determined by HPLC (Varian) equipped with refractive
mdex detector. It was used a column for orgamc acids
(Aminex HPX-87H, 300=780mm, Bio Rad), at65°C, mobile
phase an aqueous solution of H,S0, 8.0 mM and flow rate
of 0.6 mL min~". Standard sclutions of galacturonic acid,
glucose, fructose, galactose, xilose and arabinose
(Sigma®) were prepared in the range of 0.2 t0 10 g L' for
comparison of peaks retention times.

RESULTS

Degree of pectin esterification (DE) was 67.3£1.0%,
indicating a high degree of esterification.

The response surface for RGC was drawn as a
bi-dimensional plot (Fig. 1a) and shows that by increasing
the temperature and decreasing the acid concentration the
RGC was increased, achieving the maximum value of
5.9¢ L' for aH,S0, concentration of 1% (v/) at 100°C.
Linear mathematical model was built (Eq. 1) and R* value
wasg corresponding to 0.99. Interactive temperature-H, 30,
term was discarded because presented p-value higher
than 0.05 (p = 0.054) at 95% confidence level. p-values for
temperature and H, S0, variables were 0.00436 and 0.0005,
respectively.

(1)

RGC=0.9273 - (0.0894x H2SO4) + 0.0560 % T

As shown m Pareto graph (Fig. 1b), on the contrary
of temperature, an increase in acid concentration has a
negative effect on the variable response. The experimental
fmdings were m close agreement with the prediction
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Reducing sugars (g L")

H2504 (%)

(e)

Theoretical, (RGC)

T T
1 2 3

(b)
{1) Acid - -181335
{2) Temprature 5812
1by2- 2.705
p=0.05
Eiffect estimate (Absolute value)

T T 1
5 6 7

4

Experimental. (RGC)

Fig. 1{a-c): (a) Response surface, (b) Pareto diagram and (c) correlation between theoretical and experimental reducing
groups concentration values (RGC) as a function of temperature and H,SO,

model in view of the satisfactory correlation between
theoretical response dates and experimental values
(Fig. 1¢).

Results indicate there is an optimum region for
hydrolysis ratio at high level of temperature and low level
of acid concentration. Considering equipment limitations
to promote temperatures above 100°C, experimental
conditions for determining kinetics of the reducing groups
released were established at 1% (v/v) and 100°C for H,S0O,
concentration and temperature, respectively,

Monitoring hydrolysis kinetics is shown in Fig. 2,
with high reducing compounds liberation in the first
15 min, followed by a gradual increase up to 4 h. At the
end of hydrolysis the average RGC is around 6 g L™,
corresponding to a yield hydrolysis of 60% (Fig. 2a).

31

Two groups were evaluated in the hydrolysate
chromatogram-galacturonic acid+glucose and fructose
+galactosetxylose. For comparison from the standard
chromatogram, each group presented a single peak and
thus the total area of each peak represents the sum of the
compounds concentrations. Arabinose concentrations
were below 0.2 g L' in all samples analyzed.

The release profiles of hydrolysate components were
consistent with the results of RGC, with a high imtial
release rate for both groups. After 2 h was observed a
decline of fructose, galactose and xylose content and from
4 h this decline was accentuated for both groups (Fig. 2b).

Figure 3 shows cell growth and pH variation during
C. necator cultivation in nutrient broth medium with
respect to moculum development. Microorganism
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Fig. 3: Cell growth of C. necator and pH variation during the 24 h of cultivation in nutrient broth (NB)
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Fig. 4: Cell growth of C. necator during cultivation in MM medium containing 1.5 % (w¢v ) galacturonic acid
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Fig. 5: Cell concentration, pH vanation and Reducing Groups Concentration-RGC during C. necator cultivation in MM

medium supplemented with acid hydrolysate

presented a lag phase of 4 h and exponential growth until
10 h, with maximum growth rate (p,.) of 0.49 h™". pI
values increase with the cellular growth. Thus, period of
10 hwas used as criteria for the transfer of inoculum.

In order to verify if galacturonic acid is used as
carbonn source for cell growth, experiments were
conducted using MM medum containing this compound
at a concentration of 1.5% (wiv) (Fig. 4). C. necator grows
without lag phase and at an arithmetic rate until 8 h.
Using mineral medium containing acid hydrolysate, cell
growth oceurs immediately after moculation of the cells
with exponential growth up to 10 hand . of 0.26 h™
(Fig. 5).

pH values were around 7.0 and initial concentration
of reducing groups was 382 g L7' High substrate
consumption rate was observed until 10 h, concomitantly
with the exponential growth phase. Final cell
concentration was corresponding to 0.63 g L™ and the
substrate-to-cell conversion factor (Yy,) was 055g g
After 16 h cultivation a residual reducing groups
concentration of 2.8 g I.™ was obtained.

DISCUSSION

Pectin showed high degree of esterification, for
according to May (2000), pectins are divided nto two
classes: pectins with high degree of esterification (>50%0)
and low degree of esterification (<50%). Esterification
degree represents the percentage of acid group present in
the form of ester and is an important parameter to be
considered m hydrolysis study. Krall and Mecfesters
(1998) investigated pectins hydrolysis at pH 3.0 and
100°C, demonstrating that an increasing degree of pectin
esterification leads to a reduction in the hydrolysis rate
and a slower release of reducing groups.

33

An increase in acid concentration has a negative
effect on the variable response. Smidsrod et al. (1966)
reported that n strongly acidic conditions (pH<1.0)
polipectate was more slowly hydrolysed to neutral
polysaccharides compared with milder conditions of
acidity (pH 2.5-4.5). Garna ef al. (2006), studying kinetics
of pectin  hydrolysis different  sulfuric
concentrations, obtained an optimal concentration around
1 M. Concentrations of 0.2 and 2 M had lower hydrolysis
rates. The same authors investigated higher percentage of
galacturonic acid was obtained at 100°C. Leitac &t al.
(1995) reported similar results when studied different acids
and temperatures on the hydrolysis of sunflower pectin.

According to Grohmann et af. (1994), an advantage
dilute acid hydrelysis has over enzymatic treatment 1s the
higher rate of depolymerization and solubilization of
polysaccharides. Treatment with acids can be used to
increase the efficiency of subsequent enzymatc
hydrolysis and mmprove the Liquefacton rate of
concentrated peel slurries. On the other hand, it is a less
sensitive process than enzymatic hydrolysis, because the
hydronium ion is a less selective catalytic agent for this
reaction.

Kinetics of hydrolysis showed high imtial release of
reducing groups can be explained considering that
commercial pectins with a high esterification degree are
generally extracted in hot acidie conditions, thus, regions
containing high proportions of neutral sugars are
hydrolyzed (May, 2000), forming a soluble fraction of the
pectin. In addition, the initial conditions of acidity
and temperature are sufficient to break glycosidic
bonds more susceptible to hydrolysis. According to
Novosel-skaya ef al. (2000), resistance to acid hydrolysis
of glycosidic linkages m pectin occurs in the following
order: GalA af1-4) GalA>GalA af1-2) Rha>Rha «f1-4)

at acid
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GalA>neutral sugar ¢{1-4) neutral sugar. This resistance
variabon explains the gradual release of reducing  groups
by the end of the hydrolysis process.

Garna et af. (2006) investigated hydrolysis of high
esterification degree pectin using different concentrations
of sulfuric acid at 100°C and quantifying the galacturonic
acid monomers released. Authors observed a gradual
release in the beginning of hydrolysis in all treatments but
a decline in the free galacturonic acid concentration was
observed after 2, 6 and 18 h for sulfuric acid
concentrations of 2, 1 and 0.2 M, respectively suggesting
that hydrolysis can result in destruction rates of free
galacturonic acid higher than polymer liberation rates.
One possible reason 1s that the galacturonic acid 1s
subject to degradation forming lactones (Blake and
Richards, 196R) or furfural (Medina ef ai., 1942).

Garna ef al. (2004) showed a similar effect on the
release of pectin neutral sugars and its susceptibility of
degradation. These authors observed the beginning of
degradation from 2 h to xylose and glucose and 3 h te
galactose, using sulfuric acid 1 M at 100°C. For sulfuric
acid concentration at 2 M, at the same temperature, the
onset of degradation was observed from 1 h for all sugars
except thamnose.

Pentose components of polysaccharide are generally
more easily liberated than the hexoses but the released
pentose sugar is more liable to destruction during acid
hydrolysis. Furanic compounds can be produced from
sugars degradation products: furfural, from the
degradation of pentoses (xylose and arabinose) and
S-hydroxymethylfurfural (HMF), onginated from the
degradation of hexoses (glucose, mannose and
galactose).

Furfural and HMF are usually considered toxic to
many orgamsms, such as  mammalian  cells
(Tanzowski et al., 2002), fungi (Szengyel and Zacchi, 2000),
yeast (Taherzadeh et af. 1999) and bacteria
(Zaldivar et al, 1999). The toxic effect of these
compounds seems to be associated to its high reactivity
to lipids, proteins and nueleic acids, besides being able to
cause damage to the cell wall. Results obtained in the
present work suggest that until 4 h of hydrolysis the
formation of degradation products was low. Thus,
hydrolysate obtammed could be suitable for cell growth of
C. necator.

There are no reports n the literature on the use of
galacturonic acid and pectin hydrolyzed for cell growth of
C. necator. Wei et al. (2011) studied a system for
screening production strains in order to optimize PHA
production in C. taiwanensis. Different carbon sources
were evaluated on PHB synthesis and galacturome acid
was used for cell growth but had a negative effect on
biopolymer preduction.

Dalcanton et al. (2010) studied the same cultivation
conditions used in this work using hydrolyzed nce starch
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and obtained similar results for ., (0.22 and 0.24 h™"),
Similar values were also observed by Marangom ef al.
{2001) (0.26 h™") when investigated use of invert sugar as
carbon source and Kim et al. (1994) (0.20 h™), when used
glucose. Thus, results of this work mdicate that pectin
hydrolysate is a potential substitute for glucose for cell
growth of C. necator.

The substrate-to-cell conversion factor (Yg.)
obtained in this work (0.55 g g™") is comparable to the
theoretical value suggested for C. necator (0.5 g g7'), as
related by Repaske and Repaske (1976). After 16 h
cultivation a residual reducing groups concentration of
2.8 ¢ 17" was obtained which was also observed in other
studies for various carbon sources, such as molasses,
acetate and glucose (Baei ef af., 2009),

CONCLUSION

The application of response surface methodology
can be a practical useful tool for optimization of reaction
parameters for the enhanced yields of RGC during acid
hydrolysis of pectin. By monitoring the kinetics of
hydrolysis, it was shown that thers i3 a gradual increase
of RGC released, indicating to be a suitable method for
conversion of peel carbohydrates to monomeric sugars
with low degradation in inhibiting compounds. We have
shown that C. necator has ability to consume the
products of pectin hydrolysis which demonstrates that
utilization of waste pectin 18 a promising and economic
strategy aiming PHAs production.
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