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RESUMO - Residuos agroindustriais, provenientes da extracao de sucos de frutas
citricas, sao ricas fontes de substancias pécticas. Objetivando o aproveitamento
desses residuos como uma alternativa de baixo custo para a produgdo de
biopolimeros, foi estudado o uso de hidrolisados pécticos para crescimento celular
e producdo de polihidroxialcanoatos por Cupriavidus necator. Nesse trabalho foi
empregada uma pectina citrica comercial (Vetec®) e uma endo-poligalacturonase
(Sigma®), sendo realizado um estudo das condiges de hidrélise que favorecessem
a obtencdo de compostos redutores (CR) por meio da aplicacdo de planejamento
fatorial e metodologia de superficie de resposta. As variaveis investigadas foram a
concentracdo de enzima e a agitacdo, mantendo-se a concentracao de substrato em
1% (p/v). Os resultados obtidos foram comparados com a performance enzimatica
realizada a uma maior concentracdo de substrato (10% p/v) empregando-se
diferentes concentragdes de enzima. Ambos o0s resultados indicaram que a
concentracdo enzimatica de 10 Ul/g de pectina favoreceu a obtencdo de CR,
permitindo atingir em média 70 g/L de CR a partir de 100 g/L de pectina. O meio
de cultura formulado a partir desse hidrolisado foi satisfatorio para o crescimento
celular de C. necator, sendo obtida uma concentracéo de celulas acima de 10 g/L
e 0 acumulo intracelular de polihidroxialcanoatos.

1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos lideres mundiais na producgdo de laranja e maracuja, sendo a maior
parte destinada a industrializacdo e gerando grandes volumes de residuos. A pectina
representa a maior parte desse material, atingindo em torno de 50% do peso dos frutos. A
pectina é um heteropolimero com alto peso molecular, contendo majoritariamente (em torno
de 65%) unidades de acido galacturénico (MAY, 2000), além de outros aglcares neutros em
diferentes proporgdes, como ramnose, galactose, arabinose e xilose (YAPO et al., 2006). Pode
ser degradada por metodos de hidrolise acida ou enzimatica, levando a formacdo de
compostos redutores (CR), mas poucos trabalhos tém sido feitos visando a sacarificacdo da
pectina. O acido D-galacturénico € uma importante matéria-prima na industria de alimentos,
farmacéutica e de cosméticos e apresenta grande potencial para ser utilizado como substrato
em processos de conversdo bioldgica, como a produgdo de polihidroxialcanoatos (PHA’s).

Os PHA’s séo poliésteres de acidos carboxilicos, acumulados como material de reserva

energética por mais de uma centena de espécies de micro-organismos. Suas propriedades
mecénicas tém atraido a atencdo como uma alternativa biodegradavel para substituir os
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plasticos de origem petroquimica. No entanto, a producéo desses biopolimeros ainda chega a
ser de 5 a 10 vezes mais dispendiosa do que os polimeros de sintese quimica (POIRIER et al.,
1995). Diversos substratos ja foram testados como fonte de carbono para crescimento celular
e produgdo de PHA’s por C. necator, entre eles: galactose, hidrolisado de lactose, agucar
invertido, melago citrico, melaco de cana-de-agucar, diversos 0leos vegetais e acido acrilico.

A industrializacdo de frutas citricas gera grandes volumes de residuos sélidos e liquidos.
O melaco citrico, despejo liquido com alta concentracdo de agucares e &cidos organicos, ja é
descrito como fonte promissora para a producdo de PHA’s por C. necator (FARIAS, 2009).
Mas ndo foram encontrados na literatura trabalhos que relatem o emprego dos residuos
solidos ou os produtos de hidrolise da pectina para a produgdo de PHA’s por C. necator.
Trabalhos anteriores do grupo demonstraram a capacidade de crescimento celular de C.
necator utilizando acido galacturdénico e hidrolisados pécticos como Unica fonte de carbono
(LOCATELLI et al., 2011, LOCATELLI, 2012). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar as condicdes de hidrdlise enzimatica da pectina que favorecessem a obtencdo de
CR por meio da aplicacdo de planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta e
utilizar esse substrato na formulacdo de meio de cultura para crescimento celular e producéo
de PHA’s por C. necator.

2. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de hidrélise foram realizados utilizando como substrato uma pectina citrica
comercial (Vetec®) de alto grau de esterificacdo (67%). A enzima endo-poligalacturonase
utilizada foi adquirida da Sigma®, classificada de acordo com “Enzyme Comission” (EC)
como E.C. 3.2.1.15, com atividade enzimatica de 1,32 Ul por mg de enzima, onde 1 Ul
(Unidade de atividade enzimatica) ¢ a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de acido
galacturdnico por minuto.

2.1. Hidrolise Enzimatica

As condicdes 6timas para a atividade enzimatica da enzima E.C 3.2.1.15 sdo: pH 4,0 e
temperatura de 50°C, parametros esses estabelecidos pela Sigma®. Ensaios preliminares
indicaram que a enzima tem boa atividade sobre a forma comercial da pectina, com alto grau
de esterificacdo, e que as variaveis concentracdo de enzima e agitacdo tém influéncia direta
sobre a variavel resposta concentracdo de CR (LOCATELLI et al., 2011).

Desta forma, elaborou-se um 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 1). As variaveis estudadas
foram a concentracdo de enzima e a agitagdo, mantendo-se constante a concentracdo de
substrato (pectina) em 1% (p/v) e tendo como variavel resposta a concentragédo final de CR.
Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de tampéo
acetato de sodio (pH 4,0, 50 mM) e 0,5 g de pectina, incubados a 50 °C por 24 horas em mesa
incubadora agitadora (Marconi®). Baseado no planejamento fatorial foi possivel definir uma
condicdo Otima entre as variaveis estudadas que favoreceram a obtengéo de CR.
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Tabela 1 - Niveis codificados e valores reais das variaveis estudadas para o planejamento
experimental nos ensaios de hidrolise enzimatica.

Ensaios Conc. Enzima (Ul/g) Agitacao (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)

Considerando a necessidade de se trabalhar com concentracbes mais elevadas de
substrato para a produ¢ao de PHA’s, os resultados do planejamento fatorial foram
comparados com a performance enzimatica, realizada com uma maior concentragdo de
substrato (10% p/v) empregando-se diferentes concentracdes de enzima. Nessas condicdes,
resultados anteriores demonstraram que a agitacdo tem grande influéncia na hidrolise, pois
promove um maior contato da enzima com o substrato, sendo empregado o nivel maximo de
agitacdo (300 rpm) (LOCATELLLI, 2012).

Em sistemas heterogéneos, onde h& altas concentracfes de substrato solido e quando
altas concentragdes de enzima sdo usadas, ocorre a saturacdo dos sitios exteriores dos
substratos com a enzima, sem acarretar em grandes incrementos nas taxas de
biotransformacao. 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 mesma sobre 0 seu substrato, onde uma reducéo
efetiva na dosagem enzimatica pode representar pouco efeito sobre o seu desempenho
(CAVACO-PAULDO, 2011). Desta forma, foi realizado um ensaio de performance enzimatica
mantendo-se a agitagdo méaxima de 300 rpm e a concentragdo de substrato em 10 % (100 g/L).
As concentracdes de enzima investigadas variaram de 0 a 200 Ul/g de pectina, divididos em
11 ensaios, sendo avaliada a concentracao de CR.

2.2. Micro-organismo e Preparo do Inoculo

A cepa do micro-organismo Cupriavidus necator foi obtida junto ao Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ 545) e mantida na colecdo de
culturas do Departamento de Antibiéticos/UFPE (UFPEDA 0604). Para a realizacdo dos
ensaios a cultura foi repicada em meio Agar nutriente e liofilizada em tubos de penicilina.
Para o preparo do inéculo o conteudo de cada tubo de penicilina foi transferido para um
Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 200 mL de meio caldo nutriente (NB). O
micro-organismo foi cultivado a 30 °C, 300 rpm, por 12 horas. Esse tempo de cultivo foi
previamente estabelecido de forma a ser atingida a fase exponencial de crescimento.
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2.3. Condices de Cultivo e Métodos Analiticos

Com as condigdes de hidrdlise definidas que favoreceram a obtencdo de alta
concentracdo de CR, foi realizado um cultivo em meio mineral de acordo com RAMSAY et
al. (1990), modificado por ARAGAO et al. (1996), tendo como Unicas fontes de carbono 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
mineral (MM), sob agitacdo de 300 rpm, a 35 °C por 24 h, e concentracdo de indculo de 10 %
(v/v). As condigdes de temperatura e concentracdo de indculo foram baseadas no trabalho de
Farias (2009), que utilizando essas condi¢fes obteve maior concentracdo celular e producéo
de PHA’s.

Durante os cultivos foi realizado o acompanhamento da concentracdo de nitrogénio por
meio de um kit colorimétrico (ALFAKIT®), que emprega o método Brucina, onde os valores
de absorbancia (Abs) a 415 nm sdo convertidos em g/L de nitrogénio por meio de uma curva
de calibracdo. No momento da restricdo de nitrogénio a concentragdo de CR foi corrigida para
30 g/L, utilizando solugbes concentradas de hidrolisado péctico (70 g/L) e glicose (300 g/L)
nos seus respectivos cultivos. A medida de CR foi realizada pelo método do &cido 3,5
dinitrossalicilico (DNS) como descrito por MILLER (1959), utilizando glicose como
referéncia para elaboracdo da curva de calibracdo. O pH foi monitorado por potencidmetro
(Marconi®) e ajustado para 7,0 com KOH 5,0 M.

O crescimento celular foi avaliado por espectrofotometria a 600 nm (Marconi®),
estando os valores de densidade Optica relacionados & massa seca por meio de uma curva de
calibracdo. O acumulo intracelular de PHA’s foi verificado por analises qualitativas realizadas
utilizando-se a técnica de coloracdo Sudan Black (SHEEHAN & STOREY, 1947). Ao final
do cultivo, a suspensdo celular obtida foi centrifugada e submetida a extracdo com
cloroférmio pelo método descrito por Ramsay et al. (1994), e o polimero obtido foi
caracterizado por ressonancia magnética nuclear (RMN) comparativamente a um padrdo de
P3HB.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Planejamento experimental e performance enzimatica

Pelo planejamento fatorial de hidrdlise enzimatica obtivemos a superficie de resposta
(Figura 1-A) para a variavel resposta concentracdo de CR. Como podemos observar a regido
Otima para a concentracdo de CR foi atingida. Os valores criticos do modelo que maximizam
a resposta foram equivalentes a uma concentracdo enzimatica de 10,01 Ul/g e agitacdo de
230,3 rpm. Pela andlise estatistica dos resultados obtivemos o grafico de Pareto (Figura 1-B),
onde todos os efeitos apresentaram-se significativos (p<0,05). A Equacdo 1 apresenta o
modelo codificado otimizado para a hidrdlise enzimatica de pectina ap6s 24 h de biorreagéo.

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

Teoricamente esperava-se que 0 aumento na agitacdo e na concentracdo de enzima
promovesse um maior rendimento de hidrolise, mas isso ndo foi observado. Como
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trabalhamos com uma baixa concentracdo de substrato (1,0%), uma alta taxa de agitacdo pode
ter desfavorecido a formagéo do complexo enzima/substrato, prejudicando os rendimentos de
hidrolise. Outros estudos demonstraram que com altas concentracfes de substrato, maiores
taxas de agitacdo favorecem o rendimento de hidrélise (LOCATELLI, 2012).

Agitacao(Q) ///// ////////// / -31,2
wenamaw) L s
Endma(Q) ﬁ//////////////////////%,m
(2)Agitacao(L) ///// //// -20,8451

1Lby2L -6,86752

z=-24 892+1,705*x-0,067"x*2+0,219%y-0,00044*y"2-0,00155"x*y

p=,05

Efeito estimado (valor absoluto) B

Figura 1 - Superficie de resposta (A) e grafico de Pareto (B) para a concentracdo de CR em
funcéo da agitacdo e da concentracdo de enzima para o planejamento experimental em 24 h de
hidrélise de pectina 1% (p/v) com endo-poligalacturonase.

De modo geral, 0 aumento na concentra¢do enzimatica influencia o aumento da taxa de
reacdo da enzima. Mas segundo Cavaco-Paulo (2011) esse aumento pode ser observado até o
nivel de saturagdo do substrato. A partir desse ponto, mesmo aumentando drasticamente a
concentracdo da enzima, ndo ocorrem grandes incrementos nas taxas de biotransformacéo.
Esse comportamento pode ser observado na Figura 2, onde temos o gréafico da performance
enzimatica. A concentracdo de CR aumenta da forma acentuada com o aumento da
concentracdo 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 concentracdo de enzima
até 200 Ul/g, o rendimento de hidrélise ndo aumenta significativamente.

Resultado semelhante foi observado por Rodriguez-Nogales et al. (2007), que
trabalhando com endopectinase através do método de planejamento experimental, verificou
gue a taxa de reacdo ndo aumenta linearmente com o incremento na concentracdo da enzima.
Esse comportamento também pode ser observado para outras enzimas. Como demonstrado
por Michizoe et al. (2001), que estudaram o efeito da concentracdo de lacase (0 a 15 uM)
sobre a degradacdo de o-clorofenol, foi verificado que a partir de 11 uM o rendimento da
degradacéo foi praticamente estavel.
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Figura 2 - Grafico de performance enzimatica de endo-poligalacturonase durante a hidrélise
de pectina (10% p/v) durante 24 h.

A concentracdo enzimética de 10 Ul/g de pectina representa a menor relacdo
enzima/substrato com rendimento significativo de hidrolise, e esse valor esta em concordancia
com o planejamento fatorial de hidrolise enzimatica empregando 1% (p/v) de substrato. A
partir deste resultado, foi definido em 10 Ul/g de pectina o pardmetro de concentragédo
enzimatica considerado 6timo para os ensaios de hidrélise empregando-se agora 10% (p/v) de
substrato e agitacdo de 300 rpm. Um ensaio em triplicata foi realizado nessas condi¢fes para
confirmacdo desse resultado, obtendo-se 71,5 + 0,8 g/L de CR.

3.2. Producéo de PHA’s — Hidrolisado de Pectina e Padrao Glicose

Com o hidrolisado obtido nas condicdes estabelecidas foi realizado um cultivo em meio
formulado com o hidrolisado de pectina e um comparativo, em meio formulado com glicose,
visando a producdo de PHA’s. As fases de crescimento celular e produgdo de PHA’s foram
acompanhadas por um periodo de 42 horas. O pH foi monitorado em intervalos de 1 hora e
controlado em 7,0 £ 0,5, com a adicdo de KOH sob condicdes de esterilidade. Os demais
parametros monitorados estdo apresentados na Figura 3-A (ensaio com glicose) e Figura 3-B
(ensaio com hidrolisado de pectina).

Para o cultivo com glicose a fase exponencial de crescimento celular inicia-se 2 horas
apos a inoculagéo até 10 horas de cultivo, momento em que ocorre a limitacdo de nitrogénio.
O cultivo com hidrolisado de pectina apresenta uma fase lag de aproximadamente 4 horas,
quando 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 estd relacionada principalmente ao
aumento da biomassa celular, apesar de ocorrer um pequeno acumulo de biopolimero
(FARIAS, 2009). Como pode ser observado nas curvas de crescimento, para ambos 0s
cultivos, a biomassa continua aumentando apds a fase de limitacdo de nitrogénio, mas nao de
forma exponencial, o que estd relacionado principalmente ao acumulo intracelular de
biopolimeros.
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Figura 3 - Valores de crescimento celular, consumo de CR e nitrogénio durante o cultivo de
C. necator em meio mineral formulado com glicose (A) e hidrolisado enzimatico de pectina
(B) como fonte de carbono.

Os meios para os cultivos com glicose foram formulados com uma concentracdo
média inicial de CR de 31,8 g/L, que decresce 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 concentracéo
inicial de células (0,16 g/L) temos uma taxa de conversdo de substrato em células (Yyxss) 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 limita¢cdo, com um consumo médio
de 7,8 g/L de CR e uma concentracdo celular de 6,1 g/L. Desconsiderando a concentracao
inicial de células (0,15 g/L), temos um Y ;s de 0,76 gesi/Jsubs.

O Yyxs obtido para o cultivo com glicose estd de acordo com o valor teérico (0,5
Ocai/Qsubs) sugerido para C. necator (REPASKE & REPASKE, 1976), e pode ser comparado
aos valores obtidos por Farias (2009), que trabalhando com melaco citrico obteve 0,52 e 0,48
Oeet/Gsubs. J& 0 Yxys obtido para o cultivo com hidrolisado de pectina estd acima dos valores
encontrados na literatura, sendo proximo aos valores obtidos em cultivos usando 0leos
vegetais como fonte de carbono. Ao final dos cultivos as concentragdes 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 sdo esperados e também observados
em outros trabalhos (BAEI et al., 2009), mas em nosso estudo essa concentracdo residual
pode estar relacionada a presenca de oligdmeros devido a atividade endoPG da enzima
utilizada.

Através da coloracdo das células pela metodologia Sudan Black, foi possivel verificar a
presenca intracelular de PHA’s em ambos os cultivos, e considerando o consumo quase total
dos CR no meio com glicose, os cultivos foram finalizados simultaneamente. Com o material
celular obtido ao final do cultivo de 42 horas, foi realizada a extracdo dos PHA’s e a
caracterizacdo pela técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN), indicando que os
PHA’s obtidos em ambos os cultivos foi o P-3HB.
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Concluimos que os hidrolisados pécticos podem ser um potencial substituto da glicose
utilizada como fonte de carbono em processos industriais de cultivo para obtencéo 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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