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RESUMO

O é&cido lactobidnico e seus sais (lactobionatos), compostos que apresentam aplicacGes
na area farmacéutica, foram obtidos via acdo do complexo enzimatico glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR)/gliconolactonase (GL) - presente no periplasma de células da
bactéria Zymomonas mobilis - imobilizado em alginato de célcio. Nas reacGes
catalisadas por este sistema enzimatico, o pH do meio deve ser controlado em valores
ligeiramente &cidos. Para este fim, foram empregados NaOH, KOH ou Ca(OH); e,
como consequéncia, os respectivos sais foram formados. O estudo da cinética de
formacdo dos lactobionatos de sodio, potéssio e célcio e do préprio acido lactobidnico
foi seguido das etapas de purificacdo, caracterizacao e avaliacdo da estabilidade fisico-
quimica, visando a potencial utilizacdo destes compostos na area farmacéutica. Em
ensaios de bioproducdo dos lactobionatos de sodio, potéassio e calcio, foram obtidos
rendimentos de 74, 77 e 84%, respectivamente. Em bateladas sucessivas de
bioconverséo, totalizando 96 h de uso do biocatalisador, rendimentos de 80 e 56 % em
lactobionatos de célcio e de potassio foram atingidos. Na etapa de purificacdo dos sais,
foram alcancados teores de pureza de aproximadamente 95%, sendo entdo procedida a
caracterizagdo dos compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectrometria de massas e RMN de **C. Nos estudos de estabilidade acelerada, de
longa duracéo e degradacdo forcada, os lactobionatos de sodio, potassio e calcio obtidos
nos ensaios de bioconversdo conduzidos em maior volume reacional, foram
inicialmente purificados e, entdo, comparados frente ao &cido lactobidnico, obtido por
troca ibnica a partir do lactobionato de sddio, e com o &cido lactobiénico comercial
(Sigma-Aldrich). Nos testes de estabilidade acelerada e de longa duracdo, foi constatada
a estabilidade de todos os compostos por até seis meses quando expostos a 30 e 40°C e
75% de umidade relativa. Por outro lado, a presenca da lactobionolactona foi
identificada nas amostras dos compostos na forma acida. Com relacdo aos testes de
degradacéo forgada, os lactobionatos de sédio, potéssio, e célcio e o &cido lactobidnico
se mostraram estaveis frente a exposi¢do a solucdes acidas e alcalinas e as temperaturas
avaliadas. Contudo, observou-se degradacdo no tratamento com solucdo oxidativa, com
cinética de degradacdo de ordem zero para os sais e de segunda ordem para o acido
lactobibnico. Elevadas concentragdes de produtos - lactobionatos de sodio, potassio e
calcio - foram atingidas com a utilizagdo do sistema GFOR/GL imobilizado em alginato

de calcio. Considerando o conjunto de informacgdes obtido, quanto a caracterizacdo



fisico-quimica dos compostos produzidos, foi demonstrada a estabilidade frente aos
diferentes pardmetros avaliados atendendo aos requisitos minimos legais para sua

aplicacdo na area farmacéutica.
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ABSTRACT

Lactobionic acid and its salts (lactobionate) are substances that have several
applications in pharmaceutical area. These products were obtained by enzymatic
complex glucose-fructose-oxidoreductase (GFOR)/gluconolactonase (GL) present in the
periplasm of Zymomonas mobilis cells that were immobilized in calcium alginate. In the
reactions catalyzed by this enzyme system, the medium pH must be controlled at
slightly acid values. For this purpose, NaOH, KOH, or Ca(OH), were used and as a
result the respective salts were formed. The kinetic study on the formation of sodium,
potassium and calcium lactobionate and lactobionic acid itself was followed by the
steps of purification, characterization and evaluation of the physicochemical stability,
aiming the potential use of these compounds in the pharmaceutical area. In the assays
for the bioproduction of sodium, potassium or calcium lactobionates, yields of 74, 77
and 84% were obtained, respectively. In repeated bioconversion batches, totalizing 96
hours of use of the biocatalyst, yields of 80 and 56% were attained for calcium and
potassium lactobionate. In the salts purification step, purity levels of approximately
95% were achieved, and subsequently these compounds were characterized by high
performance liquid chromatography, mass spectrometry, and C** NMR. In the studies of
accelerated, long term and forced degradation stability, the production of sodium,
potassium and calcium lactobionate was carried out at higher reaction volume. The
products were purified and then evaluated together with lactobionic acid that was
obtained by ion-exchange from sodium lactobionate, and with a commercial lactobionic
acid (Sigma-Aldrich). In the accelerated and long term stability tests, it was
demonstrated the stability of all compounds when exposed to 30 and 40°C and of 75%
of relative humidity for up to six months. On the other hand, the presence of
lactobionolactone was identified in samples of compounds in the acid form. With
respect to the forced degradation tests, sodium, potassium and calcium lactobionates
and lactobionic acid have shown to be stable after exposing to both acidic and alkaline
solutions and the temperatures evaluated. However, degradation was observed in the
treatment with oxidative solution, with a zero-order degradation Kkinetics for the salts
forms and second-order for lactobionic acid. High concentrations of products - sodium,
potassium and calcium lactobionate - were achieved by using the Ca-alginate
immobilized GFOR/GL complex. Considering the set of information obtained in

regarding to physicochemical characterization, it was demonstrated the high stability of
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these compounds in front of different parameters evaluated, endorsing the legal

minimum requirements for their application in the pharmaceutical area.



1. INTRODUCAO

O acido lactobidnico é classificado como um acido bidnico, sendo composto por
um poli-hidroxiacido, o &cido gliconico, ligado a um agucar, a galactose. Este insumo é
empregado na area farmacéutica, com acdo hidratante, anti-idade e capacidade quelante
de ions ferro. Além disso, é relatada a sua utilizagdo em solugdes de preservacdo de
Orgdos a serem transplantados e na vetorizagdo de farmacos. Na area de alimentos, tém
fungBes como acidulante e estabilizante. O acido lactobionico pode, também, ser
encontrado na forma de sal, como, por exemplo, os lactobionatos de sddio, potassio e
calcio.

A producdo do 4&cido lactobidnico é realizada por sintese quimica ou rota
biotecnoldgica. A bioproducdo por microrganismos e enzimas destaca-se, em relagdo a
sintese quimica, por serem técnicas com condi¢des mais brandas, onde ndo séo
utilizados solventes e ndo sdo empregadas elevadas temperaturas e pressoes. Para a
sintese enzimatica do acido lactobionico, é relatada a acdo do complexo glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR)/glicono-lactonase (GL), presente no periplasma de células da
bactéria anaer6bia Zymomonas mobilis. Estas enzimas operam em mecanismo ping-
pong, onde a lactose é oxidada a lactobiono-6-lactona e a frutose reduzida a sorbitol.
Posteriormente, pela acdo da GL, a lactobiono-é-lactona € hidrolisada a &cido
lactobibnico. Nesta reacdo de formacdo do &cido lactobidnico e sorbitol, conforme o
acido é produzido, o pH da solucdo tende a diminuir e, para a manutencdo da atividade
enzimatica, uma base como NaOH, KOH ou Ca(OH), ¢é adicionada, formando os
lactobionatos de sddio, potassio e célcio, respectivamente. Ainda, o lactobionato pode

ser novamente convertido a forma acida por cromatografia de troca idnica.



Para a purificacdo do acido lactobiénico e dos sais, relata-se a utilizacdo da
técnica de precipitacdo em etanol, visto que estes compostos sdo insolGveis neste
solvente. Por sua vez, o sorbitol, a lactose e a frutose séo soltveis em etanol, porém, em
diferentes proporcdes. Dependendo da pureza requerida, a precipitacdo pode ser
realizada mais de uma vez, assim obtendo-se substancias mais puras. O etanol é o
solvente de escolha visto que é um produto resultante do metabolismo de Z. mobilis e,
apos a utilizacéo na purificacédo, pode ser recuperado por destilagéo.

A caracterizacdo e o estudo de estabilidade de um insumo sédo fundamentais no
desenvolvimento de um produto farmacéutico. Tendo conhecimento da estrutura do
principio ativo, € possivel prever os possiveis produtos de degradacdo que podem ser
gerados quando o mesmo é exposto as condicOes de estresse. A presenca de produtos de
degradacdo pode levar a alteracdo de caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo a
qual o insumo foi incorporado e até a ocorréncia de efeitos toxicos ao paciente.

Tendo em vista a constante busca por produtos inovadores no mercado, aliada a
potencialidade de uso do &cido lactobidnico e dos lactobionatos na area farmacéutica, a
devida caracterizacdo dos insumos se torna imprescindivel. Visto a escassez de
informacdes relativas a caracterizacdo fisico-quimica e estabilidade do 4cido
lactobionico e dos sais, a elucidagdo destes parametros sdo fundamentais para trazer
seguranga no emprego destes insumos.

O presente trabalho teve como objetivo geral produzir acido lactobibnico, na
forma de diferentes sais — utilizando o sistema enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis
imobilizado —, purificar os produtos obtidos e avaliar os sais e 0 proprio acido,
conforme criterios estabelecidos pela legislacéo pertinente, visando a sua aplicagéo nas

industrias farmacéutica e de alimentos.



Para que o objetivo geral fosse alcancado, foram desenvolvidas atividades que
focalizaram os objetivos especificos listados a seguir:

- conduzir ensaios de bioconversdo com células/enzimas imobilizadas de Z.
mobilis, utilizando NaOH, KOH e Ca(OH), no controle do pH da reacdo para a
consequente formacdo dos sais - lactobionatos de sodio, potassio e calcio,
respectivamente;

- avaliar a reutilizacdo das células/enzimas imobilizadas de Z. mobilis em
ensaios de bioconversao para a producéo dos lactobionatos de potéassio e calcio;

- avaliar os processos de purificagdo dos sais produzidos e a sua posterior
conversdo para a forma acida;

- realizar a identificacdo e a caracterizacao fisico-quimica dos lactobionatos de
sodio, potéssio e calcio;

- avaliar a estabilidade de longa duracéo e acelerada dos lactobionatos de sodio,
potéssio e célcio, do &cido lactobidnico e do acido lactobiénico comercial;

- conduzir ensaios de degradacdo forcada frente ao pH (&cido/basico),
temperatura, oxidacdo e luz ultravioleta para verificar a estabilidade fisico-quimica dos

lactobionatos de sodio, potéssio e célcio e do acido lactobidnico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Acido lactobibnico e sais de lactobionato: caracteristicas e aplicaces

Nos anos 70, Van Scott & Yu (1974) identificaram uma classe de substancias
ativas que proporcionavam efeitos benéficos quando aplicadas topicamente, nomeada de
hidroxiacidos (HA). Estes compostos sdo acidos organicos que apresentam um
grupamento hidroxil (-OH) na posigdo a, em relacdo ao grupamento carboxil (COOH),
denominados de a-hidroxiacidos (AHA) ou na posigdo B, os B-hidroxiacidos (BHA),
sendo os AHA utilizados na cosmetologia (Green et al., 2009).

Os AHA sdo utilizados no tratamento de peles ressecadas, acne, além de
apresentarem efeito anti-idade e esfoliante. O primeiro AHA a ser utilizado em produtos
cosmeéticos foi 0 &cido glicdlico, sendo este composto 0 que apresenta a menor estrutura
molecular da classe. Outros exemplos sdo o &cido latico e o acido salicilico (Grimes et
al., 2004; Green et al., 2009; Kornhauser et al., 2010).

Apesar dos efeitos benéficos, estas moléculas sdo estruturas de baixa massa
molecular, assim, penetrando rapidamente na pele e causando sensacdo de ardéncia e
irritacdo, motivo que é geralmente considerado limitante no tratamento com AHA (Van
Scott et al., 1996; Grimes et al., 2004; Green et al., 2009). Com efeitos farmacoldgicos
similares aos AHA, a classe dos poli-hidroxiacidos (PHA) foi reconhecida, porém, sem
causar irritacdo na pele. Os PHA sdo acidos carboxilicos com dois ou mais grupos
hidroxilas ligadas aos a&tomos de carbono de uma cadeia alifatica ou aliciclica, sendo
essencial a presenga de pelo menos uma hidroxila na posi¢ao a. Entre os PHA mais
utilizados, destaca-se a gliconolactona (Green, 2005; Green et al., 2009). Na Figura 1,

sdo representadas as estruturas de um alfa e de um poli-hidroxiacido.
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Figura 1: Estrutura do alfa hidroxiacido acido glicélico e do poli-hidroxiacido
gliconolactona.

Fonte: Green (2005); Green et al., (2009).

Os PHA apresentam uma estrutura molecular maior que os AHA, por isso,
penetram na pele de forma lenta e gradual, causando menor sensacéo de irritabilidade e
ardéncia (Grimes et al., 2004). Por este motivo, os PHA podem ser utilizados em peles
sensiveis e também nos casos de peles com rosacea e dermatite atdpica (Bergfeld et al.,
1998).

Juntamente com os PHA, os acidos bi6nicos (AB) estdo entre a nova geracao de
PHA. Os BA apresentam a estrutura de um PHA ligado a uma molécula de agUcar.
Clinicamente, os BA e os PHA promovem efeitos semelhantes, como acgdo anti-idade,
hidratante, umectante e atividade antioxidante. Dentre os BA, podem-se citar o acido
lactobibnico e o &cido maltobidnico (Yu & Van Scott, 2004; Green et al., 2009;
Kornhauser et al., 2010).

O acido lactobiodnico (acido 4-O-p-D-galactopiranosil-D-gliconico) é composto
por uma unidade de galactose ligada por uma ligacdo éter a uma molécula de acido
gliconico (Figura 2). Consiste de um pé branco, cristalino, com ponto de fuséo de

125°C, pKa 3,8 e desvio dptico de +23 para +29°. E solGvel em &gua, ligeiramente



solivel em 4&cido acético glacial, em etanol anidro e em metanol (European
Pharmacopoeia, 2008; British Pharmacopoeia, 2009).
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Figura 2: Estrutura do &cido lactobionico.

Fonte: Kornhauser et al. (2010).

Devido ao grande numero de hidroxilas presentes na estrutura, o &cido
lactobibnico apresenta acdo umectante, com maior capacidade de adsorcdo de dgua que
os umidificantes tradicionais, como o sorbitol e o glicerol. O acido lactobidnico tem alta
capacidade de retencdo de agua (cerca de 14%), formando uma matriz de gel
transparente (pelicula geleificante), que proporciona efeito hidratante, protecdo de peles
inflamadas e em peles com queimaduras (Grimes et al., 2004; Yu & Van Scott, 2004).

Outra caracteristica do &cido lactobionico é a capacidade de quelar fons Fe?*,
impedindo que a reacdo de Fenton ocorra e, consequentemente, impedindo a formacao
de radicais hidroxilas. A reacéo de Fenton é a reacdo de oxidagdo do Fe’* a Fe*" na
presenca de agua oxigenada (H,0,), gerando espécies reativas como o radical hidroxila.
Devido a esta caracteristica, atua diminuindo os danos causados pelas espécies reativas
de oxigénio (Walling, 1975; Goldstein et al., 1993; Charloux et al., 1995). Ainda, é
componente majoritario da solugdo de Wisconsin (UW), utilizada para a preservacao de
orgdos a serem transplantados (Sumimoto & Kamada, 1990; Southard & Belzer, 1995;

Alonso et al., 2013).


http://pubs.acs.org/author/Walling%2C+Cheves

Green et al. (2006) demonstraram que o &cido lactobidnico, na concentracéo de
8% (m/v) em uma emulsdo, foi capaz de melhorar a textura da pele, suavizando
manchas e linhas de expressao. Além disso, identificou-se a melhora na firmeza e na
elasticidade da pele, ndo apresentado sinais de irritacao.

Brouda et al. (2010) constataram que o acido lactobidnico é um potente inibidor
da matriz metaloproteinase (MMP), demonstrando a capacidade de bloquear a
degradacéo do colageno e de reduzir a hiperpigmentacdo em peles expostas ao sol. Por
fim, também foi constatada a atividade antioxidante, em funcdo da capacidade de
inibicdo da peroxidacdo lipidica in vitro induzida pela luz ultravioleta (UV).

Tasic-Kostov et al. (2010) avaliaram a eficacia e o potencial de irritacdo do
acido lactobidnico e o acido glicélico, em concentracdo de 6% (m/v). Foi identificado
melhor desempenho do acido lactobidnico em relagdo ao acido glicodlico,
proporcionando a esfoliacdo da pele, melhora na hidratagcdo e diminui¢do de manchas.
Em relacdo a irritabilidade, nenhuma das formula¢des causou sensa¢do de queimacao e/
ou ardéncia.

Além do uso em cosmeéticos, o acido lactobibnico pode ser utilizado na érea
médica, como por exemplo, para aumentar a solubilidade de antibiéticos como
eritromicina e claritromicina e como veiculo para a suplementagdo de célcio (Gutierrez
et al., 2012; Alonso et al., 2013). Zakeri-Milani et al. (2012) avaliaram nove &cidos
organicos diferentes com o objetivo de aumentar a solubilidade da claritromicina, sendo
que o acido lactobidnico se mostrou mais efetivo. Além disso, a estabilidade acelerada
e de longa duracdo (em temperatura ambiente e em -20°C) foram avaliadas,
determinando que a formulacdo de &cido lactobibnico e claritromicina se mostrou

estavel ao final dos 24 meses tanto em temperatura ambiente quanto em -20°C.



O acido lactobiénico pode ser utilizado como agente de vetorizacdo de drogas,
devido a sua capacidade de ligacdo aos receptores asialoglicoproteina (ASGPR)
presentes em células hepaticas (Gutierrez et al., 2012; Alonso et al., 2013). As ASGPR
sdo consideradas promissores marcadores de células hepaticas tumorais, pois estes
receptores estdo presentes na superficie destas células e, além disso, apresentam
facilidade de ligacdo com conjugados de galactose. Devido a esta afinidade com a
galactose, o acido lactobiénico pode ser utilizado como um vetor de farmacos. Um
exemplo € a utilizacdo na vetorizacdo do farmaco antitumoral doxorubicina (Villa et al.,
2013; Chen et al., 2015).

Mukherjee & Yun (2015) demonstraram que a administracdo oral e
intraperitoneal (250 e 500 pmol/L) de é&cido lactobibnico resultou em reducdo
significativa, dose dependente, do ganho de peso corporal em ratos alimentados com
uma dieta rica em gorduras, melhorando, também, os parametros metabolicos. Assim,
0s autores sugeriram a possibilidade de utilizagdo do &cido lactobiénico como composto
anti-obesidade.

Na area alimentar, foi aprovado como aditivo pelo Food and Drug
Administration (FDA), sendo utilizado como acidulante, agente de firmeza e
estabilizante (Gutierrez et al., 2012; Alonso et al., 2013). Também ¢é utilizado em
alimentos, devido a capacidade prebidtica e, além disso, é responsavel pelo aumento do
rendimento da producdo de queijos (Nielsen & Hoeier, 2009; Adebola et al., 2014).
Ainda, pode ser utilizado como acidulante na producdo de queijos, substituindo a
glicono-6-lactona, com a vantagem de apresentar propriedades funcionais (Ribeiro et
al., 2016).

O lactobionato de calcio é um sal soluvel em &gua, propriedade esta desejavel,

visto que sais de calcio geralmente apresentam baixa solubilidade. O lactobionato de



calcio se dissolve em agua, aproximadamente 62 g/100 mL, apresentando solubilidade
superior ao carbonato de célcio e ao lactato de calcio (Murakami et al., 2008; Alonso et
al., 2013; Vavrusova et al., 2014).

A baixa solubilidade em &gua de alguns sais de calcio, em pH neutro, pode levar
a precipitacdo durante a estocagem de alimentos e bebidas suplementadas com calcio,
resultando, assim na reducdo da biodisponibilidade do calcio (Pak & Avioli, 1988,
Gutierrez et al., 2012, Alonso et al., 2013). A adicao de lactobionato de calcio, tanto em
bebidas ndo lacteas quanto a base de leite, além de queijos, tem sido empregada para
proporcionar a suplementacdo de calcio. Isso se deve ao fato de que a incorporacdo do
lactobionato de calcio em alimentos pode estimular a absorcdo intestinal do calcio

(Alonso et al., 2013).

2.2 Producdo do &cido lactobidnico

A sintese quimica do acido lactobidnico foi realizada pela primeira vez por
Fischer & Meyer (1889). Nesta reacdo, catalisada por bromo, ocorre a oxidacdo da
lactose formando o &cido lactobiénico (Nordkvist et al., 2007). Posteriormente, diversas
metodologias de sintese quimica foram definidas, como a via eletroquimica e a catalise
heterogénea (Gutierrez et al., 2012).

Além da sintese quimica, ha relatos da producdo do acido lactobibnico por
microrganismos e sintese enzimatica. Alguns exemplos sdo 0s microrganismos
Pseudomonas graveolens (Nishizuka & Hayaishi, 1962), Burkholderia cepacia (N 216)
(Murakami et al., 2002) e Pseudomonas taetrolens (Alonso et al., 2011; Alonso et al.,
2012; Goderska et al., 2014). Outro microrganismo relatado na literatura € Zymomonas

mobilis, cujas células/enzimas sdo empregadas tanto na forma de suspensdo (livres)
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quanto imobilizadas em suportes (Bertasso et al.,1996; Satory et al.,1997; Malvessi,

2008; Malvessi et al., 2013; Zagonel, 2013).

2.3  Bioproducao por Zymomonas mobilis

As bactérias do género Zymomonas Sa0 microrganismos encontrados no meio
ambiente, geralmente associadas com plantas que apresentam altos teores de acucares
nas seivas (Swings & De Ley, 1977, Viikari, 1986). Dentre 0 género Zymomonas, Z.
mobilis foi descoberta em 1928, por Lindner apud Swings & De Ley (1977), isolada no
México a partir da seiva fermentada de Agave atroveriens.

Z. mobilis é uma bactéria Gram-negativa, se apresenta na forma de bacilos e é
obrigatoriamente fermentativa. Este microrganismo utiliza somente glicose, frutose e
sacarose como fontes de carbono, empregando a via de Entner-Doudoroff para
metabolizar estes acUcares. Esta via metabolica é geralmente utilizada por
microrganismos aerobios, sendo que Z. mobilis é o Unico microrganismo anaerdbio a
utilizar esta via (Gibbs & De Moss, 1954; Swings & De Ley, 1977; Doelle, 1993;
Sprenger, 1996).

No periplasma das células de Z. mobilis, estdo presentes as enzimas glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-8-lactonase (GL). O mecanismo catalitico da
enzima GFOR opera em “ping-pong”, onde duas meia-reacdes sdo realizadas. A glicose
é oxidada a glicono-8-lactona pela redugdo do NADP* a NADPH, ap6s esta coenzima é
reoxidada pela reducdo da frutose a sorbitol (Figura 3). A enzima apresenta somente um
sitio ativo para os dois substratos (glicose/frutose), portanto a medida que um substrato
se liga na enzima, o outro é liberado. Seguindo a reacdo, a glicono-6-lactona é
convertida a acido glicbnico (gliconato) pela enzima glicono-5-lactonase (GL),

conforme mostrado na Figura 3. Em condi¢Ges normais de metabolismo celular, o
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gliconato (&cido glicénico) entra na via de Entner-Doudoroff e segue para a producéo de

etanol (Zachariou & Scopes, 1986, Hardman et al., 1988).

Glicose | —> Glicono-o- _— Acido gliconico
lactona

m GL (gliconato)

+ GFOR | NADPH+H

NADP U

Sorbitol ) S Frutose

Figura 3: Converséo de glicose e frutose em sorbitol e acido gliconico,
respectivamente, pelas enzimas glicose frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-3
lactonase (GL) de Zymomonas mobilis.

Fonte: Adaptado de Zachariou & Scopes (1986).

Visando a formacdo de &cido glicbnico e sorbitol, ou seja, para que o acido
gliconico seja direcionado para a via de Entner-Doudoroff, 0 metabolismo fermentativo
deve ser inativado. Para isso, Chun & Rogers (1988), relatam a utilizacdo de células de
Z. mobilis tratadas com agentes permeabilizantes, que inativam o metabolismo
fermentativo, impedindo a formacdo de etanol e o crescimento celular (Rehr et al.,
1991).

Além da produgéo do &cido glicnico pelo sistema enzimatico de GFOR/GL, ha
relatos da oxidacdo de outros monossacarideos e dissacarideos. Satory et al. (1997),
utilizando enzimas purificadas de Z. mobilis, demostraram que GFOR/GL tem a

capacidade de oxidar outros carboidratos, como maltose, xilose, arabinose, manose,
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celobiose, galactose e lactose, levando a formacdo dos respectivos acidos organicos e
sorbitol.

Malvessi (2008), em estudos com células de Z. mobilis livres e imobilizadas em
alginato de céalcio, demonstra a capacidade da enzima GFOR em catalisar a oxidacao de
diversas aldoses aos seus respectivos acidos aldonicos, bem como a reducdo de cetose
ao respectivo poliol. Como exemplos, destaca-se a formacao de &cido lactobidnico e
maltobidnico a partir de lactose e maltose, respectivamente, e sorbitol.

Na producéo de &cido lactobidnico, Zagonel (2013) ressalta que a formacéo de
produto e o tempo do processo sdo influenciados pela concentracdo dos substratos
lactose e frutose e da concentracdo de células/enzimas empregadas no inicio do
processo.

Na Figura 4, esta representada a reacdo catalisada pelo sistema enzimatico

GFOR/GL, utilizando como substratos frutose e lactose.

WOy - e
] DS ﬁj J\ e I
- / Lol N
: i/ e oM
] -~ | &H
Lactose La:tunu—d—la:tuna + 0 .. "
/ \. ADPH :H \ Acsdo Lactobidmico
A _ NADP _/’
oH oH -— oH o
- - !H J - AOH . I - L"-\-\.H AH
HI ""_"". - el — i i
Sorbitol Frutose

Figura 4: Reagdes de obtencdo de &cido lactobidnico e sorbitol pelo sistema
glicose frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL) de Zymomonas
mobilis.

Fonte: Pedruzzi et al. (2011).
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Como alternativa a utilizacao de células/enzimas em solucdo (células livres), tem
sido relatada a utilizacdo da técnica de imobilizacdo celular. A imobilizacdo consiste no
confinamento fisico das células cataliticamente ativas, impedindo que se misturem com
0 meio onde estdo contidos os substratos e os produtos. Como vantagens da utilizagédo
de células/enzimas imobilizadas, citam-se 0 aumento da produtividade e a estabilidade
das celulas. Além disso, possibilita a reutilizacdo do catalisador e a separacdo dos
produtos do meio reacional é facilitada (Kourkoutas et al., 2004; Covizzi et al., 2007).
Ressaltam-se, também, algumas dificuldades que podem ocorrer com o uso das células
imobilizadas, como, por exemplo, a perda ou a diminuicdo de atividade enzimatica
durante a etapa de imobilizacdo e as questdes relacionadas a difusdo de substratos e
produtos através do suporte (Kourkoutas et al., 2004).

O processo de imobilizacdo das células de Z. mobilis, juntamente com o
complexo enzimatico GFOR/GL, é descrito na literatura com o uso de diferentes
suportes, como alginato de célcio (Malvessi, 2008; Pedruzzi et al., 2011), k-carragena
(Rehr et al., 1991; Jang et al., 1996) e, ainda, diferentes polimeros (Ferraz et al., 2000;
Vignoli et al., 2006).

Alguns exemplos, em particular da utilizacdo de alginato de calcio serdo
descritos a seguir. Bertasso et al. (1996) avaliaram a atividade de GFOR/GL de Z.
mobilis imobilizadas em alginato de célcio, sendo relatada a preservacdo de cerca de
80% da atividade inicial apos aproximadamente 350 h de processo de bioconversdo em
batelada. Malvessi (2008) demonstrou o emprego do sistema imobilizado GFOR/GL na
producéo de acido lactobidnico e sorbitol a partir de frutose e lactose, sendo atingido
rendimento médio de 75% em 24 h de processo.

Pedruzzi et al. (2011) avaliaram a cinética de producdo de acido lactobidnico,

utilizando os substratos lactose e frutose e o sistema enzimatico GFOR/GL de Z.
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mobilis em duas formas, com células/enzimas livres e imobilizadas em alginato de
calcio. Foi relatado que a utilizacdo de altas concentracdes iniciais (700 mmol/L) de
frutose, com células/enzimas livres, ndo afetou a formacao do acido bidnico. Entretanto,
para a lactose, constatou-se que a concentracdo € um parametro critico, sendo que
maiores concentracdes iniciais (700 mmol/L) levaram a maior atividade do complexo
enzimatico. Para células imobilizadas em alginato de célcio, foi avaliada a producédo de
acido lactobionico utilizando esferas de 1,2 mm e 1,7 mm de didmetro. Como
resultados, foi obtida uma producdo de 41,6 mol/h de &cido lactobibnico utilizando
esferas de 1,2 mm, no qual a resisténcia a transferéncia de massa parece ndo ser
significativa e 33,6 mol/h utilizando esferas de 1,7 mm.

Carra (2012) relata o uso de células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em
alginato de calcio em testes de bateladas repetidas, utilizando hidroxido de sodio para
controle do pH. Cerca de 85% da atividade enzimaética inicial foi preservada ap6s oito
ciclos sucessivos de bioconversdo, totalizando 193 h de processo. A produc¢do do &cido
lactobidnico tanto com células/enzimas livres (170 g/L) quanto imobilizadas em
alginato de calcio (168 g/L) também foi avaliada e resultou em valores praticamente
idénticos ao final de 24 h de processo, obtendo-se, assim, a mesma produtividade (7,1 e
7,0 g/L/h).

Na bioproducdo de &cido lactobidnico e sorbitol, utilizando o sistema de
GFOR/GL de Z. mobilis, o pH do meio reacional deve ser controlado a fim de manter a
atividade catalitica da enzima. Conforme o acido lactobionico vai sendo formado, ha
uma tendéncia de queda do pH. Para a manutenc¢éo da atividade catalitica, o pH deve ser
mantido em 6,4 com adi¢do de solucdo alcalina, como por exemplo o hidroxido de
sodio, hidroxido de potéssio e hidroxido de calcio. Utilizando-se uma base para o

controle do pH tem-se a converséo do acido em sal de lactobionato. Como por exemplo,
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os lactobionatos de sdédio (Carra, 2012; Malvessi et al., 2013), potassio (Zagonel, 2013;

Gongcalves et al., 2016) ou calcio (Murakami et al., 2008; Delagustin et al., 2016).

2.4  Purificacdo dos sais de lactobionato e conversdo para acido
lactobidnico

Em funcao da menor afinidade do complexo GFOR/GL por lactose, em relagéo a
glicose, quantidades residuais de lactose e frutose séo identificadas ao final da reacéo.
As concentracOes residuais sdo determinadas a partir do calculo para a determinacdo da
concentracdo dos produtos obtidos (Malvessi et al., 2013). A separacdo dos sais de
lactobionato, do sorbitol e dos residuos de substratos da bioconversdo, a frutose e a
lactose, pode ser realizada por precipitacdo. Esta técnica é baseada na diferenca de
solubilidade dos compostos da mistura reacional na presenca de solventes organicos
(Silveira et al., 2007; Carra, 2012).

Visando a recuperacdo do lactobionato, Silveira et al. (2007) descreveram o uso
de sucessivas precipitacdes com solucdo hidroalcodlica 75% (v/v) ou outros solventes
organicos. Devido a producdo de etanol pelo processo fermentativo de Z. mobilis, é
preferivel a utilizacdo deste solvente. O acido lactobidnico é praticamente insoltivel em
etanol, o sorbitol e a lactose sdo levemente sollveis em etanol e a frutose € solGvel em
etanol (95% v/v), sendo assim, a precipitacdo é aplicavel como forma de separacdo do
sorbitol, lactose e frutose do sal de lactobionato (Rowe et al., 2009; Carra, 2012).

Carra (2012) destacou a utilizagdo de sucessivas precipitacbes do lactobionato
de sodio com etanol 75% (v/v) para a recuperacdo da mistura reacional de bioconverséo.
Ao final destas etapas, o precipitado foi seco em estufa 30°C e o etanol foi recuperado
por destilacdo fracionada. Com a finalidade de aperfeicoar a etapa de purificacdo e

recuperacdo do lactobionato de sodio, Carra et al. (2016) avaliou os pardmetros como a
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temperatura, teor do solvente na mistura e vazdo especifica de adicdo (mL de
solvente/mL de caldo/min). Como parametros ideais para a precipitacdo de lactobionato
de sdédio com etanol, foram definidos a vazdo especifica de 0,5 mL/mL/min, 45°C e
teor do solvente em agua de 65% (v/v). Em relacdo a pureza do lactobionato de sédio,
75, 88 e 100% foram alcancados na primeira, segunda e terceira precipitacdes,
respectivamente. Os resultados foram avaliados com a utilizacdo da ferramenta
estatistica Box-Behnken design.

Em relacdo a conversdo do lactobionato para a forma acida, Jones & Ho (2001)
desenvolveram um processo de conversdo do lactobionato de célcio em acido
lactobidnico com a utilizacdo de resinas de troca i6nica. Carra (2012) relata a utilizacao
de cromatografia de troca ibnica para a conversdo do lactobionato de s6dio em &cido
lactobibnico, com recuperagdo aproximada de 80%. Apds a liofilizacdo, o autor destaca

a recuperacdo média de 98% em produto.

2.5  Caracterizacao do acido lactobidnico e dos sais de lactobionato

Como as matérias-primas que foram empregadas neste trabalho — 4cido
lactobionico e sais de lactobionato — s&o obtidas por bioconversdo, a caracterizagao
fisico-quimica é fundamental (Brasil, 2003). Alguns testes recomendados para a
caracterizagdo da molécula consitem em solubilidade, ponto de fusdo, estabilidade,
morfologia, identidade e pureza (Ansel et al., 2000; Aulton, 2005).

Carra (2012) determinou o ponto de fusdo, pH, desvio éptico, umidade e
acucares redutores para o lactobionato de sodio e o acido lactobiénico obtidos pelo
sistema enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis. Neste trabalho foram reportados os
seguintes valores: ponto de fuséo de 172°C e 125°C, pH de 6,38 e 2,96 (solucdo 10g/L),

desvio oOptico de +225 e +23,0°(solucdo 10%), umidade de 3,0 e 2,6%,
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respectivamente, para lactobionato de sodio e acido lactobidnico e agucares redutores <
0,2% (m/v) para ambos 0s compostos.

O lactobionato de calcio, D-acido glicénico, 4-O-5-D-galactopiranosil, sal de
calcio (2:1), pode se apresentar na forma de di-hidrato (C4H42024Ca-2H,0, massa
molar 790,68 g/mol, apresenta desvio optico entre +22,0 e +26,5°, pH entre 5,4 e 7,4
(solucéo 1:20) (USP, 2015).

No desenvolvimento de uma metodologia de cromatografia em fase liquida para
a identificacdo e quantificacdo do 4acido lactobidnico, lactose, frutose e sorbitol,
Pedruzzi (2010) relata a ocorréncia da lactobionolactona, uma estrutura intermediaria
formada durante a oxidacdo da lactose a acido lactobibnico. As condicdes para o
aparecimento da lactona tém sido associadas com o pH acido.

Utilizando uma coluna ICSep ICE-ION-300, 75°C, 0,5 mL/min e variando-se 0
pH da fase movel H,SO, (4,33, 4,01, 3,71, 3,44 e 3,04), Pedruzzi (2010) demonstrou
que a resolucdo do pico cromatografico do &cido lactobiénico melhora quando o eluente
torna-se mais acido. Em pH < 3,1 ocorre sobreposicao dos picos do acido lactobi6nico e
em pH 3,1, a simetria do pico é afetada, provavelmente, devido ao surgimento da
lactobionolactona. A lactobionolactona foi identificada na solucdo de referéncia apos a
dissolugdo dos cristais de acido lactobiénico no eluente (pH &cido). A recomendacédo
para prevenir a formacéao da lactobionolactona seria a solubilizagdo em solucgéo alcalina.

Simms et al. (1994) desenvolveram um metodo cromatografico para a
identificacdo e quantificagdo do acido lactobidnico, lactose e a lactobionolactona.
Utilizando a coluna Bio-Rad HPX-87C, 85°C, 1 mL/min e fase movel 1,2 mmol/L de
CaSO, e detector por indice de refracdo, a lactose e lactobionolactona co-eluiram e,

posteriormente, foi identificado o pico isolado de acido lactobi6nico.
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2.6 Estudos de pré-formulacéo e estabilidade do acido lactobibnico e dos

sais de lactobionato

Os estudos de pré-formulacdo tem como objetivo identificar as caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco, o insumo ativo, antes de sua utilizacdo em um produto
farmacéutico. O conhecimento destas caracteristicas auxilia na selecdo adequada da
formulacdo a qual este insumo serd incorporado, na embalagem em que deverad ser
mantido, bem como na verificacdo das melhores condi¢cdes de armazenagem (ICH,
2003b; Blessy et al., 2014).

Segundo a RDC n° 45 de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), um insumo farmacéutico ativo (IFA) é: “qualquer substincia introduzida
na formulacdo de uma forma farmacéutica que, quando administrada a um paciente,
atua como ingrediente ativo, podendo exercer atividade farmacoldgica ou no efeito
direto no diagndstico, cura, tratamento ou prevencdo de uma doenca, podendo ainda
afetar a estrutura e funcionamento do organismo humano ”.

Outra propriedade a ser analisada € a estabilidade fisico-quimica. Este parametro
é um assunto de grande preocupacdo, pois a perda da estabilidade pode gerar produtos
de degradacdo, alterando o seu efeito farmacoldgico e, ainda, podendo levar a efeitos
toxicos. Deste modo, o insumo deve manter as caracteristicas fisico-quimicas e a
qualidade, ou seja, ser estavel durante os processos de producdo, transporte e
armazenamento até o término do seu prazo de validade (Yoshioka & Stella, 2012;
Blessy et al., 2014).

A estabilidade de um produto farmacéutico também pode ser definida como a
capacidade de uma formulagdo/insumo manter - dentro dos limites especificados, por
todo o periodo de armazenamento e utilizacdo - as mesmas propriedades e

caracteristicas iniciais (Bajaj et al., 2012; Blessy et al., 2014). Por isso, sd0 necessarios
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estudos de estabilidade antes da comercializacdo de um produto. Estes estudos devem
expor o insumo a condi¢cdes que acelerem mudancas passiveis de ocorrerem durante o
prazo de validade. Entretanto, tais condi¢cdes ndo devem ser tdo extremas que, ao invés
de acelerarem o0 envelhecimento, provoquem alteracbes que ndo ocorreriam
normalmente (ICH, 2003b; Brasil, 2005; Bajaj et al., 2012).

Os dados obtidos durante os ensaios sdo requisitos para aprovacao, pelos 6rgaos
reguladores, de qualquer insumo ativo ou formulacdo. No Brasil, o estudo de
estabilidade de farmacos e medicamentos deve ser realizado conforme a resolucdo RE
n° 1/2005 (ANVISA), que dispde o guia para a realizacdo de estudos de estabilidade e
pela RDC n° 45/2012 (ANVISA), que dispde sobre a realizacdo de estudos de
estabilidade de insumos farmacéuticos e ativos. Para a realizacdo dos testes, a ANVISA
também dispde do guia de estabilidade de produtos cosméticos (2014).

A agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) disponibiliza alguns
guias para estudos de estabilidade, com destaque para 0 Q1A (R2) Stability Testing of
New Drug Substances and Products (2003b), Q1B Photostability Testing of New Drug
Substances and Products (1996), Q1C Stability Testing for New Dosage Forms (1996) e
Q3B (R2) Impurities in New Drug Products (2006).

Outra literatura que auxilia na avaliacdo de um insumo séo as Farmacopeias,
como um cddigo oficial farmacéutico que estabelece os requisitos minimos de qualidade
para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e produtos para a saude. Entre
as farmacopeias, as utilizadas neste trabalho sdo a brasileira, a americana (US
Pharmacopoeia), a britanica (British Pharmacopoeia) e a Europeia (European

Pharmacopoeia).
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2.7  Fatores que afetam a estabilidade do insumo farmacéutico

Todos os farmacos podem sofrer decomposi¢do quimica ou fisica e, dependendo
da sua estrutura quimica, a degradacdo pode ser de maior ou menor intensidade. Os
fatores ambientais (fatores extrinsecos) estdo envolvidos diretamente na degradacéo de
uma molécula, sendo que os principais sdo luz, ar e umidade. Os fatores intrinsecos
também podem afetar a estabilidade do produto e sdo acarretados por fatores inerentes a
formulacéo (Brasil, 2004; Aulton, 2005; Gil, 2007).

Dentre os fatores extrinsecos estdo tempo, temperatura, umidade, luz, oxigénio,
além do material de acondicionamento. Em relacdo aos fatores intrinsecos estdo as
incompatibilidades fisicas e quimicas, como pH, reaces de oxidorreducao, reacbes de
hidrélise, interacBes entre componentes da prépria formulacdo e com o material de
acondicionamento (Brasil, 2004).

A temperatura € 0 mais importante dentre os fatores ambientais envolvidos na
degradacéo de produtos farmacéuticos, sendo que, na maioria dos casos, a velocidade de
degradacdo quimica aumenta com o aumento da temperatura (Kommanaboyina &
Rhodes, 1999). O efeito da temperatura na velocidade da reacdo geralmente segue a
relacdo de Arrhenius, em que o aumento da temperatura acelera as reagfes quimicas,
podendo facilitar a geracéo de produtos de degradacdo (Aulton, 2005).

A energia de ativacdo é definida como a energia minima para que uma reacao
ocorra espontaneamente. Com 0 aumento da temperatura, a energia de ativagédo
necessaria € menor, facilitando a ocorréncia da reacdo (Kommanaboyina & Rhodes,
1999, Yoshioka & Stella, 2000). A temperatura baixa, por sua vez, pode afetar o sistema
devido a diminuicdo da solubilidade, podendo levar a ocorréncia de precipitacdes

(Brasil, 2004).
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A luz, em determinado comprimento de onda, pode fornecer energia de ativagédo
necessaria para que ocorra uma reacdo de oxidorreducdo, ruptura de ligacOes e
isomerizacBes. Juntamente com o oxigénio, pode originar a formacéo de radicais livres
e desencadear reacOes de oxidorreducao (Brasil, 2004; Leite, 2005).

Kim et al. (2016) avaliaram a estabilidade térmica de uma solucdo de pB-
lachapona (100 xg/mL em 50% acetonitrila). As solu¢bes foram armazenadas em 4, 25,
40 e 60°C. Amostras foram retiradas nos tempos de 0, 2, 6, 24, 48, 72 h e imediatamente
analisadas por cromatografia em fase liquida (CLAE) e cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (CLAE-EM). O estudo mostrou que a degradacdo ocorreu
em maior velocidade na presenca de temperaturas mais elevadas.

A degradacdo ocasionada pela umidade ocorre devido a presenca de agua no
produto, podendo reagir, por exemplo, a partir de reacGes de hidrdlise, hidratacdo e
isomerizacdo. Além disso, a &gua pode ser adsorvida na superficie da molécula,
formando uma pelicula e resultando na degradacdo do produto (Yoshioka & Stella
2000). Também podem ocorrer altera¢des fisicas no produto, tornando-o amolecido ou
pegajoso e modificando o peso e o volume (Brasil, 2004; Leite, 2005).

A hidrdlise esta entre os fatores intrinsecos de degradacdo. Quanto maior o teor
de &gua da formulacdo, mais provavel a ocorréncia desse tipo de reacdo (Brasil, 2004).
Essa reacdo ocorre quando o farmaco reage com moléculas de agua, sendo que a agua
ataca nucleofilicamente o farmaco que for suscetivel (Ansel et al, 2000; Yoshioka &
Stella, 2000; Aulton, 2005). Esta reacéo pode ser catalisada pelo pH, pela presenca de
cations divalentes e pela temperatura. Por isso é necessario estudar qual a faixa de pH
em que o farmaco tem menor porcentagem de hidrolise, assim definindo qual o melhor

produto para a sua incorporacédo (Brasil, 2012a).
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Chilukuri et al. (2014) avaliaram a degradacdo forcada do farmaco
fosamprenavir (1 mg/mL) utilizando solucdo acida (2,0 mol/L de HCI, 80°C, 12 h),
basica (2,0 mol/L de NaOH, 80°C, 12 h), oxidativa (6% de H,0,, 80°C, 8 h),
degradacéo térmica (105°C, sete dias) e umidade (25°C, 90% de umidade relativa, sete
dias). As hidrdlises basica e oxidativa resultaram na formacdo de uma impureza e a
hidrolise acida resultou na formacéo de duas impurezas. Nos demais ensaios, o farmaco
se mostrou estavel.

O pH é um fator capaz de acelerar ou diminuir a velocidade das reacdes, pois as
principais reacfes envolvidas na degradacdo de farmacos sdo a hidrélise e a oxidacéo,
sendo que ambas podem ser catalisadas por acidos ou bases (Yoshioka & Stella 2000).

Carini et al. (2013) submeteram o extrato purificado de um biflavonoide
extraido da planta Achyrocline satureioides as diversas condi¢fes de estresse, como
temperatura (100°C, 120 min), solucdes acida (HCI 1,0 mol/L, 120 min), basica (NaOH
0,1 mol/L, 120 min) e oxidativa (14,5% de H,O,, 120 min) e a fotoestabilidade
(radiacdo ultravioleta C, 254 nm, 120 min). Segundo os autores, somente a condicao
alcalina foi capaz de degradar a molécula.

Yatsu et al. (2014) desenvolveram um método quantitativo para avaliar a
estabilidade de isoflavonas em diferentes matrizes complexas. A solugdo padrdo foi
submetida as condi¢des de estresse acida (HCI 1,0 mol/L), basica (NaOH 1,0 mol/L) e
oxidativa (H,O, 30%). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 60°C ou em
camara de fotoestabilidade (luz ultravioleta C, 254 nm) por sete dias. Na anélise em
cromatografia em fase liquida-detector UV e CLAE- EM/EM (cromatografia em fase
liquida, detector de massas), foram observados produtos de degradacdo quando as
amostras foram submetidas a solugé@o basica com temperatura (NaOH 1,0 mol/L 60°C) e

em condigéo basica com luz ultravioleta C (NaOH 1 mol/L UV).
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A degradacdo oxidativa € uma das principais causas de instabilidade de
farmacos, podendo estar relacionada a fatores como a luz, tracos de metais, oxigénio e
agentes oxidantes. A oxidacdo € a perda de elétrons ou de um atomo eletropositivo ou
ainda, a adicdo de um atomo eletronegativo. E uma reacdo em cadeia com a influéncia
do oxigénio molecular (Ansel et al., 2000; Aulton, 2005).

A maioria das reacdes de oxidacdo em produtos farmacéuticos esta relacionada
com auto-oxidacdo, que ocorre espontaneamente pela presenca do oxigénio atmosférico.
Primeiramente, ocorre a reacdo entre uma molécula de oxigénio com o farmaco,
propagando-se por meio de um radical livre, que apos reagira com outras moléculas do
farmaco (Yoshioka & Stella, 2000; Leite, 2005).

Patel et al. (2011) avaliaram a estabilidade da citicolina sédica de acordo com
ICH (2003Db) e desenvolveram um método para analise. As amostras (1 mg/mL) foram
submetidas a solucdo &cida (HCI 0,1 mol/L, 100°C por 2 h), basica (NaOH 0,1 mol/L,
100°C por 2 h), oxidativa (H,0, 20%, 80°C por 2 h), fotodegradacédo (p6 sob luz UV por
sete dias) e temperatura (p6 100°C, dois dias). Apos, as amostras foram analisadas por
cromatografia em fase liquida. A amostra de citicolina sédica apresentou picos de
degradacdo quando exposta as solucdes &cida, basica e oxidativa.

Kakde et al. (2013) desenvolveram e validaram um método qualitativo para a
avaliacdo da estabilidade do oxalato de escitalopram e do clonazepam. As amostras de
escitalopram (25 mg/mL) e de colanazepam (2,5 mg/mL) foram submetidas as solucdes
acida (HCI 0,1 mol/L, 50°C, 24 h), basica (NaOH 0,1 mol/L, 50°C, 24 h) e oxidativa
(H2O,, 24 h). Para a fotoestabilidade, estas foram armazenadas em céamara de
ultravioleta por 24 h. E para a temperatura, as amostras foram expostas a 60°C, por 24 h.

Os autores descrevem que escitalopram e clonazepam se mostraram estaveis frente a
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oxidacdo, temperatura e luz UV. Entretanto, foi observada uma significante degradacéo
quando acido e base foram utilizados.

A fotodecomposicdo ou fotdlise pode ocorrer devido as reacGes oxidativas e
hidroliticas. Quando as moléculas sdo atingidas pela radiacdo eletromagnetica, estas
absorvem a luz, resultando em um aumento na energia da molécula. Esse aumento de
energia pode resultar em decomposi¢do, conversdo em calor, emissdo de luz em outro
comprimento de onda (fluorescéncia ou fosforescéncia) ou, ainda, reter ou transferir a
energia (Gil, 2007).

Kim et al. (2016) avaliaram a estabilidade do B-lachapona frente a condicGes de
estresse. O estudo de fotodegradacdo foi realizado com a amostra em solucdo (100
pug/mL em 50% de acetonitrila) e em estado sélido (umidade 75% e 0%). Como
controle, as amostras foram protegidas da luz com papel aluminio. Utilizou-se luz de
xenon (UV-vis, 320-800 nm) a 45°C e, apds, foram analisadas por CLAE e CL-EM. O
estudo monstrou a presenca de trés produtos de degradacdo na amostra em solugéo,
observando-se também, mudanca de coloragcdo do produto. Na amostra sélida, também
houve mudanca de coloracdo da amostra em relacdo ao controle. Também, foi
constatada uma queda significativa na concentracdo da amostra em relacdo ao controle.
Os autores destacam que, na presenca de umidade (75%), ocorreu uma maior queda na
concentracdo da B-lachapona em relacdo as amostras expostas a 0% de umidade.

A cinética quimica estuda a velocidade na qual os processos de degradacdo
ocorrem. A determinacdo da estabilidade e do prazo de validade de farmacos e
medicamentos baseia-se na cinética de reacdo, isto é, no estudo da velocidade de
degradacdo e do modo como essa velocidade € influenciada pelos excipientes e outras
substancias que possam estar presentes, assim como por fatores extrinsecos (Prista et

al., 1990; Auton, 2005).
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O método de Arrhenius apresenta a relacdo entre a velocidade de reacdo e a
temperatura. Este método consiste em expor o farmaco a diferentes condices de
temperatura - superiores a normal - e acompanhar, em tempos determinados, o
decréscimo da concentracdo da substancia ativa (Auton, 2005; Leite, 2005).

As reacdes de degradacdo de primeira ordem ocorrem quando a degradacéo do
farmaco € diretamente proporcional a concentracdo em relacdo ao tempo, ou seja, a
degradacdo depende linearmente da concentracdo do insumo. Nas reacdes de segunda
ordem, a velocidade de reacdo € proporcional a dois reagentes. Nas reacfes de ordem
zero, a velocidade de reacdo é independente da concentracdo da droga e é constante em
relacdo ao tempo (Aulton, 2005; Waterman & Adami, 2005).

No estudo de estabilidade, Kim et al. (2016) determinaram a cinética de
degradacdo da B-lachapona em diferentes testes de estresse. Quando a amostra é
submetida a luz UV, a concentracdo da amostra depende do tempo de exposicao.
Quando plotado o gréfico correlacionando o tempo e a concentracdo, o coeficiente de
determinacéo (r?) foi de 0,9980, sugerindo que esta reacdo de degradagdo ocorra
segundo a cinética de ordem zero. Neste mesmo estudo, também foram determinadas as
cinéticas de degradacdo acida, neutra e basica. Plotando grafico semi-logaritmico da
concentracdo remanescente de [-lachapona versus o tempo, o coeficiente de
determinacéo (r’) foi de aproximadamente 0,99 para os trés casos, sugerindo que a

reacdo de degradacdo ocorra seguindo a cinética de primeira ordem.

2.8  Testes de estabilidade e prazo de validade
A estabilidade de um produto quimico geralmente se refere a habilidade do

composto em resistir a decomposi¢cdo. Em termos farmacéuticos, estabilidade refere-se
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ao tempo de armazenamento onde nenhum produto de degradacdo esteja em
concentracdo suficiente para representar um risco ao paciente (ICH, 2003a).

O estudo da estabilidade abrange um conjunto de métodos qualitativos e
quantitativos realizados em produtos ou farmacos que sdo submetidos a diferentes
condicdes de armazenagem. O principal objetivo é verificar a formacdo de produtos de
degradacéo e estabelecer o prazo de validade (ICH, 2003b; Gil, 2007).

O Guia para a Realizacdo de Estudos de Estabilidade (RE n° 1, 2005) da
ANVISA estabelece os testes a serem realizados a fim de prever, determinar ou
acompanhar o prazo de validade de um produto farmacéutico. Este guia determina a
realizacdo dos testes de estabilidade acelerada, de acompanhamento e de longa duracdo
(Brasil, 2005). Na resolucdo da ANVISA que dispde sobre a realizagdo de estudos de
estabilidade de insumos farmacéuticos ativos (IFA) (RDC n° 45, 2012), € estabelecido
que, além dos testes citados acima, sejam realizados testes de degradagdo forcada e de
fotoestabilidade (Brasil, 2012).

O estudo de estabilidade acelerada € projetado para acelerar a possivel
degradacdo fisica ou quimica de insumos ou produtos farmacéuticos. Neste estudo, o
produto é submetido as condi¢bes forcadas de envelhecimento durante o
armazenamento (Brasil, 2012). Este tipo de estudo demonstra o que ocorreria no
produto farmacéutico quando este fosse submetido as condicdes normais de
armazenamento por longo periodo de tempo. Na grande maioria das vezes, o estudo de
longa duracéo confirma o prognostico dado pelo estudo acelerado (Brasil, 2012).

Por sua vez, o estudo de estabilidade de longa duracdo é realizado com
condigdes climaticas normais para verificar as caracteristicas fisicas, quimicas,

bioldgicas e microbioldgicas do insumo apds um periodo de tempo pré-estabelecido. Os
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resultados sdo utilizados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade do produto
(Brasil, 2012).

Os testes de degradacao forcada auxiliam na identificacdo de provaveis produtos
de degradacdo e, também, nesta etapa, sdo desenvolvidos os procedimentos analiticos
que serdo utilizados no estudo de estabilidade. Nestes testes, devem ser incluidos os
efeitos da temperatura, umidade, oxidacao, luz e a susceptibilidade a hidrolise em ampla
faixa de pH. O ensaio de fotoestabilidade € realizado para verificar se exposicao a luz
resultaria em alteraces no IFA (Brasil, 2012). Diversos autores relatam a realizacdo de
testes de estresse a fim de desenvolver e validar metodologias para a analise do insumo
e possiveis produtos de degradacdo (Carini et al., 2013; Kakde et al., 2013; Yatsu et al.,
2014; Kim et al., 2016).

A ANVISA, em 2008, lancou o Informe Técnico (IT) n° 1, contendo diretrizes e
especificacbes para conduzir os estudos de degradacdo forcada. Este informe técnico
preconiza as condigdes que as amostras do produto farmacéutico devem ser submetidas,

descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢des de estresse definidas pelo Informe Técnico 01/2008 para estudo

de degradacéo forcada.

Teste Metodologia
Solucdo acida 0,1 mol/L de HCI
Solugéo basica 0,1 mol/L de NaOH
Solucédo oxidativa 3% de H,0, (v/v)
Fotdlica UV-B fluorescente
Aqguecimento 60°C

Umidade 75% UR ou superior
fons metalicos (opcional) 0,05 M Fe®* ou Cu**

Fonte: (Brasil, 2008).
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Além do que determina a legislacédo, alguns autores realizam os testes de estresse
com pequenos ajustes de metodologia. Por exemplo, Patel et al. (2011) e Kakde et al.
(2013) utilizaram solugdes acida e basica concomitantemente com temperatura elevada.
Kim et al. (2016) avaliaram a fotoestabilidade com umidade e sem umidade. Yatsu et
al. (2014) utilizou solucdo oxidativa a 30% e Carini et al. (2013) relata o emprego de

solucéo oxidativa de 14,5%.

Assim, este trabalho visa ao aprimoramento dos conhecimentos acerca da
producdo, purificacdo e controle de qualidade dos sais de lactobionato e do acido
lactobidnico, sendo estas informacBes essenciais para a potencial utilizacdo destes

insumos como matérias primas na area farmacéutica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Bioproducéo de céelulas/enzimas
3.1.1 Microrganismo e meios de cultivo

A bactéria utilizada neste estudo foi Zymomonas mobilis ATCC 29191 (DSM
3580), adquirida do Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(RFA). As culturas foram mantidas em meio liquido e estocadas a 4°C (Malvessi et al.,
2006).

O meio de cultivo utilizado para a ativacdo e conservacao das culturas, preparo
de indculo e na producdo de biomassa/enzimas esta descrito na Tabela 2 (Malvessi et
al., 2006). A solucéo de glicose foi preparada separadamente e, ap0s, foi adicionada ao
meio de cultivo. A esterilizacdo de todos os meios e da solugdo de glicose foi realizada

em autoclave, a 1 atm, por 15 min.

Tabela 2: Composicdo do meio de cultivo utilizado para a ativagdo e conservacao das

culturas, preparo de inéculo e na producédo de biomassa/enzimas.

Componente g/L
(NH,)2SO, 2,0
MgS0O,.7H,0 1,0
FeS0O,.7H,0 0,01
KH,PO, 3,5
Extrato de levedura bruto (Prodex Lac®, 7,5
Prodesa S.A., Brasil)
Glicose
ativacdo e conservacéo das culturas 20
obtenc&o de indculo 100

cultivo em biorreator 150
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3.1.2 Producéo de céelulas/enzimas de Zymomonas mobilis

A producdo de células e enzimas foi realizada em trés etapas, iniciando com a
ativacdo da cultura, seguida do preparo do inoculo e, por fim, a realizacdo do cultivo em
biorreator.

A ativacdo celular foi realizada a partir da cultura de Z. mobilis em estoque, a
4°C. Para isso, foram inoculados 4 mL da suspensao bacteriana em 36 mL de meio de
ativacdo, sendo mantidos em estufa, a 30°C por 12 h.

Posteriormente, o indculo foi preparado em frascos contendo 450 mL de meio,
inoculado com 45 mL da cultura previamente ativada e pH controlado em 5,5 com
adicdo de 5 g/L de CaCO3 (Malvessi et al., 2006). Os meios foram incubados a 30°C,
sob agitacdo orbital de 200 rpm (Certomat U/H — B. Braun Biotech, RFA), sob
anaerobiose, por 10 h. Nos frascos, foram acoplados filtros para permitir a injecéo
inicial de Ny, assim obtendo-se a anaerobiose e, posteriormente, para a liberagdo de CO;
decorrente do metabolismo microbiano.

Na producdo de biomassa e enzimas em biorreator, adicionou-se a0 meio de
cultivo, um volume de indculo necessario para a obtencdo de uma concentragdo celular
correspondente a vinte unidades de densidade éptica (D.O.). O cultivo foi realizado em
regime descontinuo, em fermentador de bancada de 7,0 litros de volume total e 5,5 litros
de volume util, em anaerobiose. A temperatura foi mantida a 30°C, agitacéo de 450 rpm
e controle de pH em 5,5 pela adicdo automéatica de NaOH 5 mol/L (Malvessi et al,
2006). Ao término do cultivo, o meio fermentado foi centrifugado (Centrifuga Sigma
4K-15), a 6000 rpm, por dez minutos. A biomassa foi ressuspensa em agua destilada
para posterior utilizacao.

Para a obtencdo de um maior volume de celulas/enzimas de Z. mobilis

necessarios para a realizacdo, em particular, dos testes de estabilidade, foram realizados
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quatro cultivos seguidos, em bateladas por cortes (pé de cuba), sendo mantidos 0s

mesmos parametros de processo citados anteriormente.

3.1.3 Permeabilizacdo e imobilizacdo de células/enzimas de Zymomonas
mobilis

A permeabilizacédo celular foi realizada com o intuito de inativar o metabolismo
fermentativo bacteriano e evitar que, nos ensaios de bioconversdo, ocorresse 0
crescimento celular e conversdo do substrato em etanol. Para isso, a suspensao celular
foi concentrada a 25 g¢/L e, entdo, adicionado 0,2% (m/v) de brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB). A mistura foi mantida em agitacdo magnética, a 4°C, por 10 min. Ao
final, a mistura foi novamente centrifugada a 6000 rpm (Centrifuga Sigma 4K-15) por
10 min. Em seguida, procedeu-se a etapa de tratamento com glutaraldeido 0,5% (m/v).
Para isso, as células foram diluidas a 50 g/L e, entdo, adicionou-se um volume de
glutaraldeido 25% (m/v) necessario para a obtencdo de uma concentracdo de 0,5%
(m/v). A mistura foi mantida sob agitacdo, em temperatura ambiente, por 10 min e, ao
final, a suspensdo foi centrifugada a 6000 rpm (Centrifuga Sigma 4K-15) por 10 min e
ressuspensa a 70 g/L. em agua (Carra, 2012).

Para a etapa de imobilizacdo, inicialmente, alginato de sddio Algogel 5540
(Degussa Flavors & Fruit Systems do Brasil Ltda.) foi dissolvido em agua (4% m/v) e,
apo6s a completa dissolucdo, foi adicionado igual volume da suspensdo de células (70
g/L), previamente tratadas com glutaraldeido.

Para a obtencdo de esferas de alginato de calcio, todo o volume da mistura foi
lentamente gotejado em solugdo de CaCl, 0,3 mol/L, com auxilio de um sistema
composto por agulhas hipodérmicas e uma bomba peristaltica (Figura 5). Apos esta

etapa, as esferas foram reticuladas com glutaraldeido 0,5% (m/v), sob agitacédo
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magnética, em temperatura ambiente (20 £ 5°C). Para 0 armazenamento, as esferas

foram mantidas em agua pH 7,0, a 4°C (Carra, 2012).

N

-~

Figura 5: Sistema utilizado para a imobilizacdo de Zymomonas mobilis em
alginato de sodio. [1] solucdo de alginato de sodio + suspensao celular de Z. mobilis;
[2] bomba peristéltica; [3] agulhas hipodérmicas; [4] esferas de Z. mobilis

imobilizadas em alginato de célcio.

3.2 Ensaios de bioconversdo
3.2.1 Ensaios de bioconversdo em menor escala

Os ensaios de bioproducdo de sorbitol e lactobionato foram realizados em reator
encamisado contendo 0,35 L de solucdo de frutose (600 mmol/L) e lactose (700
mmol/L), 20 g/L de biocatalisador imobilizado, pH controlado em 6,4 a 39°C. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética, com pH controlado pela adicao
automatica de solugdo 7,0 mol/L de NaOH ou de KOH (Figura 6), sendo, desta forma,
obtidos lactobionatos de sodio ou de potassio, respectivamente.

Quando o hidroxido de calcio (Ca(OH),) foi utilizado para controlar o pH da
reagcdo enzimatica, formando o lactobionato de célcio, este foi adicionado na forma de

po devido a sua baixa solubilidade em &gua. O consumo de Ca(OH), durante a reacdo
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foi avaliado pela alteracdo de massa em balanca semi-analitica (Figura 7). Os ensaios de

bioconversao foram realizados em triplicata.

Figura 6: Sistema utilizado nos ensaios de bioconversdo utilizando solucdo de
NaOH ou KOH 7,0 mol/L para o controle do pH da reacgdo. [1] controlador de pH; [2]
bomba peristaltica; [3] reator enzimético encamisado; [4] bureta; [5] sonda de pH; [6]

agitador magnetico.

Figura 7: Sistema de bioconversao utilizando Ca(OH), para o controle do pH.

[1] controlador de pH; [2] biorreator encamisado; [3] balanca;

[4] sistema para adi¢do do Ca(OH),. [5] sonda de pH; [6] agitador magnético.
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3.2.2 Ensaios de bioconversdo em maior escala

Para a obtencdo dos compostos em quantidade suficiente para a realizacdo dos
testes de estabilidade, os ensaios de bioconversédo foram realizados em maior volume de
reacao.

Para a producdo de lactobionato de sodio, utilizou-se biorreator encamisado
contendo 2,5 L de solucéo de frutose (600 mmol/L) e lactose (700 mmol/L), 20 g/L de
biocatalisador imobilizado, pH controlado em 6,4 pela adi¢do automatica de solucéo 7,0
mol/L de NaOH, a 39°C. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo mecanica, a 150
rpm, usando a unidade operacional de controle do biorreator Biostat B (B. Braun
Biotech, Sartorius). As duas turbinas, distribuidas no eixo central do biorreator, tiveram
suas pas recobertas com uma capa de silicone com o intuito de reduzir o cisalhamento
sobre as esferas. A bioproduc¢do foi conduzida por um periodo de tempo necessario para
que fosse atingida conversdo média de 80% em produto.

Para a obtengdo de lactobionato de potéssio, utilizou-se biorreator encamisado
contendo 1,3 L de solucdo de frutose (600 mol/L) e lactose (700 mol/L), 20 g/L de
biocatalisador imobilizado, pH controlado em 6,4 pela adicdo automatica de solugdo
alcalina 7,0 mol/L de KOH, a 39°C. A mistura reacional também foi mantida sob
agitacdo mecanica, com uma turbina envolta com borracha (a 150 rpm) e foi conduzida
até a obtencéo de 80% de converséo.

Para a etapa de bioproducdo do lactobionato de célcio foi utilizado biorreator
encamisado contendo 0,65 L de solugéo de frutose (600 mmol/L) e lactose (700 mol/L),
20 g/L de biocatalisador imobilizado, a 39°C e pH controlado em 6,4 pela adigdo
automatica de Ca(OH),, formando o lactobionato de calcio. A mistura reacional foi
mantida sob agitagdo mecanica, a 150 rpm. Foram realizadas duas bioconversdes sendo,

conduzidas ate a obtencao de 80% de conversao.
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3.2.3 Bateladas repetidas de bioconversao

Uma das vantagens da utilizacdo de células/enzimas imobilizadas é a
possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador, avaliado em bateladas repetidas de
bioconversdo. Estes testes foram realizados para a obtencdo dos lactobionatos de
potassio e de calcio. Foram conduzidos quatro ciclos de bioconversdo de 24 h de
duracdo. Ao término do primeiro ciclo, as esferas foram removidas do meio reacional,
lavadas com agua pH 7,0. Posteriormente, as esferas utilizadas na bioproducdo do
lactobionato de potéssio, foram tratadas com CaCl; 0,3 mol/L por 10 min. Em seguida,
nova solucdo de frutose (600 mmol/L) e de lactose (700 mmol/L) foram preparadas para
dar inicio a um novo ciclo de bioconversao.

Na Figura 8 é apresentado o fluxograma com as etapas dos quatro ciclos de

bioconverséo. Os ensaios de bioconversdo em batelada foram realizados em triplicata.

32 e 42 ciclos de bioconversdo

12 ciclo de
bioconversdo
A 2¢ ciclo de bioconverséo
Solugdo de
G Esferas  lavadas ( \
substratos frutose
com agua pH 7,0
(600 mmol/L) + ~ Lactobionato
Lactobionato + tratamento com Solugéo de wow
lactose de potéssio
“O‘e‘ de potéssio —> | cacl 0,3 moliL. \ substratos p
(700 mmol/L) 2
|:'|]:| frutose
':Il}' (600 mmol/L) Cuo
H, .
o | ctobiont + lactose { Lactobionato
L0) actobionato Alei
4) > Esferas  lavadas (700 mmol/L) de célcio
Esferas de Z. 5 o
- de calcio com &gua pH 7,0.
mobilis

Figura 8: Fluxograma da bioproducéo dos lactobionatos de potassio e calcio,
em bateladas repetidas, utilizando células/enzimas de Zymomonas mobilis imobilizadas

em alginato de calcio.
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3.3 Purificacdo dos produtos da bioconversdo e conversédo para a forma
acida
3.3.1 Purificacdo dos produtos da bioconversao
A separacdo dos produtos lactobionato (sédio, potassio e célcio), sorbitol e dos
substratos residuais lactose e frutose presentes no meio reacional, ao final do processo
de bioconversao, foi realizada pela técnica de precipitacdo com solventes organicos.
Para isso, foi adicionado um volume de solucao hidroalcodlica 96% (v/v) a 30 mL da
mistura final do processo de bioconversdo até a obtencdo de uma concentracdo
hidroalcodlica final de 75% (v/v). O solvente foi adicionado a solugdo em vazao de 9
mL/min, controlada por meio de uma bomba peristaltica, a 25°C, sob agitacdo

magnética (Figura 9).

n

T or—‘;

Figura 9: Purificacdo dos sais de lactobionato por precipitagdo em etanol.
[1] Banho termostatizado; [2] agitador magnético; [3] bomba peristéaltica;
[4] recipiente para adigdo de etanol; [5] recipiente para o caldo da bioconversao;

[6] termdmetro.
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Posteriormente, as solucGes foram armazenadas em temperatura inferior a 0°C
por 24 h. Apés esse periodo, o0 sobrenadante foi removido e o precipitado foi
solubilizado em agua destilada até a obtencdo do volume de caldo utilizado
inicialmente.

Para a obtencdo de elevado grau de pureza do lactobionato, os procedimentos de
precipitacdo e solubilizacdo foram repetidos por mais duas vezes. Ao final das trés
etapas de purificacdo, o solvente remanescente foi evaporado em capela de exaustdo de
gases €, em seguida, seco em estufa, a 25°C. Ap6s a secagem, o po foi triturado, com
auxilio de um almofariz e pistilo e armazenado em dessecador. Para a verificacdo da
pureza, tanto o caldo final da bioconversdo quanto o produto final foram analisados por
cromatografia liquida. A recuperagdo do etanol resultante das etapas de precipitacéo foi
realizada por destilacdo fracionada. Os ensaios de precipitacdo foram realizados em
triplicata.

Para a purificacdo dos compostos a serem utilizados nos ensaios de estabilidade
acelerada, longa duracdo e degradacdo forcada, esta etapa foi realizada em maior
volume reacional. Para a purificacdo do lactobionato de sddio, o caldo final da
bioconverséo foi separado em duas partes de 1,0 L. Para a purificacdo do lactobionato
de potéssio utilizou-se 1,0 L e, para o lactobionato de calcio, foi utilizado 0,8 L do
caldo. Etanol 96% (v/v) foi adicionado ao caldo final das respectivas bioconversdes até
que fosse atingida concentracdo de solvente de 70% (v/v), sendo adicionado a solucéo
em vazdo de 500 mL/min, a 45°C, sob agitagdo mecénica (Oliveira et al., 2015).

Posteriormente, seguiram-se as mesmas etapas descritas anteriormente.
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3.3.2 Converséo do lactobionato de sodio em acido lactobidnico

Para a convers&o do lactobionato de sodio a sua forma acida — acido lactobionico
— foi utilizado 0 método de cromatografia por troca iénica, conforme proposto por Carra
(2012). Para isso, utilizou-se o lactobionato de sddio purificado na etapa anterior, sendo
que todo o po obtido ao final da purificacdo foi diluido em agua destilada. Inicialmente,
a resina cationica acida forte Amberlite IRA-120 (Vetec Quimica Fina) foi mantida por
aproximadamente 24 h em &gua destilada. Posteriormente, cerca de 90 mL de resina
foram introduzidos na coluna e, em seguida, foram realizadas duas lavagens com agua
destilada. Para a ativacdo da resina, 100 mL de HCI 1,0 mol/L foram introduzidos na
coluna e mantidos sob circulacdo com auxilio de uma bomba peristaltica, por 20 min. A
resina foi, entdo, lavada com agua destilada, para a remo¢do do excesso de HCI, até a
obtencgéo de pH 4,7. O sistema empregado nos testes de conversdao de lactobionato em
acido lactobidnico é mostrado na Figura 10.

A solucdo de lactobionato de sédio foi introduzida na coluna e mantida em
circulacdo, sendo que a remocdo da amostra foi realizada somente apds a queda do pH
para 2,80. Ao final do processo, adicionou-se agua destilada para auxiliar na remogéo
do acido lactobidnico retido na resina, sendo a coleta cessada quando observado o
aumento do pH para 3,4. O procedimento foi repetido até que todo o lactobionato de
sodio fosse convertido a acido lactobiénico.

A posterior cristalizacdo do acido lactobiénico foi realizada em liofilizador
(Liofilizador de bancada FreeZone, 4,5 L) operado com presséo de vacuo abaixo de 500
mmHg e temperatura de =50 °C, por 24 h. Posteriormente, o produto liofilizado foi
triturado com auxilio de um almofariz e pistilo e armazenado em dessecador (Carra,
2012). Para a verificagdo da pureza do produto final, este foi analisado por

cromatografia em fase liquida.
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Figura 10: Sistema empregado na conversdo do lactobionato de sédio em &cido
lactobibnico. [1] sonda de pH; [2] valvula para a saida da amostra; [3] valvula para a
entrada da amostra; [4] valvula para a circulacdo; [5] bomba peristaltica; [6] resina

catibnica &cida; [7] entrada da amostra.

3.4 Testes de estabilidade
3.4.1 Testes de estabilidade acelerada

O teste de estabilidade acelerada foi realizado em camaras climaticas (Nova
Etica 420/ CLD) a 40+2°C, 75+5% de UR (zona climéatica IV - quente e (imida), nas
dependéncias da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

As amostras de lactobionato de sddio, lactobionato de potassio, lactobionato de
calcio, &cido lactobiénico e &cido lactobidnico comercial (Sigma-Aldrich) foram
distribuidas, em triplicata, em frascos de polietileno de alta densidade com tampa, de 50

mL (FADA Plasticos, Glorinha/RS), para analise em trés e seis meses (Brasil, 2012).
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Para a anélise inicial utilizaram-se aproximadamente 3 g de amostra; para a analise de
trés meses foram armazenados aproximadamente 3 g de amostra em cada frasco e, para

a analise final de seis meses, em torno de 6 g. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.2 Testes de estabilidade de longa duracéo

O teste de estabilidade de longa duracdo foi realizado em camaras climéticas
(Nova Etica 420/ CLD) 30+2°C / 75+5% UR (zona climética IV - quente e Gmida), nas
dependéncias da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

As amostras de lactobionato de sddio, lactobiona de potéssio, lactobionato de
calcio, &cido lactobidnico e &cido lactobiénico comercial (Sigma-Aldrich) foram
divididas, em triplicata, em frascos de pléastico (polietileno de alta densidade de 50 mL
com tampa- FADA plasticos) para analise no tempo zero, trés, seis, nove, doze, dezoito
e 24 meses (Brasil, 2012). Para a analise de zero, trés, seis, nove, doze, dezoito meses
foram armazenados aproximadamente 3 g em cada frasco e para a analise final de 24
meses, 6 g. Ressalta-se que as amostras foram analisadas, neste trabalho até o periodo

de seis meses de testes. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.3 Testes de degradacéo forcada
Os testes de degradagéo forcada foram realizados com o lactobionato de
sodio, lactobionato de potassio, lactobionato de calcio e &cido lactobidnico, este obtido
via agéo do sistema enziméatico GFOR/GL de Z. mobilis. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
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3.4.3.1 Acéo da temperatura
As amostras dos lactobionatos de sddio, potassio e calcio e do &cido lactobidnico
foram submetidas as temperaturas de 60 e 80°C por quinze dias (Brasil, 2008). Para
cada composto, 1,5 g de amostra foi adicionado em uma placa de Petri, em triplicata, e
mantido em estufa a 60 e 80°C. Nos dias 2, 6, 10, 12 e 15, foram coletadas amostras e,
posteriormente, foram diluidas em &gua Milli-Q, em concentracdo de 10 g/L e
analisadas por cromatografia em fase liquida. Os ensaios de precipitacdo foram

realizados em triplicata.

3.4.3.2 Degradacao &cida ou bésica

Para os testes de degradacdo em pH é&cido, foram utilizadas solucdes de HCI
0,01, 0,1 e 1 mol/L, por um tempo de exposicdo de dez dias (Brasil, 2008). Para cada
amostra, foi preparada uma solucédo inicial de 20 g/L. A esta solucdo adicionou-se o
mesmo volume da solugédo de HCI (0,01, 0,1 e 1 mol/L).

Em relacdo a degradacdo em pH alcalino, foram utilizadas solu¢fes de NaOH
0,01, 0,1 e 1,0 mol/L, por um periodo de dez dias (Brasil, 2008). Para cada amostra, foi
preparada uma solucgdo inicial de 20 g/L e, apos, adicionou-se 0 mesmo volume da
solugdo de NaOH (0,01, 0,1 e 1,0 mol/L). Para ambos os testes, as amostras foram
coletadas nos tempos de exposi¢cdo de 0, 3, 5, 10, 17, 24, 48, 120 e 240 h e,
posteriormente, analisadas por cromatografia em fase liquida. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

3.4.3.3 Degradacéo oxidativa
Para os testes de degradagdo oxidativa foi utilizado peroxido de hidrogénio

(H20,) 30% (v/v), sendo as amostras dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio e do
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acido lactobibnico expostas a este agente por um periodo de dez dias (Brasil, 2008).
Para cada amostra de concentracdo inicial de 20 g/L, foi adicionado volume necessario
de H,0O, 30% (m/v) necessario para a obtencdo de uma concentracdo de 3% (v/v). As
amostras foram retiradas nos tempos 0, 1, 2, 3, 24, 48, 72 e 240 h, diluidas para 10 g/L e

analisadas por cromatografia em fase liquida. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.434 Fotoestabilidade

No estudo de fotoestabilidade, as amostras dos lactobionato de sédio, potassio e
calcio e de &cido lactobidnico foram acondicionadas em mini placas de Petri (0,5 g em
cada placa), em triplicata, e acondicionadas em uma camara com lampada de irradiacdo
UVA/UVB (Ecolume) e lampada branca fluorescente fria (Ecolume) (Figura 11). Os
controles foram mantidos na camera ao abrigo a luz (cobertos por papel aluminio),
permitindo avaliar, desta forma, a contribuicdo das possiveis mudangas ambientais
dentro da cdmara. Foi realizado controle de temperatura no interior da cdmara com o
uso de termo-higrometro e as coletas foram realizadas nos tempos 30, 60 e 90 dias
(Brasil, 2008; Brasil, 2012). As amostras foram analisadas por cromatografia em fase

liquida. Os ensaios foram realizados em triplicata.



43

Figura 11: Camera espelhada com lampada de irradiacdo UVA/UVB e lampada
branca fluorescente, utilizada na execucao dos ensaios de fotoestabilidade dos

lactobionatos de sddio, potassio e célcio e do acido lactobibnico.

3.4.35 Cinética de degradacao
A partir dos resultados do doseamento dos ensaios de degradacdo sdo plotados
os graficos de Concentracdo (C) x Tempo (t), log C x t e 1/C x t, que correspondem as
reacOes de ordem zero, primeira e segunda ordem, respectivamente. A representacao
grafica que melhor se ajustar a uma reta determinara a ordem de reacdo, sendo que a
inclinacdo determinara a constante de velocidade (k) da reacdao de degradacdo, em cada

temperatura (Auton, 2005; Leite, 2005).

35 Métodos analiticos
3.5.1 Determinacéo da concentracdo celular
A concentracdo celular do in6culo foi estimada, em triplicata, por densidade
Optica. As amostras foram diluidas e a leitura de absorbancia das suspensdes celulares

foi feita em espectrofotémetro (Aurora Instruments UV-210), a 560 nm (Carra, 2012).
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No cultivo em biorreator, a quantificacdo celular foi realizada, em triplicata, por
gravimetria. Amostras de 3 mL do meio de fermentacdo foram centrifugadas a 6000
rpm, por 10 min (Sigma, modelo 4-15), sendo o sobrenadante descartado e a massa
obtida lavada duas vezes com agua destilada. A massa de células centrifugada foi
ressuspensa em agua destilada e entéo transferida para cadinhos de porcelana, incubados

em 90-95°C até a completa secagem.

3.5.2 Determinacao de acUcares redutores (AR)

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do acido 3,5-di-
nitro-salicilico — DNS (Miller, 1959). Para esta analise, a 0,25 mL de amostra
previamente diluida foi adicionado 0,75 mL de reagente DNS. As amostras foram
mantidas em banho a 100°C por 5 min, sendo, posteriormente, colocadas em banho de
gelo por 2 min. Ao final desta etapa, foi adicionado 4 mL de &gua destilada e as
absorbancias foram medidas em espectrofotometro (Aurora Instruments UV-210), a 545
nm e convertidas em concentragdo (g/L) empregando uma curva padrao de glicose (0,1

e 1,0 g/L).

3.5.3 Estimativa da concentracgdo de substratos e produtos em ensaios de
bioconversao

A concentracdo de lactobionato de sodio, lactobionato de potéssio e lactobionato

de célcio formados nos ensaios de bioconversdo foram definidas de acordo com o

volume e a concentracdo de base utilizada durante a reacdo para o controle do pH

(Malvessi, 2008). Os produtos da reacdo, acido lactobidnico (lactobionatos de sodio e

de potéssio) e sorbitol sdo formados em base equimolar (1:1). Assim, os substratos

lactose e frutose sdo consumidos na mesma proporgao.
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No caso do lactobionato de célcio, a reacdo de oxidacao da lactose é 2:1, ou seja,
a cada 2 mol de lactose é formado 1 mol de lactobionato de calcio, da mesma maneira
que € 1:2 em relacdo ao sorbitol. Neste caso, para a frutose e sorbitol, seria 1:1.

A partir disso, as concentracfes de sorbitol e dos substratos foram estimadas
indiretamente em funcdo do volume e da concentracdo das solucGes de NaOH ou de
KOH e da massa adicionada de Ca(OH),, utilizada para titular o respectivo acido
formado na reacéo.

Para a determinacdo das concentracdes dos produtos formados e dos substratos
consumidos na bioproducéo dos lactobionatos de sédio ou potassio, foram utilizadas as
Equacdes 1 e 2. A Equacdo 1 foi utilizada para calcular as concentracdes dos produtos

lactobionato de sddio, lactobionato de potéssio e sorbitol.

__ (Vbase xMXMM)
C= (Vtotal+Vbase) (1)

Onde:

C, concentracao de produto formado (g/L);

Vpase, VOlume de base (mL);

M, concentracao de base (mol/L);

MM, massa molar do produto (lactobionato de sédio, 380,28 g/mol; lactobionato
de potassio, 396,39 g/mol; sorbitol, 182,17 g/mol);

Votal, VOlume total da bioconversao (mL).

A Equacéo 2 foi utilizada para determinar a quantidade dos substratos lactose e

frutose restantes.

(Vbase X M x MMsubstrato) (2)
(Vlotal + Vbase)

=S |
Onde:

S, concentracdo de substrato restante (g/L);
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So, concentracdo de substrato inicial (g/L);

Vhase, VOluMe de base (mL);

M, concentracao de base (mol/L);

MMgubstrato, Massa molar do substrato (lactose, 360 g/mol; frutose, 180 g/mol);

Viotal, VOlume total da bioconversao (mL).

As Equacdes 3, 4, 5 e 6 foram utilizadas para calcular as concentracdes dos
produtos formados e dos substratos consumidos na bioproducdo do lactobionato de
calcio.

A Equacdo 3 foi utilizada para determinar a concentracdo do lactobionato de

calcio formado na hioconversao.

£ base X MMx 1000 (3)
Vtotal xMM2

C=
Onde:

C, concentracdo de produto formado (g/L);

Obase, Massa da base (g);

MM, massa molar do produto (lactobionato de célcio, 754,65 g/mol);

Viotal, VOlume total da bioconverséo (mL);

MM2, massa molar do Ca(OH), (74,09 g/mol).

A Equacéo 4 foi utilizada para calcular a concentragdo do sorbitol formado na

bioconversao.

(4)

(g base X MMx 1000)
C produto formado™ X 2

(VloLal X MMz)

Onde:
C, concentracéo de produto formado (g/L);

Obase, Massa da base (Q);
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MM, massa molar do produto (sorbitol, 180,17 g/mol);
Votal, VOlume total da bioconverséo (mL);

MM2, massa molar do Ca(OH), (74,09 g/mol).

Para determinar a quantidade de lactose residual durante o processo de

bioproducao do lactobionato de calcio, foi empregada a Equacao 5.

_ (CrcaxSo

8.=80- | LC))XMMJ (5)

Onde:

S, concentracdo de lactose restante (g/L);

So, concentragdo de lactose inicial (mol/L);

C Lca, concentracdo de lactobionato de célcio formado (mol/L);

C max Lca, CONcentracdo maxima tedrica de lactobionato de célcio (mol/L);

MM, massa molar do substrato (lactose — 360 g/mol).

Em relacdo a quantidade de frutose residual durante o processo de bioproducédo

do lactobionato de célcio, a determinacéo foi baseada na Equagéo 6.

} (Csab % So)

S - SO (C max Sorb)

x MM (6)

Onde:

S, concentragéo de frutose restante (g/L);

So, concentragdo de frutose inicial (mol/L);

C sorb, CONcentracdo de sorbitol formado (mol/L);

C max Lca, CONcentracdo maxima teorica de sorbitol (mol/L);

MM, massa molar do substrato (frutose, 180 g/mol).



48

3.5.4 Parametros de avaliacdo do processo de bioconversao
3.54.1 Converséo de substrato em produto
A converséo de substrato em produto (Ypso) foi determinada pela relagéo entre o

lactobionato formado e a concentragdo de lactose inicial, segundo a Equacao 7.

£
Y piso= 2 (7)

S0
Yeiso, conversao de substrato em produto (mmol/mmol);
Ps, concentracdo do lactobionato ou acido lactobidnico formado (mmol);

So, concentracdo de lactose inicial (mmol).

3.54.2 Produtividade molar
A produtividade molar (Pn) foi calculada pela divisdo do lactobionato formado

pelo tempo de processo, segundo a Equacéo 8.

Pm=— (8)

Onde:
Pm, produtividade molar (mmol/h);
Ps, concentracdo do lactobionato formado (mmol);

t, tempo de processo (h).

3.5.4.3 Produtividade especifica
A produtividade especifica (q) foi calculada pela divisdo de P, pela biomassa

celular utilizada na bioconversao, baseada na Equacéo 9.

Pm

9= 9)

Onde:
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g, produtividade especifica (mmol/g/h);
Pm, produtividade molar (mmol/h);

My, biomassa celular seca (g).

3.54.4 Velocidade especifica de formacéo de produtos
A velocidade especifica de formacdo de produto (up) foi determinada pela
derivacdo de curvas relacionando mmol de produto formado em funcdo do tempo
(Equacéo 10) e em funcdo da concentracdo de lactose (Equacdo 11), sendo os valores de

velocidade obtidos divididos pela massa celular utilizada nos ensaios.

1 dM
L dMp

|J.P: Mx dt

(10)
Onde:
up, velocidade especifica de formacéo de produto (mmol/g/h);

My, massa de células (9);

dMp/dt, derivada do produto em fungéo do tempo (mmol/h).

P= —x —— (11)

Onde:

up, velocidade especifica de formacéo de produto (mmol/g/h);

My, massa de células (g);

dMp/dC |actose, derivada do produto em funcdo da concentracdo de lactose

(mmol/mmol).
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3.6 Caracterizacéo fisico-quimica do acido lactobidnico e dos sais de

lactobionato

3.6.1 Quantificacdo e identificacdo do lactobionato, sorbitol, lactose e
frutose
A determinacéo das concentracdes de acido lactobionico (lactobionato), sorbitol,
lactose e frutose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase
reversa (Agilent Technology 9100), utilizando a coluna Aminex HPX-87H (BioRad),
fase movel H,SO,4 0,05 mmol/L, fluxo de 0,4 mL/min, a 60°C, com detector indice de
refracdo e volume de injecdo de 10 pL (Demoliner et al., 2015). As amostras foram
quantificadas através da curva padrdo com solucdo de referéncia em concentracdo de
1,0 a 14,0 g/L. A metodologia analitica foi desenvolvida e validada anteriormente
(dados ndo publicados).
As amostras foram preparadas em agua Milli-Q e filtradas em membranas com
poros de 0,22 pum de didmetro, sendo diluidas, quando necessario, para serem

quantificadas dentro da faixa da curva padréo.

3.6.2 Anaélise dos espectros de ressonancia magnética nuclear de *C

Os espectros de RMN- de **C dos lactobionatos de sédio, potéssio e célcio e do
acido lactobidnico foram obtidos em um espectrometro modelo Bruker Fourier 300,
operando em 300 MHz para o nicleo de 'H e 75 MHz para o ndcleo de *C. Os
espectros foram obtidos em D,0 (4gua deuterada). Os deslocamentos quimicos (8) estdo

expressos em parte por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).
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3.6.3.  Analise de espectrometria de massas de alta resolucéo

A analise por espectrometria de massas foi realizada com as amostras de
lactobionato de sddio, de potéssio, de célcio e acido lactobiénico. As amostras foram
diluidas em agua Milli-Q e analisadas por infusdo direta em um espectrémetro modelo
Bruker micrOTOF-Q Il, empregando uma fonte ESI (electrospray ionization). A analise
das m/z foi realizada com auxilio do software Bruker Daltonics — Compass

DataAnalysis e IsotopePattern.

3.6.4 Determinacao do pH

Para a determinacdo do pH, as amostras em concentracdo de 10 g/L foram
solubilizadas em agua Milli-Q, a 25°C, e utilizou-se pHmetro (Provitec MV 1200),
previamente calibrado com solugées pH 4,0 e 7,0. O resultado correspondeu a média de

trés determinagdes (Farmacopeia Brasileira, 2012).

3.6.5 Determinacdo do poder rotatdrio especifico

Em relacdo a determinacdo do poder rotatério, foi preparada uma solucdo na
concentracdo de 10% (m/v) em agua Milli-Q. Apds 24 h, as solucdes foram filtradas
(filtro de poliamida, 0,45 um) e o desvio Optico foi medido, a 20°C, utilizando
polarimetro (Polax 2L, Atago) (Farmacopeia Brasileira, 2012). As leituras foram
realizadas em triplicata. O poder rotatorio foi calculado segundo a Equacéo 12.

[]0?° = (100.0)/(C x ¢) (12)

Onde:
[a]o”, poder rotatdrio especifico;

a, angulo de rotacéo;
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C, concentracao da substancia (g/100 mL);

¢, comprimento da cela do polarimetro (1dm).

3.6.6 Determinacdo da umidade
A umidade foi determinada em balanca de umidade por infravermelho (HB43-

Halogen Moisture Analyzer), a 100°C. As analises foram realizadas em triplicata.

3.6.7 Determinacéo de solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado em triplicata, a temperatura ambiente (22 +
2°C). A 1 g de amostra foi adicionada agua destilada até completa solubilizacéo,
iniciando a adicdo com 1 mL de &gua Milli-Q (Farmacopeia Brasileira, 2012). As

analises foram realizadas em triplicata.

3.7 Anélise estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de analise de
variancia (ANOVA), em nivel de 5% de probabilidade e pds teste de Tukey, utilizando

o programa computacional GraphPad Prism 5.01°.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho sdo apresentados e discutidos em trés subitens,

distribuidos conforme apresentado a seguir.

4.1 Capitulo 1: Bioproducéo, purificacdo e identificacdo dos lactobionato de

sodio, potassio e calcio.

4.2 Capitulo 2: Estabilidade acelerada e estabilidade de longa duracdo dos
lactobionatos de sodio, potassio e calcio, do acido lactobidnico e do éacido

lactobidnico comercial.

4.3 Capitulo 3: Estudo de degradacéao forcada dos lactobionatos de sodio,

potassio e calcio e do &cido lactobidnico.
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4.1 Capitulo 1: Bioproducdo, purificacdo e identificacdo dos
lactobionatos de sddio, potassio e calcio.

Este capitulo tem por finalidade apresentar os resultados referentes ao cultivo de

Z. mobilis para a obtencdo de células e enzimas GFOR/GL. Posteriormente, sdo

descritos os perfis cinéticos da bioproducédo de lactobionatos de sodio, potassio e calcio

com a utilizacdo do complexo enzimatico imobilizado em alginato de célcio, assim

como os resultados da bioproducdo em bateladas repetidas, visando a reutilizacdo do

biocatalisador. Finalmente, sdo apresentados os dados referentes a purificacdo e

identificacdo dos produtos de bioconverséo.

4.1.1 Cultivo de Zymomonas mobilis para obtencdo de células e do
complexo enzimatico

Para a realizacdo dos ensaios de bioconversdo, primeiramente foi realizado um
cultivo de Z. mobilis, em regime descontinuo, em biorreator de agitacdo mecanica, para
a obtencdo de células e do complexo enziméatico GFOR/GL.

Os parametros operacionais do cultivo ndo foram alterados durante a realizacao
dos ensaios, portanto, os resultados em termos de crescimento e do consumo de
substrato foram semelhantes entre diferentes ensaios.

Na Figura 12, sdo apresentados, de forma representativa, os perfis cinéticos de
crescimento celular e de consumo de substrato durante o cultivo de Z. mobilis em
regime descontinuo. Ao final do cultivo, a concentracdo celular foi determinada por
gravimetria e, em seguida, as celulas/enzimas foram centrifugadas e tratadas para a
posterior imobilizacdo em alginato de célcio e utilizacdo das esferas nos ensaios de

bioconversao.
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Figura 12: Cinética do cultivo de Zymomonas mobilis realizado em biorreator
de agitacdo mecanica (450 rpm, 5,0 L, pH 5,5, 30°C), relacionando a densidade ética

(D.0.) e 0 consumo de glicose em func¢ao do tempo.

4.1.2 Bioproducéao dos lactobionatos de sédio, potassio e calcio

Como o objetivo de avaliar a cinética de bioproducéo dos lactobionatos de sodio,
potassio e calcio, pelo sistema enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em
alginato de calcio, foram conduzidos trés ensaios de bioconversdo. Os ensaios foram
conduzidos em paralelo, em triplicata, e com células/enzimas provenientes do mesmo
cultivo.

Os ensaios de bioconversdo foram realizados utilizando um reator de 0,80 L
contendo 0,35 L de solucdo de substratos (lactose/frutose) e biocatalisador imobilizado.
A temperatura de 39°C e o pH 6,4 foram mantidos constantes ao longo dos ensaios,
sendo a reacdo monitorada pela medida do volume (ou massa) e concentracdo do &lcali
utilizado para neutralizar o acido organico formado. Sendo assim, na reagdo foram
utilizadas solugdes de NaOH ou KOH ou Ca(OH),, com a formagdo do respectivo sal,

ou seja, lactobionato de sédio (Carra, 2012; Malvessi et al., 2013), lactobionato de
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potassio (Pedruzzi et al., 2011; Zagonel, 2013; Gongalves et al, 2016) ou lactobionato
de calcio (Murakami et al., 2008, Delagustin et al., 2016), respectivamente.
As Equacdes 13, 14 e 15 descrevem a formacdo dos lactobionatos de sédio,

potassio e calcio e sorbitol, respectivamente, a partir de lactose e frutose.

1 C12H22011 + 1 CeH1206 Gl;zl:):L > 1 CioH21012Na+1 CeH1406 (13)

1 C1pH22041 + 1 CgH1206 % 1 C1oH21012K +1 CeH1406 (14)

2 C12H2,011 + 2 Celeoe%% 1 (C24H42024)Ca + 2 CeH1406 (15)

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados gerais dos ensaios de bioconversao e
na Figura 13, os perfis de formacdo dos respectivos sais de lactobionato e do consumo

de lactose em funcéo do tempo de reacéo.
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Tabela 3: Resultados gerais de producdo, em 24 h, dos lactobionatos de sédio, potassio
e célcio por células imobilizadas de Zymomonas mobilis (S;=700 mmol/L de lactose e

600 mmol/L de frutose, X=20 g/L, pH 6,4, 39°C).

Lactobionato de Lactobionato de Lactobionato de

sodio potéassio célcio
Pmax (mmol/L) 493,03 + 22,49° 500,11 + 35,16° 294,11 + 14,99
Ypsso (mmol/mmol) 0,748 +£0,042° 0,776 + 0,071° 0,410 + 0,027°
Pm (mmol/h) 7,38 £ 0,16 7,13 +1,24° 4,29 +0,22°
g (mmol/g/h) 1,02 0,01 1,08 +0,18° 0,613 + 0,031°
p (%) 74,83 + 4,17° 77,52 +7,3 84,03 + 4,28
Ipmax (MMol/g/h) 1,72 +0,15° 1,61+ 0,078 1,158 + 0,21°
St (mmol/L) 168,61 + 23,36° 141,58 + 33,13° 111,73 +19,98°

Pmax, cONcentracdo méxima de lactobionato formado; Ypsp, conversdo em relacdo ao substrato inicial; Py,
produtividade molar; g, produtividade especifica; p, conversdo em produto em relacdo ao maximo

tedrico; up,max, Maxima velocidade especifica de formacdo de produto; Sy, lactose residual. Resultados

com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas néo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Conforme apresentado na Tabela 3, néo foi verificada diferenga significativa em
termos de producdo dos lactobionatos de sédio e potéassio. Em 24h de reacdo foi
atingido em torno de 500 mmol/L de produto, com conversdo de 75% e concentracdo
residual de 150 mmol/L de lactose. Com relacdo a Ypso, foram atingidos valores de
0,748 e 0,776 mmol/mmol, ou seja, para cada mmol de substrato consumido (lactose),
0,748 mmol de lactobionato de sdédio ou 0,776 de lactobionato de potassio foram
formados, respectivamente. Em relagdo a Pr,, foram produzidos 7,38 e 7,13 mmol dos

lactobionatos de sodio ou potéssio, respectivamente, por hora de reacdo.
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Aproximadamente 1 mmol dos lactobionatos de sdédio e potassio foram obtidos por

grama de célula por hora (produtividade especifica).
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Figura 13: Perfil de producdo dos lactobionatos de sodio, potéassio ou célcio e do
consumo de lactose em funcdo do tempo, em ensaios de bioconversdo com células
imobilizadas de Zymomonas mobilis (So=700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L frutose,
X=20 g/L, pH 6,4, 39°C, volume reacional, 0,35 L). Simbolos abertos representam o

consumo de lactose e simbolos fechados representam a producéo do lactobionato.

Quando comparadas com a obtencdo de lactobionato de célcio, observa-se que
ha diferenca significativa nos parametros Pmax, Yriso, Pm, 0 € Lpmax, N0 sendo observada
diferenca significativa em termos de conversdao e S (Tabela 3). Os parametros que
levam em consideracdo a quantidade em mol de produto formado (Pmax, Yriso, Pm, g €
Upmax), apresentaram diferenca significativa. Como descrito nas Equacfes 13, 14 e 15, a
reacdo de formacgdo do lactobionato de célcio é de 2:1, ou seja, para cada 2 mol de
lactose consumidos, 1 mol de lactobionato de célcio é produzido. A estequiometria é

diferente para os lactobionatos de sodio e potassio, onde a reacdo é 1:1. Portanto, é
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justificavel que os valores de Pmax, Yriso, Pm, O € Hpmax S€jam inferiores quando
comparados com a producao dos lactobionatos de sddio e potassio.

Os resultados em relacdo ao rendimento corroboram os estudos realizados por
Carra (2012) que, em ensaio de bioproducdo de é&cido lactobidnico por ceélulas
imobilizadas de Z. mobilis, nas mesmas condi¢Ges operacionais, relata a obtencdo de
rendimento de 72% em 24 h de reacdo e concentracdo de lactose residual de 200
mmol/L.

No caso do rendimento e de St, para 0s quais ndo foram observadas diferencas
significativas entre os trés testes de bioconversdo, salienta-se que o rendimento leva em
consideracdo a producdo maxima tedrica em relacdo a massa produzida e, neste caso, o
namero de mols ndo interferiria na comparacdo. Quanto ao valor de S;, como 0s
rendimentos foram também semelhantes, a concentracdo de lactose residual foi
proporcional, como pode ser observado na Figura 13.

Outro parametro a ser analisado ¢ a velocidade de formagao de produto (Up). Na
Figura 14, estdo exibidos os perfis cinéticos de velocidade especifica de formacdo de
produto em funcdo da concentracdo de lactose (Figura 14A) e também em funcdo do
tempo (Figura 14B). Analisando os perfis cinéticos de velocidade descritos na Figura
14, verifica-se que a velocidade da reacdo é comandada pela concentracdo do substrato
lactose que, conforme é consumida, a velocidade tende a diminuir. Neste caso, como a
velocidade é calculada em mols, o perfil de formac&o de lactobionato de célcio, embora
em menor velocidade, segue o mesmo perfil em relacdo aos lactobionatos de sodio e
potassio. Esta queda na velocidade pode ter sido devido a menor afinidade da enzima
GFOR pela lactose, conforme descrito por Malvessi (2008), que relata a menor
afinidade do complexo GFOR/GL pela lactose, quando comparada aos substratos

glicose, maltose e galactose.
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Figura 14: Velocidade especifica de formagao de produto (up) em funcao da
concentracdo de lactose [A] e em funcédo do tempo [B] a partir de células imobilizadas
de Zymomonas mobilis (So= 700 mmol/L de lactose e 600 de mmol/L frutose, X= 20

g/L, pH 6,4, 39°C, volume reacional 0,35L).

4.1.3 Bioprodugéo de lactobionato de potassio e lactobionato de célcio em
bateladas repetidas

Com a finalidade de avaliar a reutilizacdo das células/enzimas na bioproducéo
dos lactobionatos de potéssio e calcio, foram realizados quatro ciclos sucessivos de
bioproducdo. Ao final de cada batelada de 24 h, o biocatalisador imobilizado foi
removido do meio de cultivo e lavado com agua para a eliminacdo dos produtos e
substratos que poderiam ter ficado retidos nas esferas.

Posteriormente, as esferas utilizadas na bioproducéo do lactobionato de potéssio
foram tratadas com CaCl, 0,3 mol/L, pois foi observada perda da rigidez. Com este
tratamento, os fons Ca’* ligam-se novamente com o alginato por meio de ligacdes
iGnicas, enrijecendo-as (Lee & Mooney, 2012).

Os resultados gerais das bateladas repetidas de bioproducéo dos lactobionatos de

calcio e potassio sdo apresentados na Tabela 4. Nas Figuras 15 e 16, sdo apresentados 0s
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perfis de bioproducdo em funcdo do tempo e de velocidade especifica de formacao de
produtos, respectivamente.

Em relacdo a bioproducdo do lactobionato de célcio, conforme demonstrado na
Tabela 4, ainda que observada uma leve diminuicdo nos valores dos parametros
analisados no decorrer das bateladas, ndo foi constatada diferenca significativa entre as
quatro bateladas. Em relacdo ao Ypso, Valores em torno de 0,400 mmol/mmol foram
alcancados nas quatro bateladas, ou seja, para cada mmol de lactose consumido,
aproximadamente 0,400 mmol de lactobionato de calcio foi produzido. Os valores de
Pmax variaram entre 280 e 290 mmol/L, com rendimento (p) aproximado de 80% e
substrato (lactose) residual de cerca de 120 mmol/L.

Estes resultados podem ser identificados na Figura 15A, onde sdo observados
padrGes similares de bioproducdo de lactobionato de célcio. Inicialmente, até
aproximadamente 6 h de reacdo, perfis praticamente iguais foram observados nas quatro
bateladas, porém, ao longo do processo, a reducdo em termos de concentracdo de
produto formado foi menos acentuada nas bateladas 3 e 4. Este perfil inicial corrobora
também os valores de ppmax, Onde foi determinado valor médio de 1,1 mmol/g/h em

lactobionato de célcio nas quatro bateladas (Tabela 4).



Tabela 4: Resultados gerais de producéo de lactobionatos de calcio e potéssio por células imobilizadas de Zymomonas mobilis em 24 h de reacéo

(So=700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L de frutose, X=20 g/L, pH 6,4, 39°C).

Batelada Pmax Ypiso Pm q p MPmax St

mmol/L mmol/mmol mmol/h mmol/g/h % (m/v) mmol/g/h mmol/L
1 29411+1499° 042+0,03"°  428+022° 061+0,03% 8403+428% 116+0,21% 111,74+19,98°
2 29332+1430° 042+002*  425+023* 061+003* 8372+426* 1,12+0,18* 110,81 +29,02°
Lactobionato 3 280,00+ 25,74  0,40+0,04*  4,07+040® 058+0,05° 80,04+730% 116+0,17% 141,97 +20,12°
decélcio 4 27964+2055* 039+003"  401+031* 058+004% 7856+490° 111+0,24% 139,94+ 20,10°
1 500,11+3516° 0,81+003  756+089°  108+0,13" 7886515 162+0,061° 141,58 + 33,13
Lactobionato 2 393,90+2547° 0,63+0,07°  652+064®° 093+0,09° 6510+791° 1,17+0,151° 221,91 +23,16"
de potassio 3 391,12+2387° 0,63+007° 586+041° 084+006° 6427+855 1,16+0,170° 231,57 +27,11°
4 36509+3521° 056+0,08°  562+053°  080+0,08" 5637+781° 0,99+0,242" 278,16+ 32,34°

Pmax, cONcentracdo maxima de &cido lactobibnico; Ypsp, conversdo em relacdo ao substrato inicial; Py, produtividade molar; g, produtividade especifica; p, rendimento; pp max,

maxima velocidade especifica de formacéao de produto; Sy, lactose residual. Colunas, de cada amostra, com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 15: Variacdo da concentracdo de lactobionato de calcio [A] ou
lactobionato de potassio [B] em funcéo do tempo, em ensaios de bioconversao com
células imobilizadas de Zymomonas mobilis em bateladas consecutivas (So=700 mmol/L

de lactose e 600 mmol/L de frutose, X=20 g/L, pH 6,4, 39°C, volume reacional 0,35 L).
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Analisando a bioproducdo em batelada de lactobionato de potassio (Figura 15B),
observam-se diferencas em relacdo a obtida em lactobionato de célcio (Figura 15A).
Primeiramente, analisando os dados na Tabela 4 e a Figura 15B, ha uma queda
significativa em relacdo ao Pmax da primeira batelada para as demais, de 500 mmol/L
para em torno de 390 mmol/L, influenciando, assim, o rendimento em produto (de 78
para cerca de 60%). Considerando a conversdo em relacdo ao substrato inicial,
diferencas significativas também foram observadas, sendo atingido 0,8 mmol/mmol na
batelada 1 e nas demais, aproximadamente 0,6 mmol/mmol (Tabela 4).

Na Figura 16, sdo comparados os perfis de velocidade especifica de formacéo de
lactobionatos de calcio ou potéssio em funcdo do tempo (Figuras 16A e 16B) e em
funcdo da concentracdo de lactose (Figuras 16C e 16D). Observa-se, nas bateladas de
bioconversdo 1 e 2, a manutencéo inicial da velocidade de formacao de lactobionato de
calcio e, contrariamente, nas bateladas 3 e 4, a queda mais acentuada, a qual foi mantida
ao longo de 24 h de reacdo (Figuras 16A e 16C). Este perfil também pode ser observado
analisando os valores de Py, e g, apresentados na Tabela 4. Mesmo ndo apresentando
diferenca significativa, nas bateladas 1 e 2 foram determinados P, em lactobionato de
calcio de cerca de 4,2 mmol/h e g de 0,6 mmol/g/h, valores pouco superiores as

bateladas 3 e 4 (P~ 4,0 mmol/h e g = 0,58 mmol/g/h).
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Figura 16: Velocidade especifica de formagdo de lactobionatos de calcio (up) [A] €
potassio [B] em funcdo do tempo e velocidade especifica de formacéo de lactobionato
de calcio [C] e potassio [D] em funcédo da concentracdo de lactose, em ensaios de
bioconversdo com células imobilizadas de Zymomonas mobilis em bateladas
consecutivas (So=700 mmol/L de lactose e 600 de mmol/L frutose, X=20 g/L, pH 6,4,

39°C, volume reacional 0,35 L).

Com base nos perfis da velocidade especifica de formagédo de lactobionato de
potassio em fungdo do tempo e em funcdo da concentracdo de lactose, apresentados nas
Figuras 16B e 16D (também compilados na Tabela 4), verifica-se maior velocidade de
bioproducdo na batelada 1. Neste caso, foi atingido Mpmax de 1,6 mmol/g/h, sendo

evidenciada velocidade superior por até aproximadamente 11 h de rea¢do, com consumo
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médio de 400 mmol/L de lactose. Ainda analisando a batelada 1, foram obtidos valores
de P, de 7,5 mmol/h e g de 1 mmol/g/h, ndo apresentando diferencas significativas
quando comparados com os dados alcancados no segundo ciclo (Pn= 6,5 mmol/h e q =
0,93 mmol/g/h). Porém, foi identificada diferenca significativa em relacdo aos ciclos de
bioconversdo 3 e 4 (valores médios de P, de 5,7 mmol/h e g de 0,8 mmol/g/h). A
manutencdo da velocidade foi observada durante a maior parte da reacdo nas bateladas
2, 3 e 4. Entretanto, foram identificados valores diferentes de Up, entre 0,9 e 1,0
mmol/g/h nas bateladas 2 e 3 e em valor inferior, porém mais constante na batelada 4,
aproximado de 0,6 mmol/g/h.

Quanto ao aspecto geral das esferas empregadas nos ensaios de bioproducao dos
lactobionatos de célcio e potassio, verifica-se que, no primeiro caso, as esferas nao
perderam a rigidez no decorrer das bateladas, sendo utilizada somente agua para a
lavagem das esferas entre os ciclos. Isso pode ser decorrente da reacdo de obtencdo das
esferas, onde o alginato de sédio ao reagir com o Ca®* do CaCl,, forma um hidrogel de
alginato de calcio (Lee & Mooney, 2012). Na bioproducédo do lactobionato de célcio
utiliza-se Ca(OH), no controle do pH, sendo que o Ca** desta base poderia, de certa
forma, ter reagido com o alginato e, assim, ajudado na preservacdo da rigidez das
esferas durante o processo de bioconversao.

Em contrapartida, analisando os resultados da bioproducdo do lactobionato de
potassio, no decorrer do processo, foi verificada a perda da rigidez das esferas. Apos a
lavagem das esferas com agua, estas foram tratadas com CaCl, para a devida retomada
do enrijecimento. Contrariamente do ocorrido na bioproducgéo do lactobionato de célcio,
queda em termos de rendimento foi observada nas bateladas 2, 3 e 4 em relagdo a
primeira batelada. Estes resultados corroboram os apontamentos de Carra (2012), na

avaliacdo da bioproducgéo de acido lactobidnico durante oito bateladas repetidas a partir
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de células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio. A queda na producao de
acido lactobiénico foi identificada sempre quando realizado o tratamento das esferas
com CacCly, justificado em funcéo de problemas de transferéncia de massa acarretados

pela maior rigidez das esferas.

4.1.4 Purificacgao dos sais de lactobionato da mistura final de bioconverséo

Ao final dos respectivos processos de bioconversao, as esferas foram removidas
do meio e o caldo foi destinado a avaliacdo, por cromatografia em fase liquida. A
cromatografia liquida foi realizada com o intuito de corroborar os resultados obtidos
pelo volume/massa de base utilizada para neutralizar o acido formado.

A precipitacdo com etanol, usada para a purificacdo e recuperacdo dos sais de
lactobionato, se baseia na diferenca de solubilidade entre os componentes do caldo final
da bioconversdo. Na precipitacdo do lactobionato com etanol, foram utilizados 30 mL
do caldo de bioconversdo e etanol em concentracdo equivalente a 75% (v/v). Foram
realizadas trés etapas sucessivas de precipitacao e, ao final, apds a obtencdo do produto
seco e triturado, foi preparada uma solucdo 10 g/L, a qual também foi analisada por
cromatografia em fase liquida.

Os resultados em termos de concentracdo de substratos e proporcdes do caldo
final da bioconversdo e do produto final sdo apresentados na Tabela 5. Analisando os
resultados relativos ao caldo final da bioproducdo dos lactobionatos de soédio, de
potéssio e de célcio, ressalta-se a obtencdo média de 60% (m/v) de lactobionato, 11%
(m/v) de lactose, 2,0% (m/v) de frutose e 27% (m/v) de sorbitol. Estes resultados eram
esperados, visto que os valores de rendimento e St nas trés condig¢des de bioproducéao

foram semelhantes, como observado na Tabela 3.
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Contudo, analisando os resultados dos produtos finais, foram detectadas
diferentes proporcGes dos componentes. Para os lactobionatos de sodio e calcio, foi
constatada a proporcao de 94,40 e 95,82% (m/v) em lactobionato, 1,8 e 1,31% (m/v) de
lactose e 3,80 e 2,86% (m/v) de sorbitol, respectivamente. Para o caldo do lactobionato
de potassio, o perfil observado, em termos de purificacdo, foi diferente, onde o
lactobionato também foi quantificado em 95% (m/v), entretanto, maior percentual de
lactose foi observado, de 4,0% (m/v) e cerca de 1,3% (m/v) de sorbitol.

Por serem praticamente insolUveis em etanol, os lactobionatos de sodio, potassio
e calcio, ttm-se como consequéncia a precipitacdo em maiores quantidades (Carra,
2012). Quanto aos outros compostos, 0 sorbitol, por sua vez, é classificado como pouco
sollvel e a lactose muito pouco soltvel em etanol 75% (European Pharmacopeia, 2008).
Levando em consideracdo estas caracteristicas, € esperada a precipitacdo de lactose em
maior quantidade, correlacionando com o sorbitol.

A frutose ndo foi detectada no produto final dos trés ensaios, o que € justificavel,
visto que esta substancia apresenta elevada solubilidade em etanol (European
Pharmacopeia, 2008). Ainda, corroborando nesta questdo, Carra (2012), define que 1 g

de frutose é solubilizada em 14 mL de etanol 75% (v/v).



Tabela 5: Resultados referentes a purificacdo do caldo final da bioconversédo por precipitacdo com etanol (volume de etanol até obtencédo de 75%

(v/v), vazdo de adicdo de etanol de 9 mL/min, a 25°C).

Caldo final da bioconversdo

Lactobionato de sodio Lactobionato de potéssio

Lactobionato de calcio

g/L % (m/v) g/L % (m/v) g/L % (m/v)
Lactobionato 242,69 + 2,37 58,05 245,56 + 2,84 60,85 244,04 + 3,61 58,80
Lactose 44,48 + 2,93 10,64 45,4 + 2 47 11,24 50,23 £ 2,39 12,10
Frutose 8,95+ 0,97 2,14 9,43 +0,98 2,34 9,73+0,41 2,35
Sorbitol 121,96 + 3,35 29,17 103,2 + 4,21 25,57 111,02 +4,11 26,75

Solucéo final

g/L % (Mm/v) g/L % (m/v) g/L % (m/v)
Lactobionato 9,08 +0,13 94,40 9,78 £ 0,07 94,52 9,57+ 0,06 95,82
Lactose 0,18 + 0,02 1,80 0,43 + 0,02 4,10 0,14 + 0,02 1,31

Frutose nd nd nd nd nd nd

Sorbitol 0,36 £ 0,01 3,80 0,14 +£0,01 1,38 0,28 +£ 0,03 2,86

nd: ndo detectado



4.1.5 ldentificacdo dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio

A estrutura quimica dos lactobionatos de sodio, potéssio e célcio foram
confirmadas por espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS — ESI-TOF) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *C.

Na Figura 17, é apresentado o espectro de massas do lactobionato de sodio e na
Tabela 6, descritos os valores de m/z detectados no espectro e identificadas as possiveis
férmulas moleculares correspondentes. As férmulas moleculares foram analisadas na
biblioteca do software Isotopepattern®. Em seguida, estdo apresentadas as m/z dos
is6topos desta molécula e a respectiva abundancia.

Na Figura 17A, € apresentado o espectro de massas, no modo positivo, obtido
por injecdo direta da amostra diluida em &gua Milli-Q. Neste caso, a molécula deve
estar ionizada positivamente para que ocorra a sua deteccdo e, em fungédo disto, a
molécula se liga com um cétion. Nas Figuras 17B, 17C, 17D e 17E, estdo representados
0s espectros expandidos para a melhor visualizagdo da distribuicdo isotdpica, que
auxiliam na identificacdo dos valores de m/z. No caso do lactobionato de sodio, sdo
formados os adutos [M+H]" com m/z de 381,1086, e o aduto [M+Na]* com m/z de
403,0921. Séo observados outros adutos do lactobionato como o ion de m/z 783,1855

[(C,,H,,0,,),Na + Na]", como descritos na Tabela 6. Além dos fons moleculares

referentes ao lactobionato de sodio, foi, ainda, identificada o ion molecular relacionado
ao sorbitol através do aduto [M+Na]® com valor de m/z de 205,0733. Isto destaca a
pureza do lactobionato de 94% e cerca de 3,8% de sorbitol (Tabela 5). Analisando a
Figura 17F, observa-se a molécula com carga negativa. Neste caso, a molécula perde
um fon, em particular, o lactobionato de sodio perde Na*, o que leva a formagéo dos
compostos descritos na Tabela 6, sendo identificadas [M-Na]  com m/z de 357,1151 e o

conjugado entre dois lactobionatos [2M-Na]  com m/z de 715,2371.
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Tabela 6: Formulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do lactobionato de sddio purificado.

Distribuicao isotopica

Pico base  Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
381,1086 [C,,H,,0,,Na+H] +1 381,0990 100,000
382,1129 13,689
383,1106 3,333
205,0733 [C;H,,O; + Na]" +1 205,0733 100,000
206,0755 6,879
783,1855 [(C,,H,,0,,),]" +1 783,1855 100,000
784,1855 27,355
785,1928 8,533
403,0921  [C,,H,,0,,Na+ Na]" +1 403,0921 100,000
404,0937 13,678
405,0972 3,331
357,1151  [CiHx1NaO1-Na]” -1 357,1151 100,000
358,1168 13,678
359,1173 3,331
715,2371 [(C12H201,), -H] -1 715,2371 100,000
716,2383 27,367

717,2414 8,536
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Figura 17: Espectro de massas, por injecdo direta, do lactobionato de sodio.
[A] espectro de massas do lactobionato de sodio; [B] espectros expandidos de m/z
381,1086, [C] de m/z 205,0733, [D] de m/z 783,1855 e [E] de m/z 403,0921,

[F] espectro no modo negativo do lactobionato de sédio.
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Na Figura 18, estdo representados os espectros de massas obtidos pela amostra
do lactobionato de potéssio e, na Tabela 7, estdo demostrados as m/z identificadas com
as possiveis estruturas e os respectivos isotopos. Os espectros de massa do lactobionato
de potéassio foram obtidos por injecdo direta apds a diluicdo em agua Milli-Q. Na Figura
18A, esta representado o espectro geral da amostra do lactobionato de potassio no modo
positivo e, nas Figuras 18B, 18C, 18D e 18E, estdo representados 0S espectros
expandidos para a melhor visualizacdo da distribuicdo isotdpica, que auxiliam na
identificacdo dos valores de m/z.

A partir da Figura 18A, foram detectados cinco sinais de m/z (Tabela 7),
identificando o lactobionato de potassio na forma do aduto [M+H]" com m/z de
397,0676. Ainda, o lactobionato de potassio formando aduto de Na+ ([M+Na]*) com
m/z de 419,0568 e como aduto de K* ([M+K]") com m/z de 435,0314. A presenca do
aduto lactobionato ligada ao Na* ([M+Na]*), possivelmente, foi devida & utilizagio de
Na’ nas etapas anteriores de producdo ou a presenca do ion no equipamento. Nesta
analise, também foi identificada m/z correspondente ao sorbitol ligado ao K* ([M+K]")
com m/z de 221,0422, uma vez que foi determinada a pureza, por cromatografia liquida,
do lactobionato de potassio de 95% e 1,38% de sorbitol (Tabela 5).

Na Figura 18F, o espectro do modo negativo demonstrou sinais de m/z

correspondente ao ion lactobionato (m/z 357,1175).
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Figura 18: Espectro de massas, por injecdo direta, do lactobionato de potéassio.
[A] espectro de massas do lactobionato de potassio; [B] espectro expandido de m/z
397,0676, [C] de m/z 381,0813, [D] de m/z 419,0568 e [E] de m/z 221,0422;

[F] espectro no modo negativo do lactobionato de potassio m/z 357,1175.
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Tabela 7: Férmulas moleculares identificadas a partir das a m/z obtidas pelo espectro de

massas do lactobionato de potassio purificado.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
397,0676 [C1oH2101K +H]* +1 397,0676 100,000
398,0712 13,702
399,0725 10,551
419,0568 [C12H21 KO +Na]* +1 419,0568 100,000
420,0595 13,690
421,0519 10,550
435,0314 [C12H21KO1+K]* +1 435,0314 100,000
436,0347 13,703
437,0293 17,768
221,0422 [CeH1406+ K]* +1 221,0422 100,000
222,0463 6,892
223,0402 8,652
381,0813 [C12H22012 + Na]* +1 381,0813 100,000
382,0830 13,689
383,0808 3,333
357,1175 [C12H21KO12-K] -1 357,1175 100,000
358,1189 13,678
359,1194 3,331

Na Figura 19 é evidenciado o espectro de massas obtido do lactobionato de

calcio tanto no modo positivo (Figura 19A) quanto no negativo (Figura 19H) e, na

Tabela 8, descritos os sinais m/z identificados.
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Figura 19: Espectro de massas, por injecdo direta, do lactobionato de célcio. [A] espectro de massas do lactobionato de calcio;

[B] espectro expandido de m/z 378,0849, [C] de m/z 397,0587, [D] de m/z 755,1689, [E] de m/z 208,0389, [F] de m/z 557,1377 e

[G] de m/z 576,108; [H] espectro no modo negativo do lactobionato de célcio.




Tabela 8: Formulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do lactobionato de célcio purificado.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z

378,0849 [(C12H21012), Ca +H]" +2 378,0849 100,000
378,5874 27,378

379,0886 9,207

379,5893 1,975
397,0587 [C12H,105,Ca]" +1 397,0587 100,000
398,0646 13,678

399,0576 3,998
755,1689 [(C12H21012)2 Ca + H]* +1 755,1689 100,000
756,1691 27,367

757,1746 9,203
208,0389 [C12H2,0;, Ca + H,0]" +2 208,0389 100,000
208,5408 13,750

209,0387 4,214
557,1377 [(C12H2,015)3 Ca]* +2 557,1377 100,000
557,6393 41,067

558,1371 16,287

558,6385 4,518

559,1225 3,288
576,1084  [(C12H21012)s Ca + (H,0), + +2 576,1084 100,000
H]* 576,6107 41,212

577,1105 16,758

577,6147 4,711

578,1085 3,362
357,1108 [C12H2104,Ca - Ca] -1 357,1108 100,000
358,1123 13,678

359,1129 3,331
715,22 [C12H21042),Ca- Ca] -1 715,2239 100,000
716,2274 27,367

717,2296 8,536
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No modo positivo, representado pelas Figuras 19A, 19B, 19C, 19D, 19E, 19F e
19G, foram identificadas a formacdo de carga positiva com a formacédo de adutos de
lactobionato de célcio na forma de [M+H]" com m/z de 378,0849. Foi detectada,
também, a m/z de 397,0587, correspondente a um lactobionato ligado ao Ca'*?
(IM+Ca?"). Adutos de dois e trés lactobionatos também foram detectados com m/z de
557,1377 e 755,1689, respectivamente, além de conjugados com agua (m/z 208,0389 e
576,1084). Salienta-se, neste espectro, a presenca de dois ions de lactobionato ligados
com um fon de Ca®* (Equacdo 15). No modo negativo, Figura 19H, foram identificados
adutos de lactobionato na forma de [M-Ca’]" com m/z de 357,1108 e [M+M-Ca?] com
m/z de 715,2239.

A confirmacdo estrutural dos sais de lactobionato também foi realizada pela
atribuicdo dos sinais de carbono-13 obtidos pelas andlises de ressonancia magnética
nuclear (RMN de *3C). Os deslocamentos quimicos () dos lactobionatos de sédio, de
potassio e de célcio sdo apresentados na Tabela 9, bem como os respectivos espectros

nas Figuras 20, 21 e 22.
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio

identificados por ressonancia magnética nuclear de *C.

Deslocamento quimico (6)

Lactobionato de sodio Lactobionato de Lactobionato de
potéssio célcio
C1 178,5 ppm 178,5 ppm 178,5 ppm
cr 103,4 ppm 103,4 ppm 103,3 ppm
C2 72,5 ppm 72,5 ppm 73,4 ppm
c2 72,7 ppm 72,7 ppm 72,3 ppm
C3 71,0 ppm 71,0 ppm 70,9 ppm
c3 81,5 ppm 81,5 ppm 81,5 ppm
C4 71,6 ppm 71,6 ppm 71,4 ppm
c& 68,6 ppm 68,6 ppm 68,5 ppm
C5 71,4 ppm 71,4 ppm 71,4 ppm
Cs’ 75,3 ppm 75,3 ppm 75,3 ppm
C6 61,9 ppm 61,9 ppm 61,7 ppm
Cce’ 61,0 ppm 61,0 ppm 60,9 ppm

Pode ser observada na Tabela 9 bem como nos espectros das Figuras 20, 21 e 22,
uma relagdo consistente entre os sinais para ambos os sais de lactobionato, sendo
identificados todos os doze sinais esperados. O sinal observado em 178 ppm é atribuido
ao carbono carbonilico. O sinal apresentado em 103 ppm foi atribuido ao carbono

anomérico da porcdo galactosidica. Os demais sinais estdo compreendidos entre 61 e 81

ppm.
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Figura 20: Espectro de ressonancia magnética nuclear de **C (D0, 75 MHz) do

lactobionato de sodio.
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Figura 21: Espectro de ressonancia magnética nuclear de **C (D,0, 75 MHz) do

lactobionato de potéssio.
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Figura 22: Espectro de ressonancia magnética nuclear de **C (D,0, 75 MHz) do
lactobionato de célcio.

Na contextualizacdo dos dados apresentados e discutidos neste capitulo 1, os
resultados sdo promissores devido a alta conersdo (cerca de 75%) na obtencdo dos
lactobionatos de sodio de potassio e de célcio, utilizando técnicas sem o uso de
solventes, temperaturas elevadas e pressdo. A técnica utilizada para a purificacdo
permitiu a obtencdo dos lactobionatos com elevada pureza 95% (m/v), apresentando
como produtos residuais somente a lactose e o sorbitol. Na caracterizacdo por
espectrometria de massas, foram identificadas m/z correspondentes aos sais de
lactobionato, formando adutos com fons H*, Na*, K*, Ca** e com H,0, além da m/z
correspondente ao sorbitol. Nas analises por RMN de **C, foram detectados os picos
dos doze carbonos representantes das amostras. A caracterizagcdo por espectrometria de
massas € RMN de °C, juntamente com as analises de cromatografia liquida,
demonstram a seletividade da reacdo enzimatica de GFOR/GL de Z. mobilis, na

obtencéo de &cido lactobidnico e sorbitol.
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4.2  Capitulo 2: Estabilidade acelerada e estabilidade de longa duracéo
dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio, do acido lactobidnico e do acido

lactobidnico comercial.

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
bioproducdo, em maior volume reacional, dos lactobionatos de sodio, de potassio e de
calcio, por células imobilizadas de Z. mobilis. Posteriormente, serdo apresentados os
resultados da etapa de purificacdo, visando a realizacdo dos testes de estabilidade.
Finalmente, sdo descritos os resultados obtidos nos testes de estabilidade acelerada e
estabilidade de longa duracdo para os lactobionatos de sodio, de potéssio, de calcio e do
acido lactobionico (obtido a partir da conversdo do lactobionato de sédio por troca

ibnica) em comparacao com o acido lactobiénico comercial.

4.2.1 Bioproducdo e purificacdo dos lactobionatos de sodio, potassio e
célcio
As amostras dos lactobionatos de sodio, de potassio e de calcio foram obtidas
em ensaios de bioconversdo utilizando células imobilizadas de Z. mobilis e substratos
lactose e frutose. Para o lactobionato de sodio, utilizou-se NaOH 7,0 mol/L para
controle do pH e volume de bioconversdo de 2,5 L. Para o lactobionato de potéassio,
KOH 7,0 mol/L foi utilizado e a reacdo foi realizada em volume de 1,3 L. Para
lactobionato de calcio, Ca(OH), em po6 foi utilizado para controlar o pH, em volume
reacional de 0,65 L.
Ao final das etapas de bioconversédo, os caldos foram analisados por
cromatografia em fase liquida, com o intuito de determinar a concentragdo dos produtos

e de substratos residuais, apresentados na Tabela 10.
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Analisando a Tabela 10, de uma forma geral, foram determinadas concentragdes
de substratos e produtos semelhantes aos obtidos nos testes de bioprodugdo conduzidos
em menor volume reacional, descritos no Capitulo 1, cerca de 57% de lactobionato,
12% de lactose, 2% de frutose e 27% de sorbitol (Tabela 5).

A etapa de purificacdo dos lactobionatos foi realizada por precipitacdo com
etanol. Etanol 96% (v/v) foi adicionado ao caldo final das respectivas bioconversdes até
que fosse atingida concentracdo de solvente de 70% (v/v). Esta concentracdo de etanol
foi definida por Oliveira et al. (2015), que demonstraram a obtencdo de maior taxa de
purificacdo e recuperacdo do lactobionato de sdédio entre as condicdes avaliadas. Trés
etapas de precipitacdo foram realizadas com o intuito de obter um produto com maior
grau de pureza. Ao final, os produtos foram secos e macerados, obtendo-se um po
branco e cristalino.

Em seguida, procedeu-se a conversdo do lactobionato de sodio em &cido
lactobidnico para a obtencdo do produto em forma soélida (cristais), sendo este
submetido a liofilizacao.

Na Tabela 11, sdo apresentadas as concentracfes dos produtos, dos substratos

residuais e as devidas propor¢oes apés a etapa de purificagao.



Tabela 10: Determinacgdo da concentracdo, por cromatografia liquida, dos substratos residuais lactose e frutose e dos produtos lactobionatos de
sodio, potassio e calcio e sorbitol obtidos via bioconversdo por células imobilizadas de Zymomonas mobilis (So=700 mmol/L de lactose e 600

mmol/L de mmol/L de frutose, X=20 g/L, pH 6,4, 39°C). Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

Amostra Lactobionato Lactose Frutose Sorbitol
g/L % (m/v) g/L % (m/v) g/L % (m/v) g/L % (M/v)
Lactobionato de sédio 243,89 + 2,04 59,18 44,19+1,78 10,72 1,64 +£ 0,09 0,39 122,47 + 4,56 29,71
Lactobionato de potéssio 211,86 + 8,21 55,28 59,64 + 3,21 15,59 9,76 £ 0,42 2,54 106,42 + 2,88 26,59

Lactobionato de calcio 240,90 + 4,69 58,85 48,51 + 3,52 11,85 8,78 + 0,57 2,14 111,15+ 3,99 27,16
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Tabela 11: Quantificacdo, por cromatografia liquida, dos produtos lactobionatos de sodio, potassio e calcio, do acido lactobinico, sorbitol e

substratos lactose e frutose apds a etapa de purificacdo por precipitacdo com etanol (etanol 70%, 500 mL/min, 45°C). Os resultados estdo

apresentados em mediatdesvio padréo.

Amostra

Lactobionato de sddio
Lactobionato de potéassio
Lactobionato de calcio

Acido lactobiénico

Lactobionato/ acido Lactose Frutose Sorbitol
lactobibnico
g/L % (m/v) g/L % (M/v) g/L % (m/v) g/L % (M/v)
9,77 +0,15 92,32 0,43 +0,09 4,07 nd nd 0,39+0,01 3,60
9,71+0,13 92,27 0,59 + 0,06 5,63 nd nd 0,22 £ 0,02 2,09
9,39 +0,27 96,75 0,13+ 0,00 1,30 nd nd 0,19+0,01 1,94
8,43+ 0,02 93,71 0,29 + 0,09 3,18 nd nd 0,28+0,11 3,11

nd: ndo detectada



Na Figura 23, sdo apresentados os cromatogramas referentes as amostras da
mistura final de cada bioconversdo e das amostras ap0s a etapa de purificacdo dos
compostos. Como pode ser observado, a eluicdo dos picos de lactobionato/acido
lactobidnico, lactose e sorbitol foi detectada nos tempos de retencdo de 10,5, 11,5 e 15,5
min, respectivamente.

Analisando os resultados da Tabela 11 e da Figura 23, maior percentual de
pureza, de 96,75%, foi atingido para o lactobionato de calcio e, ainda, apresentando
1,30% de lactose e 1,94% de sorbitol, identificados nos picos apresentados na Figura
23C. Para lactobionato de sddio, potassio e acido lactobiénico, purezas médias de 92,32,
92,27 e 93,71% foram determinadas, respectivamente. Entre estes, maior teor de lactose
foi identificado na bioconverséo de lactobionato de potassio, de 5,63% (Figura 23B) e
maior percentual de sorbitol, de 3,60%, foi identificado no caldo da bioproducdo de
lactobionato de sodio (Figura 23A). A frutose ndo foi detectada no produto final, como
argumentado anteriormente, em funcdo da elevada solubilidade em etanol (European
Pharmacopeia, 2008).

Na Figura 23D, estdo demonstrados os cromatogramas do caldo final da
bioproducdo do lactobionato de sodio e o produto apds a etapa de purificacdo e
conversdo para a forma acida. Assim, sendo detectada a presenca de 3,18% de lactose e

3,11% de sorbitol (Tabela 11).
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Figura 23: Cromatogramas relativos as amostras da mistura final de cada bioconversdo e apos a etapa de purificagdo dos produtos.
Coluna de fase reversa Aminex HPX-87H (BioRad), fase movel H,SO, 0,05 mmol/L, 0,4 mL/min, a 60°C, detector por indice de refracao.

[A] lactobionato de sodio; [B] lactobionato de potassio; [C] lactobionato de calcio; [D] acido lactobibnico.



4.2.2 Estabilidade acelerada

O estudo de estabilidade acelerada € projetado com o intuito de acelerar uma
possivel degradacdo fisica ou quimica de insumos ou produtos farmacéuticos. No ensaio
de estabilidade acelerada, utilizaram-se amostras de lactobionato de sddio, de potéssio,
de célcio e &cido lactobidnico, obtidos e purificados na etapa anterior, em comparagao
com o &cido lactobiénico comercial. Para definir a estabilidade das moléculas, foram
avaliadas caracteristicas fisico quimicas como pH, poder rotatério, solubilidade,
umidade, doseamento e analise por espectrometria de massas do produto inicial e ap6s
trés e seis meses de incubacdo, nas condic¢des dos testes.

Na Tabela 12, séo apresentados os resultados iniciais do pH e depois de trés e

seis meses de andlise das referidas amostras em solugdo 10 g/L.

Tabela 12: Leituras de pH das amostras dos lactobionatos de sddio, potassio e célcio,
do &cido lactobibnico e do acido lactobidnico comercial, em concentracdo de 10 g/L, no
tempo inicial, apds trés e seis meses de incubacdo a 40°C e 75% de umidade relativa.

Os resultados estdo descritos em médiatdesvio padréo.

Amostra pH inicial pH 3 meses pH 6 meses
Lactobionato de sodio 6,44 + 0,06 6,57+0,04° 6,24+0,09"
Lactobionato de potdssio 6,41 + 0,03 6,16+0,10° 6,09+0,05"
Lactobionato de célcio 7,23 £0,05° 6,89+0,13° 6,48+0,09"
Acido lactobidnico 2,39 + 0,05 2,28+0,25° 2,98+0,02°
Acido lactobiénico 2,74 +0,04° 2,630,10" 2,54+0,05"
comercial

Resultados com letras iguais e apresentados nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).
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Como pode ser observado na Tabela 12, no caso dos lactobionatos de sddio, de
potassio, de célcio e do acido lactobiénico comercial, houve uma queda significativa do
pH da solucdo inicial em relacdo a avaliacdo realizada apos seis meses de incubacéo.
Em particular para a amostra de acido lactobiénico, foi identificado aumento
significativo do pH, comparando-se a solugéo inicial com a avaliada ap0s seis meses, de
pH 2,39 para 2,98.

Carra (2012), na avaliacdo do pH das solugbes 1% (m/v) de lactobionato de
sodio e do acido lactobidnico relata valores de 6,38 e 2,96, respectivamente. O valor do
pH relativo a solucdo do lactobionato de sédio foi semelhante a obtida na amostra
inicial no presente estudo, de 6,44. O mesmo comportamento foi observado para o caso
da solucdo de &cido lactobi6nico, cujo pH determinado apos seis meses de incubacéo foi
de 2,98, semelhante ao relatado na literatura.

Segundo a monografia do lactobionato de célcio, uma solucdo de concentracao
1:20 (1 g/20 mL), deve apresentar pH entre 5,4 e 7,4. Assim as solucGes de lactobionato
de célcio analisadas nos tempos zero, trés e seis meses, de pH 7,23, 6,89 e 6,48,
respectivamente, estdo de acordo com os valores especificados (USP, 2015).

De acordo com a monografia da British Pharmacopeia (2009), o é&cido
lactobidnico é uma mistura, em diferentes proporg¢des, entre sua forma acida e a forma
de 6-lactona. Na forma de d-lactona, ocorre a formagdo do anel, onde o grupamento
acido carboxilico participa da reacdo. Esta reacdo pode ter ocorrido com o acido
lactobidnico, no qual foi identificado um leve aumento no pH de 2,39 - amostra inicial -
para 2,98, amostra relativa a seis meses.

Devido a importéncia da verificacdo da pureza enantiomérica na andlise de
estabilidade e de caracterizacdo de uma estrutura, o poder rotatdrio foi determinado. Na

Tabela 13, estdo descritos valores de [a]p?° das amostras iniciais, de trés e seis meses.
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Tabela 13: Analise do poder rotatorio dos lactobionatos de sodio, potéssio e calcio, do
acido lactobiénico e do &cido lactobionico comercial, em concentracdo 10% (m/v)

inicial, apos trés e seis meses de incubacdo a 40°C e 75% de umidade relativa. Os

resultados estdo descritos em mediatdesvio padréo.

Amostra [a]o inicial [@]o® 3 meses [@]o® 6 meses
Lactobionato de sédio +21,00° £ 0,99  +20,29°+0,66 +18,29°+0,99°
Lactobionato de potassio  +22,72° + 0,25 +20,86°+0,88" +20,24°+0,25"
Lactobionato de calcio +22,73°+£0,25°  +21,28°+0,52°  +20,65°+0,76°

Acido lactobiénico +20,62°+£0,29°  +18,31°+0,80°  +17,93°10,53"
Acido lactobidnico- +22,83° + 0,29 na +17,44°+0,00°

comercial

Resultados com letras iguais e apresentados nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05); na: ndo avaliado.

Observa-se, primeiramente, o desvio do plano da luz polarizada para a direita (+
ou D) em todas as estruturas analisadas. Tanto o é&cido lactobiénico (4-O-b-D-
galactopiranosil-D-acido gliconico) quanto a sua forma de &-lactona (4-O-b-D-
galactopiranosil-D-glicono-1,5-lactona) sdo dextrdgiros (British Pharmacopeia, 2009).
Evidenciou-se uma diferenca significativa do poder rotatorio para as cinco amostras
iniciais comparadas com as amostras submetidas a seis meses de incubacdo (a 40°C e
75% UR).

Segundo a monografia do acido lactobiénico, o poder rotatério da substancia
anidra em concentracdo de 1% (m/v) deve apresentar valores entre +23,0° e + 29,0°
(British Pharmacopeia, 2009). O [o]o®® tanto das amostras de &cido lactobidnico
(+20,62°) quanto do &cido lactobidnico comercial (+22,83°), descritos na Tabela 13,

foram inferiores ao determinado na referida monografia. Entretanto, cabe salientar que o
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numero de graus de rotacdo medido no polarimetro depende ndo somente da natureza da
amostra, mas também da concentracdo da solugdo e do comprimento do tubo em que a
amostra se encontra (Barbosa, 2011).

Como a concentracdo utilizada no presente estudo (10% m/v) é diferente da
determinada pela British Pharmacopeia (2009) (1% m/v), seria aceitavel a diferenca nos
valores determinados. Ainda, a determinacdo do poder rotatério € uma analise manual,
sendo que o resultado pode ser interferido por pequenas diferencas das concentragdes
das amostras, pela temperatura ambiente e, também, pelo operador.

Segundo Carra (2012), na determinacdo do poder rotatério do lactobionato de
sodio, do acido lactobidnico e do acido lactobiénico comercial em concentracdo de 10%
(m/v), foram obtidos os valores de + 22,5°, + 23,4° e +25,2°, respectivamente. Estes
valores s&o superiores aos encontrados no presente estudo, onde os valores de [o]p™ das
amostras iniciais do lactobionato de sodio, acido lactobi6nico e &cido lactobidnico
comercial foram de +21,00°, +20,62° e +22,83°, respectivamente, 0s quais podem estar
associados aos argumentos referenciados anteriormente.

Valle (2009) analisou o poder rotatdrio do lactobionato de sddio produzido pelo
sistema enziméatico GFOR/GL de Z. mobilis em comparacdo com o &cido lactobi6nico
comercial, ambos em concentracdo de 0,5 g/10 mL (5% m/v), sendo definidos valores
de +22,5° e + 27,7°, respectivamente. Além disso, sugere que, em funcéo dos resultados
obtidos, o sal de lactobionato nao apresenta nenhuma substancia isbmera ou racémica.

A monografia do lactobionato de calcio determina o poder rotatério entre +22,0°
e + 26,5° (USP, 2015), portanto, a amostra inicial de lactobionato avaliada neste
trabalho esta dentro do preconizado. Entretanto, para as amostras de trés e seis meses de

incubacdo, valores inferiores a faixa estipulada foram obtidos.
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Para o lactobionato de potassio, até 0 momento, ndo foi identificada monografia
ou artigos na literatura especializada que informem o respectivo valor do poder rotatorio
e que possa, entdo, ser comparado. Neste trabalho, o [o]p® do lactobionato de potassio
foi inicialmente de +22,72°, contudo, foi observada a queda apés incubacdo de trés e
seis meses, estimado em +20°.

Com relagdo a anélise de solubilidade dos compostos, esta foi realizada no inicio
e ao final de seis meses de incubacdo. Para isto, 1 g de cada amostra foi submetida a
solubilizacdo com a adicdo inicial de 1 mL de agua Milli-Q. Na Tabela 14, estdo
descritos os resultados da determinacdo da solubilidade dos sais de lactobionato, do

acido lactobibnico e do acido lactobidnico comercial.

Tabela 14: Anélise da solubilidade de 1 g dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio,
do &cido lactobibénico e do acido lactobidnico comercial, em agua Milli-Q, no tempo

inicial e apos seis meses de incubacdo a 40°C e 75% de umidade relativa.

Amostra Inicial 6 meses
Lactobionato de sodio Facilmente soltvel Facilmente soltvel
Lactobionato de potassio  Facilmente solUvel Facilmente solavel
Lactobionato de célcio Facilmente soltvel Facilmente soltvel
Acido lactobibnico Facilmente soltvel Facilmente soltvel
Acido lactobibnico Facilmente soltvel Facilmente soltvel
comercial

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), quando 1 g de amostra € solubilizada
em menos de uma parte (1 mL), esta € classificada como muito soltvel. Quando 1 g de

amostra € solubilizada de 1 a 10 partes (1 a 10 mL), e classificada como facilmente
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soltvel. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 14, para todas as
amostras, 1g foi solubilizada em 1 a 10 mL, sendo classificadas como facilmente
solGvel. Salienta-se a solubilizacdo das amostras dos lactobionatos de potéssio, de
calcio, acido lactobionico e acido lactobiénico comercial de 1g em 1 mL. A amostra de
lactobionato de sodio também apresentou classificacdo facilmente solGvel, contudo,
foram utilizados 2 mL de &gua para dissolver a amostra (19).

Segundo a British Pharmacopeia (2009) o &cido lactobidnico é classificado
como livremente sollivel em agua, ou seja 1 g é solubilizada de 1 a 10 partes (1 a 10
mL). Ao realizar os testes com o acido lactobidnico e o &cido lactobidnico comercial,
foi possivel a solubilizacdo de 1 g em 1 mL de &gua, sendo classificado, portanto, como
facilmente soltvel. A solubilidade elevada do acido lactobidnico e dos sais em agua
ocorre devido ao grande numero de hidroxilas, que conferem polaridade a molécula e,
assim, a tornam facilmente soltvel em agua (Barbosa, 2011).

A analise de umidade das amostras dos lactobionatos de sodio, potassio e célcio,
do &cido lactobibnico e do &cido lactobiénico comercial foi realizada no inicio e ao final

do estudo de estabilidade acelerada. Os resultados gerais sdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15: Anélise da umidade dos lactobionatos de sodio, potéssio e célcio, do &cido
lactobidnico e do acido lactobiénico comercial, no tempo inicial e apos seis meses de

incubacdo a 40°C e 75% de umidade relativa. Os resultados estdo descritos em

médiaxdesvio padrao.

Amostra Inicial (%) 6 meses (%)
Lactobionato de sédio 1,55 + 0,26 3,96 + 0,18
Lactobionato de potassio 1,81+0,11 3,36 £ 0,25
Lactobionato de célcio 9,56 +£1,34 12,01 £ 0,28
Acido Lactobibnico 2,86 + 0,05 15,34 + 0,25
Acido lactobibnico 1,98 0,10 na

comercial

na: nao avaliado

Na andlise dos resultados de umidade, verifica-se que, em todos 0s casos, houve
aumento do grau de umidade, em especial para o acido lactobibnico, que apresentou
umidade final de 15,34% (Tabela 15). Os resultados obtidos para os lactobionatos de
sodio e de potéssio foram semelhantes, de 1,55 e 1,81% de umidade inicial e 3,96 e
3,36% ao final, respectivamente. No caso do lactobionato de célcio, foi identificada
umidade elevada no inicio (9,56%) e ao final (12,01%), sendo observado um aumento
de aproximadamente 3%. A partir destes resultados, verifica-se que o acido lactobiénico
tem maior capacidade de retencdo de agua em relacdo aos compostos salinos —
lactobionatos.

O aspecto do é&cido lactobiénico ap0s seis meses de avaliacdo pode ser
observado na Figura 24, com a formacao de gel, assim como a alteracdo da coloracédo da

amostra de acido lactobhiénico e, também, do acido lactobidnico comercial. A estrutura
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do acido lactobidnico apresenta diversas hidroxilas, que tém a capacidade de interagir
com a agua, devido as ligacbes de hidrogénio. Esta capacidade de retencdo de agua é
citada em diversos estudos, onde € relatada a acdo umectante com capacidade de
retencdo de 14% de agua, formando uma matriz de gel (Grimes et al., 2004; Yu & Van

Scott, 2004).
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Figura 24: Amostras do acido lactobidnico [A] e [B] e do &cido lactobidnico comercial

[C], apds seis meses de incubacdo a 40°C e 75% de umidade relativa.

Para verificar a concentracdo do acido lactobidnico e dos sais de lactobionato, as
amostras foram quantificadas e analisadas por cromatografia em fase liquida. Na Tabela
16, sdo apresentadas as concentracdes teoricas (calculadas a partir do peso e da pureza),
a concentracdo obtida por método cromatografico (concentracdo real) e o percentual
recuperado (relacdo entre teorico e real).

Analisando os resultados apresentados na Tabela 16, ndo foram observadas
diferencas significativas em relacdo ao percentual recuperado das amostras dos
lactobionatos de sddio, potassio e calcio dos tempos inicial, apds trés e seis meses de
incubagdo a 40°C e 75% UR, sendo o percentual recuperado mantido em torno de
100%. Para o &cido lactobidnico e o acido lactobidnico comercial, foi identificada

diferenga significativa do percentual recuperado inicial em relacdo as amostras de trés e
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seis meses, iniciando com aproximadamente 90% de recuperacao e finalizando em 70%

apos seis meses de incubacéo.



Tabela 16: Concentracdo, obtida por cromatografia liquida, dos lactobionatos de sddio, potassio e célcio, do &cido lactobidnico e do &cido

lactobionico comercial inicial, apos trés e seis meses de incubacdo a 40°C e 75% de umidade relativa. Resultados descritos em médiat desvio

padréo.
Lactobionato de Lactobionato de Lactobionato de Acido lactobidnico  Acido lactobidnico

sodio potéassio célcio comercial

Inicial Tedrico (g/L) 9,63+0,33 9,49 + 0,28 9,33+0,41 9,24 +0,23 9,22 + 0,02

Real (g/L) 9,77+0,15 9,71+0,26 9,39+0,20 8,43 +0,27 8,55+ 0,30
Recuperado (%) 101,49 + 2,33° 102,34 + 2,26° 100,75 +1,78° 91,30 + 2,29 92,70 + 3,05

3 Teorico (g/L) 9,18+ 0,07 9,29+0,01 9,55+0,23 9,53+0,17 10,75+ 0,10

meses Real (g/L) 9,49+0,20 9,58 + 0,07 9,47 0,20 7,32+ 0,31 7,39 +£1,07
Recuperado (%) 103,30 + 0,50° 103,15 + 0,25° 99,21+ 2,50° 79,02 + 2,85° 69,88 + 10,15°

6 Tedrico (g/L) 9,16 £ 0,13 9,24 +0,01 8,53 +£ 0,00 9,47 £0,10 10,06 £+ 0,01

meses Real (g/L) 9,14 + 0,04 9,26 + 0,06 8,76 + 0,07 6,94 + 0,19 7,13+0,21
Recuperado (%0) 99,84 +0,71° 100,58 + 1,24° 102,58 + 0,53° 73,35 +0,85° 70,87 £ 2,11°

Resultados com letras iguais e apresentados nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).



Na Figura 25, sdo apresentados os cromatogramas das referidas amostras do
tempo inicial, de trés e seis meses de incubacdo. Para os lactobionatos de sodio (Figura
25A), de potassio (Figura 25B) e de célcio (Figura 25C) sdo identificados somente trés
picos correspondentes ao lactobionato (10,5 min), lactose (11,5 min) e sorbitol (15
min), 0 que era esperado, visto que no doseamento, apresentado na Tabela 16, foi
definido o percentual de recuperacao em torno de 100%.

Entretanto, ao analisar os cromatogramas do acido lactobiénico (Figura 25D) e
do &cido lactobiénico comercial (Figura 25E), observa-se a eluicdo de um pico no
tempo de retencdo de 9 min. Este pico esta presente nos trés tempos de analise, mas em
menor intensidade nas amostras iniciais. Possivelmente, refere-se a um pico de
degradacéo do acido lactobidnico, uma vez que, na analise de doseamento, o percentual
de recuperacdo inicial e ap0s seis meses foi de 90 e 70%, respectivamente.

Pedruzzi et al. (2007), na analise de acido lactobidnico- comercial por
cromatografia em fase liquida, utilizando coluna Cyclobond 1 2000 (fase movel 70:30
acetonitrila;tampdo NaH,PO, 10 mM, pH 3,0, fluxo de 1 mL/min, a 20°C),
identificaram a eluicdo do pico da lactobionolactona em 6 min e do acido lactobiénico
em 10 min. Com o uso de outra coluna - ICSep ICE-ION-300 — e condig¢des analiticas
(fase movel écido sulfarico 0,450mM, pH 3,1, vazdo de 0,5 mL/min, a 75°C), a lactona
foi detectada em 5,5 min, enquanto que o pico de eluicdo do &cido lactobibnico foi
observado em 8 min.

Simms et al. (1994), com o0 uso da coluna Bio-Rad HPX-87C e condig¢bes
analiticas ainda diferentes, relata a eluicdo da lactona e do &cido lactobiénico em 8 e 10
min, respectivamente. A lactobionolactona é uma estrutura intermediaria da obtencéo do
acido lactobidnico (Simms et al., 1994) e segundo a British Pharmacopeia (2009), ndo é

considerada uma impureza resultante da degradacio do acido lactobibnico. E relatado,
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ainda, que podem ser encontradas diversas propor¢des entre a forma lactona e a forma

acida. A partir destas informacdes, sugere-se que o pico identificado em 9 min (Figura

25D e 25E), seja correspondente a lactobionolactona.
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Figura 25: Cromatogramas obtidos dos lactobionatos de sddio [A], potassio [B] e
calcio [C], do acido lactobi6nico [D] e do acido lactobiénico comercial [E], no tempo

inicial, apds trés e seis meses de incubacgéo a 40°C e 75% de umidade relativa.
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Na formacdo da lactobionolactona, ocorre uma reacdo de esterificacdo

intramolecular levando a formacéo da lactona, conforme demonstrado na Figura 26.
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Figura 26: Reacdo de interconversdo do &cido lactobiénico em lactobionolactona.

Fonte: adaptado de Pedruzzi et al. (2010).

Na sequéncia, sdo apresentados 0s espectros obtidos por espectrometria de
massas, no qual foram analisadas as amostras inicial, recém-obtida (tempo 0 h) dos
lactobionatos de sodio, potassio e calcio, do acido lactobidnico e do acido lactobidnico
comercial e também apds trés e seis meses de exposicao, nas condi¢bes dos testes.

Na Figura 27, sdo apresentados os espectros de massa do lactobionato de sédio e
0s respectivos espectros expandidos. Os espectros obtidos das amostras de lactobionato
de sodio para os trés tempos de andlise (inicial, trés e seis meses) foram semelhantes,
portanto, apenas o inicial estd mostrado. Na Figura 27A, é apresentado o espectro de
massas, no modo positivo, obtido por injecdo direta da amostra solubilizada em agua
Milli-Q. Para que ocorra a deteccdo, a molécula deve estar ionizada positivamente ou
negativamente. Salienta-se que 0s picos de m/z detectados na Figura 27A foram
expandidos para auxiliar na confirmagéo das m/z identificadas.

Na expansdo, podem ser observados os picos de menor intensidade de acordo

com a abundancia dos respectivos isotopos, sendo uma ferramenta auxiliar para



101

identificacdo do ion formado. A expansao dos picos é monstrada nas Figuras 27B, 27C

e 27D.
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Figura 27: Espectrometria de massas, por injecdo direta, da amostra de lactobionato de

sodio incubada a 40°C e 75% de umidade relativa. [A] espectro de massas do

lactobionato de sodio; [B] espectro expandido da m/z 381,0990, [C] da m/z 557,1416,

[D] da m/z 205,0674 e [E] da m/z 739,2073.

Na Tabela 17, estdo descritas as m/z detectadas, identificadas com as possiveis

férmulas moleculares correspondentes e, ainda, as m/z dos is6topos desta molécula e a
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respectiva abundancia. Nesta analise foram identificados os ions moleculares referentes

ao lactobionato de sodio protonado [M+H]" com m/z de 381,0990, o aduto

[C;H,,O, + Na]" com m/z de 739,2073 e, além disso, foi constatado o aduto contendo

um molécula de &gua (m/z 557,1461) e de conjugados do lactobionato, ou seja, adutos

contendo duas ou trés moléculas de lactobionato agrupadas (m/z 739,2073).

Tabela 17: Formulas moleculares identificadas a partir da relagdo m/z obtidas por

espectrometria de massas das amostras de lactobionato de sdédio incubadas a 40°C e

75% de umidade relativa.

Distribuicao isotdpica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
381,0990 [C,,H,,0,,Na+H] 1 381,0990 100,000
382,1031 13,689
383,1067 3,333
557,1461  [(C,H,,0,,)s + Na+ +2 557,1461 100,000
H,O+ H]" 557,6471 41,117
558,1496 15,845
558,6510 4,197
559,1416 1,009
205,0674 [CeH,,Of + Na]* +1 205,0674 100,000
206,0728 6,879
739,2073  [(C,,H,,0,,), + Na]* +1 739,2073 100,000
740,2112 27,378
741,2096 8,539
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Na Figura 28 é representada a estrutura do lactobionato de sodio, onde o ion Na*
interage com a funcéo anion carboxilato do acido carboxilico. Além do lactobionato de
sodio, foi ainda identificada a m/z 205,0674 correspondente ao sorbitol, destacando que
a pureza determinada por cromatografia liquida do lactobionato é de 94% e apresenta

3,6% de sorbitol (Tabela 11).

OH OH O_ NS
HO H N a
: N
o_. 0 OH
HO ©
HO “'OH
OH

Figura 28: Estrutura quimica do lactobionato de sédio.

A partir dos resultados relativos ao lactobionato de sodio, descritos neste
capitulo, sugere-se que o insumo se manteve estavel durante os seis meses de incubagéo
em 40°C e 75% de UR. Avaliado os resultados da cromatografia liquida e da
espectrometria de massas, foram identificados o lactobionato, a lactose e o sorbitol, ndo
sendo observados indicios de degradacdo da molécula. Portanto sugere-se que as
diferencas no pH e no poder rotatério da amostra inicial em relacdo a final ndo sejam
correspondentes a degradacao.

Na Figura 29, estdo monstrados os espectros de massas do lactobionato de
potassio, obtidos da amostra inicial, de trés e seis meses de exposicdo. As analises, por
espectrometria de massas, do lactobionato de potéassio da amostra inicial, de trés e seis
meses, apresentaram predominantemente as mesmas m/z, porém, com intensidades
diferentes. A andlise ndo é gquantitativa e a intensidade do sinal varia de acordo com a
estabilidade do ion formado. Na Figura 29A, esta monstrado o perfil do espectro de

massas do lactobionato de potéssio e nas Figuras 29B, 29C, 29D, 29E, 29F e 29G, estdo
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representados os espectros expandidos para a melhor visualizacdo da distribuicao
isotopica, que auxiliam na identificacdo dos valores de m/z.

Na Tabela 18, sdo apresentadas as m/z detectadas no espectro e identificadas
com as possiveis formulas moleculares correspondentes, com as m/z dos isétopos desta

molécula e a respectiva abundancia.
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Figura 29: Espectro de massas, por injecao direta, de amostra lactobionato de potassio, incubada a 40°C e 75% de umidade relativa. [A] espectro
de massas do lactobionato de potassio; [B] espectro expandido de m/z 397,0727, [C] de m/z 557,1473, [D] de m/z 755,1798, [E] de m/z 221,0415,

[F] de m/z 208,0409 e [G] de m/z 381,0828



Tabela 18: Formulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas por
espectrometria de massas do lactobionato de potassio incubado a 40°C e 75% de

umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
397,0727 [C12H21012K +H]* +1 397,0727 100,000
398,0777 13,702
399,0752 10,551
557,1473  [(C12H2012)s+ Na+H,0]"  +2 557,1473 100,000
557,6491 41,117
558,1463 15,845
558,6502 4,197
755,1798 [(C12H2012), KT +1 755,1798 100,000
756,1847 27,391
757,1840 15,759
758,1921 3,630
221,0415 [CeH1406+ K] +1 221,0433 100,000
222,0490 6,892
223,0393 8,652
208,0409 [C12H21012+ K+ H0+H]* +2 208,0409 100,000
208,5430 13,774
209,0440 10,767
381,0828 [C12H2,01, + Na]* +1 381,0828 100,000
382,0905 13,689

383,0792 3,333
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Analisando a Tabela 18 e a Figura 29, foram identificados o lactobionato de
potassio na forma de aduto [M+H]* com m/z de 397,0727, aduto do lactobionato com
Na* ([M+Na]") apresentado m/z de 381,0828 e aduto de dois lactobionatos com K*
([M+M+K]") de m/z de 755,1798. Ainda, foram identificadas intercdes com H,O (m/z
557,1473) e K* + H,0O (m/z 208,0409). A presenca do Na' no lactobionato de potéssio
pode ser justificada pela presenca de Na' nas etapas de bioproducdo, que pode ter
permanecido retido na molécula.

Ainda, foi detectada m/z 221,0415 correspondente ao sorbitol ligado ao K*. Na
Figura 30, € representada a estrutura do lactobionato de potassio, onde se observa a

interacdo do fon K" com O™ do 4cido carboxilico.

Figura 30: Estrutura quimica do lactobionato de potéassio.

A partir dos resultados da espectrometria de massas da amostra de lactobionato
de potéssio inicial, apds trés e seis meses de incubacdo a 40°C e 75% UR, juntamente
com os resultados obtidos por cromatografia em fase liquida (Tabela 16 e Figura 25B),
sugere-se que o lactobionato de potassio se manteve estavel até o final do estudo de
estabilidade acelerada. N&o foram detectados indicios de degradag&o do insumo.

Na Figura 31, os resultados da espectrometria de massas obtidos das amostras do
lactobionato de célcio incubados em 40°C e 75% UR sdo apresentados. Os espectros do
lactobionato de caélcio inicial, de trés e seis meses de incubacdo, exibiram perfis de m/z

semelhantes.
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Figura 31: Espectro de massas, por injecao direta, de amostra de lactobionato de calcio, incubada a 40°C e 75% de umidade relativa. [A]

espectro de massas do lactobionato de calcio, [B] espectro expandido da m/z 378,0899, [C] da m/z 397,0630, [D] da m/z 755,1759, [E] da m/z

576,1168, [F] da m/z 557,1431 e [G] da m/z 208,0398.



Tabela 19: Formulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas por

espectrometria de massas do lactobionato de célcio incubado a 40°C e 75% de umidade

relativa.
Distribuicao isotopica
Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
378,0899 [(C12H21012), Ca +H]" +2 378,0899 100,000
378,5904 27,378
379,0895 9,207
379,5958 1,975
397,0630 [(C12H21012Ca)3]" +3 397,0630 100,000
397,3985 41,033
397,7227 17,608
755,1759 [(C12H21012), Ca + H]* +1 755,1759 100,000
756,1778 27,367
757,1783 9,203
576,0735  [(C12H22012)3 Ca + (H20), + +2 576,0735 100,000
H]* 576,6218 41,212
577,1165 16,758
577,6141 4,711
557,1431 [(C12H21012)3 Na + H,0 + +2 557,1431 100,000
H]* 557,6474 41,117
558,1467 15,845
558,6493 4,197
208,0398 [C12H2,01, Ca + H,0]" +2 208,0398 100,000
208,5409 13,750
209,0414 4,214
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Na Figura 31A, estdo representados os picos obtidos na espectrometria de
massas do lactobionato de calcio. Nas Figuras 31B, 31C, 31D, 31E, 31F e 31G, estdo
representados os picos expandidos e na, Tabela 19, identificados as m/z e os respectivos
isétopos, juntamente com a molécula identificada.

Observa-se a presenca de adutos do lactobionato com fons Ca*, sendo detectados
conjugados com duas moléculas do lactobionato [2M+Ca?] (m/z 378,0899 e 755,1759) e
com trés moléculas do lactobionato [3M+Ca?] (m/z 397,0630). Também foram
identificadas adutos com a agua tanto com uma molécula de lactobionato (m/z
208,0398), quanto com trés (m/z 576,0735). Além disso, apresentou ligacdo com agua
juntamente com o Na* (m/z 557,1431).

A ligacdo do lactobionato de calcio com o jon Na" é justificavel, devido a
utilizacdo deste sal nas etapas de bioproducdo. Em relacdo a molécula de agua, na USP
(2015), a estrutura do lactobionato de calcio é definida na forma de dihidrato,
C24H42,024Ca-2H,0 e massa molar de 790,68 g/mol.

A m/z correspondente ao sorbitol ndo foi detectada, salientando que a pureza do
lactobionato de calcio, determinada por cromatografia liquida, é de 96,75% (Tabela 11)
e 0 sorbitol esta presente em 1,94%.

Na Figura 32, esta representada a estrutura do lactobionato de calcio, onde dois

fons de lactobionato interagem com uma molécula de Ca*"

Figura 32: Estrutura quimica do lactobionato de célcio.
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Ns anéalises do lactobionato de calcio, deste capitulo, foram indetificados, por
cromatografia liquida e, por espectrometria de massas, somente o lactobionato, a lactose
e o sorbitol. Ainda que observadas diferencas significativas na anélise de pH e poder
rotatério, ndo foram detectados indicios de degradacdo da estrutura, sugerindo que o
insumo se manteve estavel por seis meses de incubacdo a 40°C e 75% de UR.

Na Figura 33, 0s espectros de massas obtidos da amostra inicial, de trés e seis
meses do acido lactobidnico sdo monstrados e na Tabela 20, descritas as m/z obtidas por
espectrometria de massas e, em seguida, identificadas com as possiveis formulas
moleculares correspondentes.

Na analise do acido lactobidnico, observou-se que tanto a amostra inicial quanto
de trés e seis meses de incubacdo apresentaram praticamente 0s mesmos picos de maior
intensidade, sendo estes demonstrados na Figura 33. Nas Figuras 33B, 33C, 33D e 33E
sdo apresentados 0s espectros expandidos, onde estdo representadas as m/z dos isétopos

detectados.
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Figura 33: Espectro de massas, por injecdo direta, de amostra de acido lactobiénico
incubada a 40°C e 75% de umidade relativa. [A] espectro de massas do acido
lactobidnico, [B] da m/z 363,0893 [C], da m/z 381,0997 [D] da m/z 205,0681 e

[E] da m/z 576,1168.



Tabela 20: Formulas moleculares

identificadas em
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relacdo m/z obtidas por

espectrometria de massas do &cido lactobidnico incubado a 40°C e 75% de umidade

relativa.
Distribuicao isotdpica
Pico base = Férmula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
381,0997  [C,H,,0,,+ Na]" +1 381,0997 100,000
382,1050 13,689
383,1031 3,333
205,0681 [C;H,,O; + Na]" +1 205,0681 100,000
206,0711 6,879
739,2056  [(C,,H,,0,,), + Na]* +1 739,2073 100,000
740,2120 27,378
741,2013 8,539
363,0893  [(C,,H,,0,,) + Na]* +1 363,0893 100,000
364,0936 13,628
365,1039 3,119
366,1076 0,340

Foram detectados, em todas as massas, adutos de sédio, onde o A&cido

lactobi6nico se liga a uma molécula de Na®, assim, obtendo uma carga positiva. Este

Na® pode ser proveniente tanto das etapas de bioproducgdo, quanto do prdprio

equipamento. Foram detectadas as m/z 381,0997 e 739,2056 correspondentes ao acido

lactobi6nico ligado ao Na* ([M+Na]") e duas moléculas de acido lactobibnico ligadas ao

Na® ([M+M-+Na]"), respectivamente.
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Nesta amostra, foi detectada a m/z 363,0893, possivelmente correspondente a
interacdo da lactobionolactona com o Na*. Conforme demonstrado na Figura 25D, foi
identificado no cromatograma a eluicdo de um pico em 9 min, possivelmente
correspondente a forma o6-lactona. No doseamento (Tabela 16 e Figura 25D), o teor
recuperado foi entre 70 e 90%. Neste caso, também, foi detectada a m/z 205,0681
correspondente ao sorbitol ligado ao Na*, sendo que a pureza do acido lactobibnico é de
93,71% (Tabela 11), apresentando 3,11% de sorbitol.

Analisando os resultados obtidos na andlise do acido lactobibnico, destaca-se a
formacdo da lactobionolactona, afetando o doseamento, analisado por cromatografia
liquida e, ainda, foi detectada por espectrometria de massas. A formacdo deste
composto, também, pode ter interferido na analise do pH. Visando a utilizacdo do &cido
lactobidnico, sdo necessarios mais estudos para a avaliacdo da alteracdo do aspecto
fisico das amostras.

Também foi detectado o aumento da umidade do &cido lactobidnico levando a
formacdo de um gel com alteracdo na coloracdo. A presenca de agua pode ser um dos
fatores que favoreceram a formacédo da forma de lactona, mas, para a confirmacdo mais
estudos sdo necessarios.

Para finalizar o estudo de estabilidade acelerada, sdo apresentados os espectros
de massas do acido lactobiénico comercial das amostras de tempo inicial, de trés e seis
meses de exposicdo a 40°C e 75% UR. Para o &cido lactobi6nico comercial, perfis
semelhantes foram observados na amostra inicial e de trés meses (Figura 34 e Tabela
21).

Analisando a Figura 34A, observa-se a presenga do pico de maior intensidade
correspondente a m/z de 381,0984, sendo identificado como &cido lactobidnico em

forma de aduto de sodio ([M+Na]") (Tabela 21). Também pode ser identificada a m/z de
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359,1192 (Figura 34D), correspondente a [M+H]", assim, obtendo-se a carga positiva.
Além disso, foram identificados os picos de m/z de 197,0656 e 179,0526 (Figura 34C e
34E), correspondentes aos produtos da quebra da ligacdo glicosidica entre o acido

glicénico e a galactose, conforme representado na Figura 35.
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Figura 34: Espectro de massas, por injecao direta, de amostra de &cido
lactobionico comercial incubada a 40°C e 75% de umidade relativa. [A] espectro de
massas do acido lactobidnico comercial, [B] espectro expandido da m/z 381,0984, [C]

da m/z 197,0656, [D] da m/z 359,1192 e [E] da m/z 179,0526.
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Tabela 21: Formulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas por
espectrometria de massas do acido lactobiénico comercial incubado a 40°C e 75% de

umidade relativa (representativo da amostra inicial e de trés meses).

Distribuicao isotopica

Pico base Foérmula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
381,0984 [C,,H,,0,,+ Na] +1 381,0984 100,000
382,1057 13,689
383,0853 3,333
197,0656  [(C,,H,,0,,- CeH1105) + H]" +1 197,0656 100,000
198,0681 6,906
199,0475 1,642
359,1192 [(C,,H,,0,.,) + HI" +1 359,1192 100,000
360,1193 13,701
179,0526  [(C,,H,,0,,- CeH1106) + H]" +1 179,0526 100,000
180,0544 6,845
B 1+ B 14
OH o oH
HO ?H ol a a HO, - HO -~ o
¥y OH - H 0
0 GH HO o Ho +H
HO HO
H
oH OH oH
m/z =197,0656 m/z= 179,0526

Figura 35: Reacdo de quebra da ligacéo glicosidica do acido lactobiénico.
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Na amostra de acido lactobiénico comercial relativa a seis meses de incubacao,
pequena diferenca no espectro foi observada em relacdo as anteriores (Figura 34), cujos

dados séo apresentados na Figura 36 e Tabela 22.
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Figura 36: Espectro de massas, por injecdo direta, de &cido lactobiénico comercial apos
seis meses em 40°C e 75% de umidade relativa. [A] espectro de massas do acido
lactobidnico comercial, [B] espectro expandido da m/z 359,12054 e [C] da m/z

699,2152.
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Tabela 22: Férmulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de
massas do acido lactobiénico comercial nas amostras apds seis meses de incubacao a

40°C e 75% de umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
359,1205 [C,,H,,0,,+ H] +1 359,1205 100,000
360,1202 13,701
699,2152 [(C1,H,,041), +H,0 +H]* +1 699,2152 100,000
700,2173 27,328

Analisando o espectro de massas do acido lactobidnico comercial, o pico de
maior intensidade € correspondente a m/z 359,1205 (Figura 36B e Tabela 22),
identificado como aduto [M+H]*, assim obtendo-se a carga positiva. N&o foi
identificada a formacdo de aduto de sédio. Os picos de m/z de 197,0673 e 179,0526,
também estdo presentes, mas 0s sinais estdo em maior intensidade que o pico da
amostra (m/z 359,1205). Na Figura 36C, no espectro expandido da m/z 699,2152, se
identifica o conjugado de lactobionolactona com uma molécula de agua e H para a
obtencdo da carga positiva (Tabela 22).

A partir dos resultados obtidos no estudo de estabilidade acelerada do acido
lactobi6nico comercial, destaca-se a formagdo da lactobionolactona, sendo esta
detectada por cromatografia liquida e por espectrometria de massas. Entretanto, a forma
de lactona ndo € considerada um produto de degradacdo. Quanto aos compostos

relativos a quebra da ligagéo glicosidica, detectados por espectrometria de massas, mais
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estudos devem ser realizados a fim de verificar se realmente a quebra da ligacédo
ocorreu, devido a instabilidade da estrutura.

Também foi detectado o aumento da umidade levando a formacdo de um gel
com alteracdo na coloracao, sendo que a agua pode ser um dos fatores que favoreceram
a formacéo da forma de lactona, mas, para a confirmacdo, mais estudos sdo necessarios.

Analisando os resultados da estabilidade acelerada dos lactobionatos de sodio,
potassio e calcio, do acido lactobidnico e do acido lactobidnico comercial, evidencia-se
que a forma de sal se mostrou mais estavel. Para as formas salinas o0 deseamento se
manteve em 100% (m/v) ao final dos seis meses e as caracteristicas fisicas se
mantiveram inalteradas. Contudo, para os acidos, foi detectada a presenca da

lactobionolactona além de ocorrer a formacédo de um gel com coloragéo caramelo.

4.2.3 Estabilidade de longa duracéo

No estudo de estabilidade de longa duracao dos lactobionatos de sédio, potéssio,
e célcio, do &cido lactobidnico e do &cido lactobidnico comercial, foram realizadas as
analises de doseamento, determinacdo do pH, poder rotatério e analise por
espectrometria de massas da amostra inicial, apos trés e seis meses de incubagdo nas
condigdes padrdo dos testes.

Na Tabela 23, estdo descritos os resultados iniciais, de trés e de seis meses da

andlise do pH da solugdo em concentracdo de 10 g/L.
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Tabela 23: Leituras de pH das amostras dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio,
do acido lactobidnico e do acido lactobionico comercial, em concentracdo 10 g/L nos

tempos inicial, apds trés e seis meses de incubacdo a 30°C e 75% de umidade. Os

resultados estdo descritos em média+ desvio padréo.

Amostra pH inicial pH 3 meses pH 6 meses
Lactobionato de sédio 6,40 £ 0,11° 6,49 +0,05° 6,36 + 0,06°
Lactobionato de potassio 6,41 + 0,03 6,05 + 0,03" 6,17 + 0,05
Lactobionato de calcio 7,23 +0,05% 7,55 +0,09° 6,66 + 0,13
Acido lactobibnico 2,39 + 0,05 2,40 +0,28° 3,08 £0,04°
Acido lactobionico 2,74 +0,04° 2,63+0,10° 2,75 +0,02°

comercial

Resultados com letras iguais e apresentados nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Analisando os resultados da Tabela 23, o valor de pH inicial do lactobionato de
sodio foi de 6,40 com baixa variacdo até o final de seis meses de incubacédo. Estes dados
foram semelhantes ao encontrados no estudo de estabilidade acelerada, onde foi medido
pH aproximado de 6,45 (Tabela 12) nas andlises iniciais e apds trés meses de incubacéo.
Este valor também foi similar ao determinado por Carra (2012), que destaca o pH de
6,38 para uma solucdo 1% (m/v) de lactobionato de sédio.

Com relacdo ao lactobionato de potassio, foi observada uma reducao
significativa no pH apds trés e seis meses de estudo (Tabela 22), com perfil semelhante
ao observado no estudo de estabilidade acelerada, no qual identificou-se a queda do pH
inicial de 6,40 para 6,10 apds trés e seis meses de incubacdo (Tabela 12).

Conforme apresentado na Tabela 22, valor inicial de pH de 7,23 foi medido para

o lactobionato de calcio e, apds seis meses, o valor decaiu para 6,6, mesmo perfil
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detectado no estudo de estabilidade acelerada. Ainda assim, os valores de pH estdo
dentro dos valores estipulados na monografia do lactobionato de calcio - pH entre 5,4 e
7,4 - pela USP (2015). No caso do é&cido lactobidnico, foi evidenciado aumento
significativo do valor de pH da amostra inicial (2,39) em relacdo a amostra de seis
meses (3,08). Entretanto, este comportamento ndo foi observado para o é&cido
lactobidonico comercial, que ndo apresentou diferenca significativa entre o pH da
amostra inicial em relacdo as amostras de trés e seis meses.

Posteriormente, a analise do poder rotatério foi realizada, cujos resultados sédo

apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Analise do poder rotatorio dos lactobionatos de sodio, potéssio e calcio, do
acido lactobidnico e do acido lactobiénico comercial em concentracdo 10% (m/v)
inicial, apos trés e seis meses em 30°C e 75% umidade relativa. Os resultados estdo

descritos em médiaxdesvio padrao.

Amostra [alo”inicial  [a]o”"3 meses  [a]p” 6 meses
Lactobionato de sédio ~ +20,23° + 0,25 +21,65° + 1,21 +20,49° + 0,49
Lactobionato de potdssio  +22,73° + 0,25 +22,62° + 0,64 +20,50° + 0,50"
Lactobionato de calcio  +22,73° +0,25° +22,85° +0,57° +19,83° + 1,15
Acido lactobibnico +20,63° +£0,29° +20,75° £0,51° +17,93° +0,29"
Acido lactobi6nico- +22,83° + 0,29 na na

comercial

Resultados com letras iguais e apresentados nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05). na: n&o analisado.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 24, todas as amostras

analisadas desviaram o plano da luz polarizada para a direita (+ ou D), como descrito na
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British Pharmacopeia (2009). O lactobionato de s6dio manteve o valor aproximado de
[a]p?® em + 20° nas anélises iniciais, de trés e seis meses, valores semelhantes aos
obtidos no estudo de estabilidade acelerada da amostra inicial (+21,00°) e de trés meses
(+20,29°) (Tabela 13). Estes resultados sdo pouco inferiores aos determinados por Carra
(2012), cujo poder rotatério do lactobionato de sodio foi estimado em +22,5°, valor
igual ao definido por Valle (2009).

Tanto os lactobionatos de potassio, de calcio quanto o &cido lactobibnico,
apresentaram valores significativamente diferentes de [a]p?® das amostras iniciais
(+22,73°) e de trés meses (~ +22°) em relacdo as amostras de seis meses (+20,50° e
+19,83°). Comparando-se com os resultados da estabilidade acelerada, apresentados
anteriormente na Tabela 13, observa-se a queda significativa dos valores de [a]p? das
amostras de lactobionato de potassio (+20,86°) e de célcio (+21,28°) em trés meses de
incubacdo quando comparados com as amostras iniciais (+22,72° e +22,73°,
respectivamente).

Para o0 4cido lactobidnico, ressalta-se também a queda nos valores de [a]p%, do
valor inicial de +20,63° para +17,93° apds seis meses de testes. Novamente, 0
comportamento foi semelhante ao observado na avaliacdo da estabilidade acelerada,
onde foram obtidos valores de +20,62° e +17,93° na amostra inicial e ap0s seis meses,
respectivamente. No caso do acido lactobidnico comercial, somente foi determinado o
poder rotatério da amostra inicial (+22,83°), visto a escassez de amostra para a
realizacdo do ensaio em funcdo da caracteristica higroscopica do material (Figura 37).

Na Figura 37, estdo apresentadas as imagens das amostras durante o estudo de

estabilidade de longa duracao.
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Figura 37: Imagens apds seis meses de incubacdo em 30°C e 75% de umidade relativa
dos lactobionatos de sodio [A], potassio [B] e célcio [C], do acido lactobibnico [D] e do

acido lactobidnico comercial [E].

Observa-se que os sais de lactobionato (Figuras 37A, 37B e 37C) apresentaram o
mesmo aspecto inicial, um pd& branco, ao final do estudo. Entretanto, o é&cido
lactobidnico e o acido lactobiénico comercial (Figuras 37D e 37E), apresentaram
aspecto de pd branco, inicialmente, e sendo observada a alteracdo para o aspecto
gelatinoso, caracterizando a alta higroscopicidade do material, como relatado no estudo
de estabilidade acelerada. Ainda, neste caso em particular, ndo foi identificada alteracéo
na coloragdo, como observado no estudo acelerado, onde as amostras apresentaram-se
na forma de gel de cor caramelo (Figura 24).

Os resultados do doseamento do acido lactobidnico e dos sais de lactobionato
sdo apresentados na Tabela 25, que resume as concentragdes teoricas, as concentragdes

obtidas por cromatografia em fase liquida e o percentual recuperado nos tempos iniciais
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de trés e seis meses de avaliagdo. Na Figura 38, por sua vez, sdo exibidos os

cromatogramas do lactobionato de sodio, potassio e célcio, do &cido lactobidnico e do

acido lactobionico comercial, nos tempos inicial e ap0s trés e seis meses de exposicéo a

30°C e 75% de UR.
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Figura 38: Cromatogramas obtidos dos lactobionatos de sodio [A], potéssio [B] e

calcio [C], do acido lactobidnico [D] e do acido lactobiénico comercial [E], das

amostras inicial, apos trés e seis meses de incubacdo a 30°C e 75% de umidade relativa.
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Nas Figuras 38A, 38B e 38C, podem ser identificados os picos relativos as
amostras de acido lactobiénico/lactobionato, lactose e sorbitol nos tempos de retengédo
de 10,5, 11,5 e 15 min, respectivamente. Estes resultados eram esperados, visto que, na
analise do doseamento (Tabela 25), ndo foram observadas diferencas significativas em
termos de percentual recuperado da amostra inicial em comparacdo com as amostras
expostas por trés e seis meses as condi¢bes definidas dos testes. Em relacdo ao
cromatograma do acido lactobionico (Figura 38D), também foram identificados os picos
do &cido, da lactose, do sorbitol, além da lactobionolactona, em 9,5 min.

Conforme apresentado na Tabela 25, o teor recuperado no tempo inicial, em trés
e seis meses foi de 91,30, 82,89 e 69,42%, respectivamente, corroborando o
cromatograma (Figura 38D), onde o pico inicial eluido em 9,5 min apresenta menor
intensidade em relacdo aos das amostras de trés e seis meses. Salienta-se, ainda, 0
aumento do pH da amostra inicial de &cido lactobidnico em relacdo a de seis meses
(Tabela 23), sendo, possivelmente, consequéncia da formacao da lactobionolactona. Na
Figura 38E, que representa o &cido lactobidnico comercial, o tempo de retencdo foi de
10,5 min, posterior ao pico da lactobionolactona, em 9,5 min. Neste caso, também, o
teor recuperado no tempo inicial, em trés e seis meses foi de 92,70, 77,83 e 65,45%,

respectivamente (Tabela 25).



Tabela 25: Concentragdo, obtida por cromatografia liquida, dos lactobionatos de sddio, potéssio e célcio, do &acido lactobidnico e do &cido

lactobionico comercial, das amostras inicial, apds trés e seis meses de incubacdo a 30°C e 75% de umidade relativa. Os resultados estdo

expressos em médiatdesvio padréo.

Lactobionato de Lactobionato de Lactobionato de Acido lactobiénico Acido lactobidnico
sodio potéassio célcio comercial
Inicial ~ Tedrico (g/L) 9,63+0,33 9,49+0,28 9,33+0,41 9,24 +0,23 9,22 +0,02
Real (g/L) 9,77+0,15 9,71+0,26 9,39+0,20 8,43 +0,27 8,55+0,30
Recuperado (%) 101,49 + 2,33° 102,34 +2,26* 100,75 +1,78° 91,30 + 2,29 92,70 + 3,05
3 meses Tedrico (g/L) 9,29+0,01 9,56 +0,33 9,66 +0,31 9,82 +0,37 10,67 + 0,10
Real (g/L) 9,63 0,07 9,71+0,13 9,46 £ 0,26 6,83 £ 0,63 6,98 + 0,49
Recuperado (%) 104,71 +0,77° 101,55 + 0,55° 99,15+2,22° 82,89 +0,87° 77,83 +0,73°
6 meses Tedrico (g/L) 9,17 £ 0,08 9,11 + 0,02 9,42 +£0,30 9,25 + 0,26 9,59 + 0,078
Real (g/L) 9,24 +0,11 9,46 + 0,06 9,17 + 0,07 7,67 0,29 7,46 +0,07
Recuperado (%0) 100,73 + 1,94° 103,83 + 0,86° 100,36 + 2,53° 69,42 + 4,35° 65,45 + 4,43°

Resultados com letras iguais e apresentados nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).



Em complementacdo, os resultados obtidos por espectrometria de massas dos
lactobionatos de sddio, potassio e calcio, do &cido lactobidnico e do &cido lactobidnico
comercial nos tempos iniciais, trés e seis meses sdo exibidos. Na Tabela 26, estdo
descritas as m/z detectadas no espectro e identificadas com as possiveis formulas
moleculares correspondentes e, ainda, as m/z dos is6topos destas moléculas e as

respectivas abundancias.

Tabela 26: Férmulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do lactobionato de sédio incubado a 30°C e 75% de umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base Foérmula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
381,1313 [C,,H,,0,,Na+H] +1 381,1313 100,000
382,1343 13,689
383,1345 3,333
205,0776 [C;H,,O; + Na]" +1 205,0776 100,000
206,0803 6,891
739,2853 [(C,,H,,0,,), + Na]" +1 739,2853 100,000
740,2908 27,378
741,2794 8,539
557,1461 [(C,,H,,0.,)3 + Na+ +2 557,1456 100,000
H,0+ HI' 557,6491 41,117
558,1552 15,845

As amostras do tempo inicial, de trés e de seis meses apresentaram 0 mesmo

perfil cromatografico. A partir do espectro de massas, foi possivel identificar o
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lactobionato de sédio formando adutos [M+H]* com m/z de 381,1313, conjugado de
dois lactobionatos ligados ao Na*, [2M+Na]* com m/z de 739,2853, além de conjugados
de lactobionato ligados com uma molécula de agua (m/z 557,1461). Nesta analise,
tambem foi detectada a m/z 205,0776 relativa ao sorbitol.

Os resultados da espectrometria de massas do lactobionato de sédio corroboram
os resultados do doseamento, onde o percentual recuperado (doseamento por
cromatografia liquida) se manteve em torno de 100%. Os resultados das analises
indicam a estabilidade da amostra de lactobionato de sodio pelo periodo de seis meses
qguando exposta as condi¢bes dos testes (30°C e 75% de UR). Os resultados da
estabilidade de longa duracdo corroboram o0s resultados obtidos nos ensaios de
estabilidade acelerada, onde ndo foram evidenciados produtos de degradacgédo
confirmando a estabilidade do insumo quando submetido as condicBes de temperatura e
umidade.

Para o lactobionato de potéssio, os resultados foram semelhantes nos trés tempos
de amostragem, cujos resultados de m/z e o0s respectivos isotopos estdo descritos na

Tabela 27.
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Tabela 27: Férmulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do lactobionato de potassio incubado a 30°C e 75% de umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
397,0733 [C12H21012K +H]* +1 397,0733 100,000
398,0765 13,702
399,0734 10,551
557,1477 [(C12H2,015)3 + Na + +2  557,1477 100,000
H,0]" 557,6504 41,117
558,1547 15,845
755,1776 [(C12H22012), K] +1  755,1776 100,000
756,1830 27,391
757,1851 15,759
221,0426 [CeH1406+ K]* +1 221,0426 100,000
223,0386 8,652
208,0433  [CyoH21010+ K+ Ho0+H]” +2 208,0433 100,000
208,5435 13,774
209,0470 10,767
381,0811 [C12H201, + Na]* 381,0811 100,000
382,0913 13,689
383,0859 3,333

Como observado na Tabela 27, foi detectada a m/z 397,0733 correspondente ao

lactobionato de potassio ligado ao H* ([M+H]"), conjugado de dois lactobionatos

ligados a um ion de K* ([2M+K]" com m/z de 755,1776, além das ligacdes do composto
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com a agua e ions K" e Na* (m/z 208,0433 e 557,1477, respectivamente) e interacdes
com o Na* (m/z 381,0811). A m/z 221,0426 correspondente ao sorbitol também foi
detectada, visto que este composto estd presente em porcentagem de 2,09% na amostra
(Tabela 11).

Os espectros de massas obtidos eram esperados, visto que ndo foi observada
diferenca significativa no doseamento entre os trés tempos de anélise (Tabela 25), ndo
sendo, também, observados picos distintos no cromatograma (Figura 38B). Juntamente
com os demais ensaios realizados neste estudo, sugere-se que o lactobionato de potassio
se manteve estavel no periodo analisado e nas condicBes de exposicdo relativas aos
testes propostos.

Na Tabela 28, estdo descritas as m/z, os respectivos isotopos e a abundancia,
juntamente com a possivel identificacdo do lactobionato de calcio. Perfis semelhantes
nos trés tempos de analises foram também observados para amostras de lactobionato de

calcio (Tabela 28).
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Tabela 28: Férmulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do lactobionato de célcio incubado a 30°C e 75% de umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
378,0938 [(C12H21012), Ca +H]* +2  378,0938 100,000
378,5954 27,378
379,0933 9,207
379,5977 1,975
380,0912 2,559
397,0689 [(C12H,1012Ca)3]" +3 397,0689 100,000
397,4026 41,033
397,7333 17,608
398,0710 5,339
398,4019 7,926
755,1737 [(C12H2:1012), Ca+ H* +1 755,1737 100,000
756,1803 27,367
757,1705 9,203
208,0435 [C12H2,0;, Ca + H,0]" +2 208,0435 100,000
208,5451 13,750
209,0458 4,214
209,5466 0,632
210,0383 2,252
576,1242  [(C12H2:012)s Ca + (H20), + H]* +2  576,1242 100,000
576,6247 41,212
577,1252 16,758
577,6231 4,711
578,1192 3,362
557,1463 [(C12H21012)sNa + H,O + H]* +2 557,1463 100,000
557,6478 41,117
558,1477 15,845
558,6507 4,197
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Foram identificadas m/z referentes ao lactobionato de calcio na forma de
conjugados de dois lactobionatos (2M) (m/z 378,0938 e 755,1737) e trés lactobionatos
(3M) (m/z 397,0689). Além disso, foram detectadas interacdes com a agua e Ca** (m/z
576,1242) e com Na' (m/z 557,1463). A m/z correspondente ao sorbitol no foi
detectada, salientando que a pureza do lactobionato de célcio € de 96,75% (Tabela 11) e
o sorbitol esta presente em percentual de 1,94%.

Os resultados dos espectros de massas do lactobionato de calcio corroboram os
resultados obtidos por cromatografia liquida, do estudo de longa duracdo, onde foi
observada a manutencdo do doseamento pelo periodo de seis meses, a 30°C e 75% de
UR. Juntamente com os demais resultados da estabilidade de longa duracdo (pH e poder
rotatdrio), ndo foram evidenciados produtos de degradacdo, resultados similares aos
encontrados no estudo de estabilidade acelerada. Ainda, ndo foi observada alteracdo no
aspecto fisico do lactobionato de calcio.

Com os resultados da espectrometria de massas do acido lactobionico, foi
possivel obter as m/z descritas na Tabela 29, relativas as amostras do tempo inicial, de
trés e seis meses de incubacdo. Foram detectados adutos de sddio, tanto com o
lactobionato (m/z 381,0994 e 739,2072) quanto com lactobionolactona (m/z 363,0893) e
o0 sorbitol (m/z 205,0681). Ainda, foi detectado aduto de célcio com duas moléculas de
lactobionolactona (m/z 721,1946). Outros sinais detectados, mas em baixa intensidade,
foram os sinais m/z 197,0646 e 179,0526, correspondentes aos picos de quebra da

ligagdo glicosidica entre a galactose e o &cido gliconico.
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Tabela 29: Férmulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do acido lactobionico incubado a 30°C e 75% de umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base Formula molecular Carga m/z Abundancia (%)
m/z
381,0994 [C,,H,,0,,+ Na] +1 381,0994 100,000
382,1060 13,689
383,1035 3,333
205,0681 [CcH. 06 + Na]* +1 205,0681 100,000
206,0712 6,879
739,2072 [(C,,H,,0,,), + Na]" +1 739,2072 100,000
740,2094 27,378
741,1951 8,539
363,0893 [(Cy,H,,0,,) + Na]* +1 363,002 100,000
364,0894 13,628
365,1029 3,119
366,1091 0,340
721,1946 [(C,,H,,0,,)2+ Cal” +1 721,1946 100,000
722,2020 21,267
723,2025 8,765
724,2134 1,853
197,0646  [(C,,H,,0,,- CeH110s) + +1  197,0646 100,000
H]* 198,0649 6,906
199,0339 1,642
179,0526  [(C,,H,,0,,- CsH1106) + +1  179,0534 100,000
H]* 180,0591 6,845

A partir dos resultados da cromatografia em fase liquida e do espectro de

massas, foi identificada a presenca da lactobionolactona, que, como argumentado
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anteriormente, ndo € considerada um produto de degradacdo (Simms et al., 1994;
Pedruzzi et al., 2007; British Pharmacopoeia, 2009). Além deste composto, foram
detectadas presencas de m/z resultantes da quebra da ligacdo glicosidica. Em vista disso,
mais estudos sdo necessarios, pois em funcdo do uso de temperatura elevada na anélise
de espectrometria de massas, a quebra da ligacdo pode ocorrer durante a injecdo da
amostra no equipamento.

Os resultados da espectrometria de massas corroboram o0s resultados da
cromatografia liquida, onde foi detectada a presenca da lactobionolactona, interferindo
no doseamento das amostras. Este composto foi identificado tanto nas amostras iniciais,
em menor intensidade, quanto nas amostras de trés e seis meses, entretanto, ndo foram
observados indicios de produtos de degradacdo. Ainda, foi observada alteracdo no
aspecto da amostra, sendo necessaria a realizacdo de estudos visando a estabilizacdo
deste insumo.

Na anélise do &cido lactobidnico comercial foram detectados m/z semelhantes
para a amostra inicial, de trés e de seis meses. Os picos foram identificados com auxilio
da m/z dos respectivos is6topos e a abundancia dos mesmos. Os resultados séo

apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30: Férmulas moleculares identificadas a partir das m/z obtidas pelo espectro de

massas do acido lactobidnico comercial incubado a 30°C e 75% umidade relativa.

Distribuicao isotopica

Pico base = Férmulas moleculares Carga m/z Abundancia (%)
m/z
359,1205 [C,,H,,0,,+ H] +1 359,1205 100,000
360,1192 13,701
361,1177 3,334
197,0665 [(C,,H,,0,,- CcH1105) + +1 197,0665 100,000
H]* 198,0695 6,906
199,0652 1,642
179,0526  [(C,,H,,0,,- CeHuOg)+  +1 179,0537 100,000
H]* 180,0550 6,845
381,0970 [C,,H,,0,,+ Na] +1 381,0970 100,000
382,1011 13,689
699,2152  [(C,,H,,0;,), +H,0 +H]" +1 699,2157 100,000
700,2193 27,328
701,2181 8,320
681,2007 [(C,Hy004), +H]* +1 681,2007 100,000
682,2091 27,267
683,2158 8,098

Foram detectadas m/z do 4cido lactobidnico formando interagdes com H* (m/z

359,1205) e com o Na* (m/z 381,0970), sendo que a intensidade do sinal do aduto de

Na® apresentou menor intensidade. Ainda, foram detectados conjugados da
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lactobionolactona, representando os sinais m/z 699,2152 e 681,2007. Neste caso
também foram detectadas as m/z de 197,0665 e 179,0526, correspondentes aos produtos
da quebra da ligacdo glicosidica, sendo que a intensidade do sinal na amostra de seis
meses foi superior as demais.

A presenca da lactobionolactona e a quebra da ligagédo glicosidica consistem em
fatores que interferiram no doseamento do acido lactobidnico comercial. Na amostra
inicial, o percentual recuperado foi de 92,7%, seguido de 77% em trés meses e de
65,45% em seis meses de avaliacdo (Tabela 25). Neste caso, também, foi observada a
alteracdo no aspécto fisico da amostra, contudo ndo foi observada alteracdo da
coloracdo como observado nas amostras da estabilidade acelerada.

Concluindo este estudo de estabilidade acelerada e de longa duracdo, foram
inicialmente identificados os produtos lactobionato de sodio, potassio, célcio e acido
lactobidnico com pureza de 92,32, 92,27, 96,75 e 93,71% (m/v). Os lactobionatos de
sodio, de potassio e de calcio se mostram estaveis por seis meses de analise durante o
estudo de estabilidade acelerada (40°C e 75% de UR) e de estabilidade de longa
duracdo, (30°C e 75% UR). Para as amostras dos acidos lactobibnico e lactobidnico
comercial, foi detectada a presenca da lactobionolactona e um aumento significativo da
umidade, fato ndo ocorrido com os lactobionatos — sais.

Os resultados obtidos nestes estudos sao utilizados para determinar o prazo de
validade do insumo, sendo que o estudo de estabilidade acelerada é projetado para
acelerar a possivel degradacgéo fisica ou quimica, sendo posteriormente confirmado pelo
estudo de estabilidade de longa duracgéo.

O prazo de validade de um produto a ser comercializado no Brasil é determinado
pelo estudo de estabilidade de longa duracdo, de acordo com o0s parametros pré

definidos na legislacdo. O registro podera ser concedido, com prazo de validade
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provisorio de 24 meses, se aprovado o relatério de estudo de estabilidade de longa
duracdo de doze meses ou relatdrio de estudo de estabilidade acelerado de seis meses. O
prazo de validade deve ser confirmado pelo estudo de estabilidade de longa duracédo de
24 meses de duracdo (Brasil, 2009). Como ndo foram evidenciados produtos de
degradacéo, sugere-se que o prazo de validade provisorio dos sais de lactobionato seja

de 24 meses.
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4.3  Capitulo 3: Estudo de degradacdo forcada dos lactobionatos de

sodio, potéassio e calcio e do &cido lactobidnico

Os testes de degradacdo forcada visam a degradacdo, em pequena extensdo (de
10 a 30%) do insumo ativo, evitando-se a formagdo de compostos secundérios. E um
estudo auxiliar, tanto na identificacdo de provaveis produtos de degradacdo quanto no
desenvolvimento das metodologias analiticas. Para isso, sdo avaliados os efeitos da
temperatura, umidade, oxidacdo, luz e a susceptibilidade a hidrolise em ampla faixa de

pH.

4.3.1 Estabilidade frente ao pH

Para a avaliacdo da estabilidade frente ao pH &cido e bésico, foram conduzidos
ensaios onde adicionou-se uma solu¢do acida (HCI) ou bésica (NaOH) a solucdo dos
lactobionatos de sddio, potassio e calcio e de &cido lactobidnico. Foram utilizadas
diferentes concentracdes das solu¢bes de HCI e NaOH visando a avaliacdo em uma
ampla faixa de pH.

Na Tabela 31 e na Tabela 32, sdo apresentados os valores de pH das amostras
apos a adicdo de NaOH 0,01 mol/L e os valores obtidos do doseamento, por
cromatografia liquida, referentes ao estudo de degradacédo forcada dos lactobionatos de
sodio, potassio e célcio e do &cido lactobidnico frente a solucdo alcalina (1:1).

O estudo teve duragdo de dez dias, conduzido em temperatura ambiente
(23£2°C) e as amostras foram analisadas no tempo inicial, em 120 e 240 h de exposic¢do

as condigdes dos testes.
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Tabela 31: Leituras de pH inicial, apés 120 h e 240 h dos lactobionatos de sédio,
potassio e célcio e do &cido lactobiénico submetidas a solucdo de NaOH 0,01 mol/L a

23°+£2°C.0Os resultados estdo apresentados em mediatdesvio padréo.

pH

Tempo Inicial 120h 240h

Lactobionato de sédio 11,39+ 0,02° 10,71 +0,01° 10,49 +0,12°
Lactobionato de potassio 11,13+0,08* 10,40 +0,04° 10,15 + 0,01°
Lactobionato de célcio 10,79 +0,09% 10,41 +0,06° 9,26 + 0,06 °¢

Acido lactobidnico 2,82+0,02* 2,89 +0,04° 1,63 +0,02°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

O pH das amostras do lactobionato de sédio, ap6s a adicdo do NaOH 0,01
mol/L, foi determinado nos tempos inicial, ap6s 120 e 240h , cujos respectivos valores
foram de 11,39, 10,71 e 10,49 (Tabela 31). Para esta mesma amostra, em relacdo ao
doseamento, foram observadas alteracbes no decorrer do periodo de analise, sendo
inicialmente quantificado 9,22 g/L e ao final, 10,12 g/L (Tabela 32).

No caso do lactobionato de potéssio, foi observado um comportamento
levemente mais estavel durante os dez dias de andlises, ndo sendo identificada diferenca
significativa em termos de doseamento. Valores de 9,53 g/L e 9,86 g/L em
lactobionato de potéssio foram obtidos no tempo inicial e apos 240 h de exposicéo,
respectivamente (Tabela 32).

Para as amostras de lactobionato de célcio, também foi identificada estabilidade
em pH 10,79 (Tabela 31). Em termos de doseamento, foi relatada a diferenca
significativa da concentracdo da amostra inicial (8,95 g/L) em relagcdo as amostras de

120 h (8,70 g/L) e 240 h (8,66 g/L). Entretanto, mesmo com a observagao de diferencas
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significativas no doseamento das amostras dos lactobionatos de sodio e de calcio, ndo

foram identificados picos distintos nos cromatogramas.

Tabela 32: Doseamento, por cromatografia liquida, das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e calcio e do &cido lactobiénico submetidas a solu¢cdo de NaOH 0,01

mol/L por dez dias, a 23°£2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio

padréo.
Tempo  Lactobionato de Lactobionato  Lactobionato de Acido
(horas) sodio de potéssio célcio Lactobidnico
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 9,22+0,03% 9,53+0,16° 8,95+0,13 6,27+0,09%
3 9,11+0,13 9,57+0,15° 8,95+0, 18° 6,93+0,11°
5 9,28+0,13 9,64+0,25% 8,93+0,13 7,17+0,12°
10 9,29+0,32° 9,63+0,16° 8,98+0,12° 7,77+0,14°
17 9,48+0,14° 9,62+0,26° 8,98+0,12° 8,21+0,12°
24 9,48+0,26° 9,59+0,11° 8,95+0,12° 8,51+0,15'
48 9,30+0,01° 9,52+0,18° 8,91+0,09% 9,07+0,11°
120 9,66+0,06" 9,67+0,0604° 8,70+0,02" 9,16+0,13"
240 10,12+0,14° 9,86+0,0816° 8,66+0,09° 9,51+0,09'

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

O écido lactobibnico apresentou perfil diferente dos demais, inicialmente com
teor de 6,27 g/L e atingindo ao final de 240 h, 9,51 g/L, com diferencas significativas
entre todos os tempos analisados. Analisando os perfis cromatograficos apresentados na
Figura 39, observa-se a presenca do pico do lactobionato no tempo de retencdo de 10,5

min, da lactose em 11,5 min e do sorbitol em 15,2 min. A presenca da lactose e do
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sorbitol € justificavel, visto que, na etapa de purificacdo, o acido lactobidnico
apresentou pureza de 93% (Tabela 11 - Capitulo 2). Além disso, observa-se a presenca
de um pico em 9,5 min, sendo que este tende a diminuir em funcdo do tempo. Estudos
indicam que o pico detectado € correspondente a forma lactobionolactona (Simms et al.,
1994; Pedruzzi et al., 2007), entretanto, ndo é considerado um produto de degradacéo,
visto que, dependendo do pH, o &cido lactobiénico pode se converter a forma 6-lactona
(British Pharmacopeia, 2009). Ao analisarmos o pH da amostra (Tabela 31), observa-se,
inicialmente, valor de 2,8, demonstrando que o NaOH 0,01 mol/L adicionado nao foi
suficiente para elevar o pH da amostra, mantendo-se em condic¢édo acida. O equilibrio da
reacao da interconversdo do acido lactobiénico em lactobionolactona, foi favoravel para
a formacdo da lactobionolactona, sendo, posteriormente, gradativamente convertida a

acido lactobibnico e, assim, levando a reducdo do pH de 2,82 para 1,63.

Inicial

nRIU

Tempo (min)
Figura 39: Cromatogramas das amostras de acido lactobiénico no tempo inicial, em

24 h e 240 h de exposic¢do a solugdo de NaOH 0,01 mol/L (1:1).
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Apods a analise dos lactobionatos de sodio, potassio e calcio e do acido
lactobionico em solugdo de NaOH 0,01 mol/L, foi realizado o ensaio com maior
concentracdo da base, com o intuito de intensificar a condicdo de estresse, para posterior
analise de degradacéo.

Na Tabela 33, sdo descritos os valores de doseamento obtidos por cromatografia
em fase liquida, referentes ao estudo de degradacéo forcada dos lactobionatos de sodio,

de potassio, de célcio e do &cido lactobidnico frente a solucdo de NaOH 0,1 mol/L (1:1).

Tabela 33: Doseamento, por cromatografia liquida, das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e calcio e do acido lactobiénico submetidas a solucdo de NaOH 0,1

mol/L por dez dias, a 23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio

padréo.
Tempo  Lactobionato Lactobionato de Lactobionato Acido
(horas) de sddio potéassio de calcio lactobidnico
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 9,67+0,36°  9,73+0,48? 9,19+0,43% 9,45+0,34?
3 9,69+0,53*  9,84+0,467 9,09+0,33? 9,39+0,372
5 9,67+0,46°  9,53+0,45° 8,81+0,29? 9,28+0,40?
10 9,67+0,563*  9,66+0,33? 9,08+0,422 9,48+0,29°
17 9,79+0,44° 9,58+0,122 9,15+0,402 9,450,412
24 9,80+0,43*  9,63+0,48? 9,20+0,512 9,71+0,53?
48 9,83+0,16°  9,87+0,30° 9,30+0,272 9,85+0,36°
120 9,79+0,35* 9,790,412 9,09+0,50? 9,62+0,53?
240 9,94+0,08° 9,990,167 9,24+0,42° 9,61+0,05?

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).
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Analisando os dados apresentados na Tabela 33, ndo se observaram variagdes no
doseamento, no decorrer de dez dias e nas condi¢cdes dos testes para as amostras dos
lactobionatos de sodio, potassio e calcio e do acido lactobidnico. Em relacdo ao pH, um
leve aumento em termos de valores foi verificado ao final de dez dias para as quatro
amostras avaliadas (Tabela 34). A solugdo de NaOH 0,1 mol/L adicionada foi suficiente
para elevar o pH da solucdo de acido lactobidnico (pH 12), assim, ndo favorecendo a

formacéo da lactobionolactona.

Tabela 34: Leituras de pH inicial, ap6s 120 h e 240 h dos lactobionatos de sédio,
potassio e calcio e do acido lactobiénico submetidos a solu¢do de NaOH 0,1 mol/L a

23°%2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

pH

Tempo Inicial 120 h 240 h

Lactobionato de sédio 12,63 + 0,00° 12,66 + 0,01%° 12,79 £ 0,02°
Lactobionato de potassio 12,50 +0,07° 12,67 +0,01° 12,78 +0,03°
Lactobionato de célcio 12,41 +0,10% 12,63 + 0,05" 12,66 + 0,02"

Acido lactobidnico 12,04 + 0,012 12,38 + 0,03" 12,28 + 0,04°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Pelo fato de ndo ter sido observada a degradacdo do lactobionato/acido
lactobidnico na presenca de solucdo NaOH 0,1 mol/L, procedeu-se o ensaio com NaOH
1,0 mol/L. Na Tabela 35, estdo representados os resultados obtidos por cromatografia
em fase liquida referentes ao estudo de degradacédo forcada dos lactobionatos de sodio,

potéssio e célcio e &cido lactobibnico frente a solucdo de NaOH 1,0 mol/L (1:1).
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Tabela 35: Doseamento, por cromatografia liquida, das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e célcio e &cido lactobidnico submetidas a solugdo de NaOH 1,0 mol/L

por dez dias, a 23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

Tempo Lactobionato ~ Lactobionato  Lactobionato Acido
(horas) de sodio de potassio de calcio lactobidnico
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 9,39+0,49? 9,62+0,48? 9,25+0,49? 9,64+0,342
3 9,52+0,48? 9,32+0,18? 9,29+0,478 9,77+0,46%
5 9,59+0,48? 9,38+0,10? 9,37+0,412 9,68+0,28?
10 9,69+0,474 9,57+0,36? 9,47+0,442 9,750,402
17 9,66+0,43? 9,55+0,272 9,45+0,472 9,630,222
24 9,62+0,492 9,70+0,40? 9,44+0,28? 9,84+0,36°
48 9,660,472 9,46+0,28? 9,41+0,38? 9,37+0,26°
120 9,72+0,26? 9,52+0,38? 9,55+0,474 9,54+0,45%
240 9,83+0,44¢2 9,6711+0,19? 9,56+0,432 9,53+0,49?

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Analisando os resultados relativos ao doseamento das amostras submetidas a
solucdo de NaOH 1,0 mol/L, descritos na Tabela 35, verifica-se, no decorrer do ensaio,
a manutencdo da concentracdo para as quatro amostras. As leituras de pH, descritas na
Tabela 36, relativas as amostras iniciais, em valor médio de pH 12, apresentaram um
aumento significativo em relacéo as leituras do pH das amostras apos 240 h, cerca de

pH 13. Entretanto, também, ndo foi detectada a degradacdo em valor de pH 12.
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Tabela 36: Valores de pH inicial, ap6s 120 h e 240 h dos lactobionatos de sodio,
potassio e calcio e do acido lactobidnico submetidas a solu¢do de NaOH 1,0 mol/L, a

23°1£2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

pH
Tempo Inicial 120h 240h
Lactobionato de sédio 12,83 + 0,00 13,34 +0,03° 13,23 £ 0,00°
Lactobionato de potassio 12,71 +0,01° 13,24 +0,06° 13,31 + 0,03
Lactobionato de célcio 12,62+ 0,17 13,15+ 0,00° 13,06 + 0,03
Acido lactobionico 12,46 + ,08° 13,07+0,02°  13,09+0,02"

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Para a analise de degradacdo forcada frente ao pH é&cido, foram utilizadas
solucdes de HCI em concentracdes de 0,01, 0,1 e 1,0 mol/L, adicionadas a solucdo dos
lactobionatos de sddio, potassio e célcio e do &cido lactobibnico na proporc¢éo de 1:1.

Na Tabela 37, sdo mostrados os resultados dos respectivos doseamentos e, na
Figura 40, apresentados os cromatogramas das amostras submetidas a solucdo de HCI

0,01 mol/L.
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Tabela 37: Doseamento, por cromatografia liquida, das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e calcio e do acido lactobiénico submetidas a solucdo de HCI 0,01 mol/L

por dez dias, a 23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padro.

Tempo  Lactobionato Lactobionato Lactobionato Acido
(horas) de sodio de potassio de calcio lactobidnico
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 9,40+0,022 9,38+ 0,172 9,17+ 0,322 8,53+ 0,05
3 9,22+ 0,022 9,46+ 0,062 9,01+ 0,082 8,55+ 0,04
5 9,38+ 0,262 9,50+ 0,152 9,11+ 0,042 8,60+ 0,07°
10 9,39+ 0,062 9,54+ 0,062 9,05+ 0,072 8,90+ 0,05°
17 9,44+ 0,052 9,38+ 0,182 9,03+ 0,042 8,97+ 0,07°
24 9,51+ 0,352 9,55+ 0,172 9,05+ 0,012 9,04+ 0,06°
48 9,45+ 0,332 9,56+ 0,042 8,99+ 0,022 9,2620,01%
120 9,52+0,13? 9,43+ 0,072 9,00+ 0,022 9,3420,10%
240 9,47+0,18? 9,38+0,032 8,91+ 0,05° 9,23+0,16°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

Na analise do doseamento, observa-se que ndo houve diferencas significativas
em termos de concentracdo durante o periodo de dez dias de anlises para as amostras
dos lactobionatos de sédio e de potassio (Tabela 37). Inicialmente, foram quantificados
9,40 e 9,38 g/L e ao final de 240 h, 9,47 e 9,38 g/L, respectivamente, para 0s
lactobionatos de sédio e de potassio. O resultados do doseamento da amostra do
lactobionato de calcio, em 240 h de incubagdo, de 8,91 g/L foi significativamente

diferente em relacdo aos demais tempos (~9,0 g/L). Ainda, foi detectado aumento na
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concentracdo da amostra do acido lactobidonico durante 0 ensaio, determinada

inicialmente em 8,53 g/L e ao final de 240 h, em 9,23 g/L.
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Figura 40: Cromatogramas das amostras de lactobionato de sodio [A], potassio [B] e
calcio [C] e do &cido lactobi6nico [D] no tempo inicial e em 240 h de exposi¢do a

solucdo de HCI 0,01 mol/L (1:1).

Ao analisar os cromatogramas, apresentados na Figura 40, observam-se nas
quatro amostras (Figuras 40A, 40B, 40C e 40D) a elui¢do de quatro picos, ou seja,
lactobionato/acido lactobidnico (10,5 min), lactose (11,5 min), sorbitol (15 min) e,
possivelmente, a lactobionolactona, em 9 min. Para as amostras dos sais, este pico

manteve-se com a mesma intensidade, ndo alterando o doseamento. Contudo, para a
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amostra do acido lactobibnico, inicialmente, o pico da lactobionolactona apresentou
maior intensidade, diminuindo ao longo da anélise, interferindo, como observado, no
doseamento (Tabela 37).

Na Tabela 38, sdo apresentados os valores medidos de pH em func¢édo do tempo,
nos testes propostos e correspondentes as amostras dos lactobionatos de sodio, potassio

e calcio e do acido lactobidnico.

Tabela 38: Leituras de pH inicial, apds 120h e 240h das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e calcio e do acido lactobiénico submetidas a solucdo de HCI 0,01

mol/L, a 23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

pH
Tempo Inicial 120h 240h
Lactobionato de sédio 3,31+0,02° 3,68+0,02" 3,55+0,06°
Lactobionato de potéssio 3,40+0,01° 3,68+0,01°° 3,72+0,22°
Lactobionato de célcio 3,17+0,02° 3,61+0,02° 3,40+0,03°
Acido lactobi6nico 2,01+0,00% 1,87+0,02° 1,99+0,03°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Para a amostra dos lactobionatos, inicialmente, foram determinados os valores
de 3,31, 3,40 e 3,17, e, ao final de 240 h, foi observado aumento para 3,55, 3,72 e 3,40,
respectivamente. Ao analisar o pH da solucdo de &cido lactobibnico, este se manteve
praticamente sem alteracdo do inicio ao final da analise. Visto que ndo houve sinal de
degradacdo frente ao pH &cido com a adi¢cdo de HCI 0,01 mol/L, procedeu-se a

exposicdo em solucdo de maior concentracao, sendo, entdo, utilizado o HCI 0,1 mol/L.
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Na Figura 4, sdo apresnetados os cromatogramas e na Tabela 39 e Tabela 40, os

valores obtidos no doseamento e leituras de pH dos lactobionatos e do &cido

lactobidnico.
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Figura 41: Cromatogramas das amostras dos lactobionatos de sodio [A], potassio [B] e
calcio [C] e do &cido lactobi6nico [D] no tempo inicial e em 240 h de exposi¢do a

solucdo HCI 0,1 mol/L (1:1).

Analisando os cromatogramas da Figura 41, identificam-se os picos dos
lactobionatos e de acido lactobidnico (10,5 min), lactose (11,5 min), sorbitol (15 min) e
um pico em 9 min. Este Gltimo pico citado teve sua eluicdo no mesmo tempo de

retencdo da lactobionolactona, entretanto, ndo é possivel afirmar que, neste caso, seja
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esta substancia. Isto porque a area e a intensidade séo elevadas e com perfis semelhantes
nas quatro amostras (Figura 41A, 41B, 41C e 41D). Ainda, ndo foi verificada a queda
na concentracdo das amostras. Para a confirmacdo da identificacdo deste pico em

particular, estudos adicionais serdo necessarios.

Tabela 39: Doseamento, por cromatografia liquida, das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e célcio e do acido lactobidnico submetidas a solucdo de HCI 0,1 mol/L

por dez dias, a 23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

Tempo Lactobionato Lactobionato Lactobionato Acido
(horas) de sddio de potéssio de calcio Lactobidnico

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

0 9,21+0,012 9,16+ 0,012 8,72+ 0,06 8,61+0,03

3 9,460,022 9,50+ 0,06° 8,95+ 0,01° 8,660,38?

5 9,410,042 9,49+ 0,03° 8,96+ 0,160" 8,65+ 0,17°

10 9,42+ 0,242 9,54+ 0,03° 8,99+ 0,04° 9,21+ 0,19°

17 9,41+ 0,012 9,52+ 0,24 8,90+ 0,03 9,25+ 0,20°

24 9,48+0,082 9,55+ 0,01° 8,99+ 0,06" 9,20+ 0,21°

48 9,41+ 0,182 9,48+ 0,30° 8,92+ 0,03 9,21+ 0,04

120 9,46+ 0,202 9,46+ 0,10 8,98+ 0,10° 9,09+ 0,10°

240 9,42+0,23? 9,44+ 0,12° 8,94+ 0,09° 9,02+ 0,10°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

No doseamento do lactobionato de sdédio (Tabela 39), foram determinadas
concentragfes de 9,21 e 9,42 g/L para as amostras de tempo 0 h e apds 240 h,

respectivamente, ndo sendo observadas diferencas significativas entre os demais tempos
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de amostragem. Na leitura do pH, foi verificado aumento significativo dos valores de
0,53, 1,24 e 1,20 da amostra inicial, apds 120 e 240 h, respectivamente (Tabela 40).

Para as amostras dos lactobionatos de potassio e de calcio valores em termos de
concentracdo inicial de 9,16 e 8,72 g/L diferiram significativamente dos demais tempos
de amostragem (~9,4 e 8,9 g/L). A leitura do pH inicial foi de aproximadamente 0,5 e
final de 1,1 (Tabela 40).

Com relacdo ao doseamento da amostra do acido lactobibnico, descritos na
Tabela 39, foi demonstrada concentracdo média de 8,6 g/L para a amostra inicial e de
3h, valores que diferem estatisticamente dos demais tempos de amostragem, onde
concentracdes superiores foram determinadas, de aproximadamente 9,0 g/L. Na analise
do pH (Tabela 40) foram obtidas leituras de 1,03, 0,71 e 1,21 nos tempos inicial, 120 e

240 h, respectivamente.

Tabela 40: Leituras de pH inicial, ap6s 120 h e 240 h dos lactobionatos de sédio,
potassio e calcio e do acido lactobidnico submetidas a solucdo de HCI 0,1 mol/L, a

23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

pH
Tempo Inicial 120 h 240 h
Lactobionato de s6dio 0,53 +0,02° 1,24 +0,04° 1,20 + 0,03
Lactobionato de potassio 0,58 + 0,03 1,33+ 0,03 1,14 +0,12°
Lactobionato de célcio 0,53 + 0,06 1,33+0,06° 1,15+ 0,16
Acido lactobitnico 1,03 +£0,01° 0,71 +0,02° 1,21 +0,06°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).
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Posteriormente, as amostras foram submetidas a uma condicdo acida ainda mais
concentrada, de HCI 1,0 mol/L. Os cromatogramas resultantes dos testes de degradacéo
propostos sdo apresentados na Figura 42 e os dados referentes ao doseamento e leituras

de pH, sdo dispostos na Tabela 41 e na Tabela 42, respectivamente.
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Figura 42: Cromatogramas das amostras dos lactobionatos de sodio [A], potassio [B] e
calcio [C] e do &cido lactobi6nico [D] no tempo inicial e em 240 h de exposi¢do a

solugéo HCI 1,0 mol/L (1:1).

Nos cromatogramas apresentados na Figura 42, sdo identificados lactobionato
(10,5 min), lactose (11,5 min), sorbitol (15 min) e um pico em 9 min. Ainda, observa-se

a intensidade elevada deste ultimo pico, que também foi detectado nas amostras
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submetidas a exposicdo em HCI 0,1 mol/L. Entretanto, ao serem analisados 0s
resultados do doseamento, descritos na Tabela 41, ndo se observa a reducdo em termos
de concentracdo que justifigue a presenca deste pico, 0 que indica, novamente, a

necessidade de realizacdo de testes adicionais para a identificacdo desta substancia.

Tabela 41: Doseamento, por cromatografia liquida, das amostras dos lactobionatos de
sodio, potassio e célcio e do acido lactobidnico submetidas a solugdo de HCI 1,0 mol/L

por dez dias, a 23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

Tempo Lactobionato Lactobionato Lactobionato Acido
(horas) de sddio de potéssio de calcio lactobidnico
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 9,68+ 0,052 9,64+ 0,372 9,22+ 0,428 8,98+0,078
3 9,69+ 0,362 9,69+ 0,432 9,29+ 0,412 9,42+0,34"
5 9,69+ 0,302 9,72+ 0,282 9,29+ 0,402 9,64+0,28°
10 9,75+ 0,292 9,73+ 0,262 9,38+ 0,542 9,63+0,42°
17 9,74+ 0,278 9,66+ 0,418 9,35+ 0,418 9,69+0,32°
24 9,77+ 0,18? 9,68+0,43? 9,36+ 0,45% 9,67+0,45°
48 9,72+ 0,28% 9,62+ 0,522 9,33+ 0,58? 9,65+0,01°
120 9,74+ 0,232 9,66+ 0,332 9,27+ 0,35% 9,67+0,30°
240 9,76+ 0,302 9,65+0,40? 9,17+ 0,272 9,65+0,31°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas colunas ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

Considerando o0s resultados do doseamento das amostras dos sais de
lactobionato, ndo foram observadas diferengas significativas entre os tempos de

exposicdo nas condigdes &cidas propostas dos testes (Tabela 41). Com relagdo as
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amostras dos lactobionatos de sodio, de potassio e de calcio, concentracGes iniciais de
9,68, 9,64 e 9,22 g/L e de 9,76, 9,65 e 9,17 g/L apo6s 240 h, foram determinadas,
respectivamente. Na andlise do acido lactobibnico, a concentracdo da amostra inicial
(8,98 g/L) diferiu significativamente da amostras medidas a partir de 3 h (9,42 g/L) de
analise.

Com relacdo a analise do pH (Tabela 42), inicialmente para os sais, foram
obtidos valores em torno de pH 0,50 e ao final de 240 h, constatou-se um leve aumento
para pH 1,10. Para o acido lactobidnico foi determinado pH inicial de 0,90 e de 1,05 ao

final do experimento (240 h).

Tabela 42: Leituras de pH inicial, apés 120 h e 240 h dos lactobionatos de sédio,
potassio e calcio e do acido lactobidnico submetidas a solucdo de HCI 1,0 mol/L, a

23°+2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrdo

pH
Tempo Inicial 120 h 240 h
Lactobionato de sodio 0,49+0,02° 122+0,00° 1,17 +0,03°
Lactobionato de potassio 057+0,03* 1,25+0,05° 1,08+0,01°
Lactobionato de calcio 0,46 £0,01* 1,19+0,08" 1,12+0,08"
Acido lactobionico 0,90+0,04* 0,65+0,05° 1,05+0,01°

Resultados com letras iguais e apresentadas nas mesmas linhas ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Com os resultados obtidos no estudo de degradacéo forcada frente ao pH bésico
e acido, foi possivel verificar a estabilidade dos sais de lactobionato e do acido

lactobidnico por dez dias, em temperatura ambiente (23£2°C). Foi, ainda, detectada a
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lactobionolactona, nas amostras do &cido lactobidnico submetidas ao pH basico, que
ndo é classificada como produto de degradacéo.
Para a confirmacdo do pico eluido em 9 min na presenca de HCI 0,01, 0,1 e 1

mol/L, estudos adicionais se tornam necessarios.

4.3.2  Degradacao frente a temperatura

Para a analise de degradacdo frente a temperatura foram realizados ensaios de
duracdo de quinze dias em estufa com temperatura controlada a 60 e 80°C. Na Figura
43, sdo apresentados os resultados referentes ao percentual recuperado dos lactobionatos

de sodio, de potassio, de calcio e do &cido lactobibnico, durante quinze dias, a 60°C.
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Figura 43: Doseamento das amostras dos lactobionatos de sodio [A], potéassio [B] e
calcio [C] e do &cido lactobidnico [D] em funcgdo do tempo de exposi¢édo a 60°C. Os

resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrédo

Resultados com letras iguais e apresentadas nos mesmos graficos ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).
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Ao analisar os resultados do percentual recuperado dos lactobionatos de sédio,
de potassio e de calcio, nos tempos estipulados, descritos na Figura 43, observa-se a
manuten¢do em torno de 100%, ndo apresentando diferencas significativas entre os
tempos de amostragem. Entretanto, em relacdo a amostra do acido lactobionico, o
percentual recuperado se manteve constante pelo periodo do estudo, mas em
aproximadamente 85%.

Na Figura 44, estdao representados os cromatogramas do acido lactobionico nos
tempos estipulados, sendo identificado, novamente, um pico em 9 min, sugerindo a

presenca da lactobionolactona (Simms et al., 1994; Pedruzzi et al., 2007).
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Figura 44: Cromatogramas da amostra do acido lactobiénico no tempo inicial e ao final

de quinze dias de exposicdo a 60°C.

Na Figura 45, sdo apresentadas imagens de amostras dos compostos ao final de
quinze dias de exposicdo nas condigdes dos testes, onde pode ser identificada a

formacdo de um gel transparente, caracterizando o comportamento higroscopico do
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acido lactobidnico, em particular (Figura 45). Ainda, observa-se que, no caso dos sais

(Figura 45A, 45B e 45C), as caracteristicas solidas foram preservadas.

Figura 45: Amostras dos lactobionatos de sédio [A], potassio [B] e calcio [C] e do

acido lactobionico [D] apos quinze dias de exposic¢do a 60°C.

Visto que ndo ocorreu degradacdo na temperatura de 60°C no periodo proposto,
procedeu-se o estudo em temperatura de 80°C, também por quinze dias. Na Figura 46,
sdo apresentados os resultados referentes ao percentual recuperado dos lactobionatos de

sodio, de potéassio de calcio e do acido lactobiénico nos devidos periodos de analise.
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Figura 46: Doseamento das amostras dos lactobionatos de sodio [A], potéssio [B] e
calcio [C] e do &cido lactobidnico [D] em func¢do do tempo de exposi¢cdo a 80°C por
quinze dias. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padréo.

Resultados com letras iguais e apresentadas nos mesmos graficos ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Conforme observado na Figura 46, o percentual recuperado dos lactobionatos de
sodio, de potassio e de calcio foi constante, em torno de 100%, sem diferenca
significativa ao longo do estudo proposto. O perfil de recuperacdo do acido lactobidnico
foi diferente do argumentado anteriormente nos testes a 60°C (Figura 43D), que,
embora apresentando teor constante, o percentual recuperado foi superior, em torno de

95%.
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Pode ser observado no cromatograma da amostra de &cido lactobionico,
apresentado na Figura 47, que o ja referido pico eluido em 9 min, provavelmente

representando a forma de lactona, néo é identificado.

40000 /4

— Inicial
- - --15dias

30000

20000

nRIU

10000

Tempo (min)

Figura 47: Cromatogramas da amostra do acido lactobiénico no tempo inicial e ao final

de quinze dias de exposi¢do a 80°C.

Na Figura 48, sdo apresentadas as imagens relativas as amostras avaliadas ap6s
quinze dias de incubacdo a 80°C. No caso do acido lactobidnico, em particular (Figura
48D), o aspecto da amostra € diferente do anteriormente observado apos a exposicdo a
60°C (Figura 45D). Neste caso, ndo ocorreu a formacdo de gel, sendo observada
somente a constituicdo de um agregado, possivelmente, devido & absor¢do de &gua
(hidratacdo), porém em menor quantidade em relacdo ao estudo a 60°C. Neste caso, a
temperatura superior, de 80°C, pode ter interferido no teor de umidade do ambiente,

diminuindo a absorcdo pela amostra. Possivelmente, a &gua presente na amostra seja um
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fator que favoreca a formacao da lactobionolactona. Para corroborar este resultado, mais

estudos devem ser realizados.

Figura 48: Amostras dos lactobionatos de sddio [A], potassio [B] e calcio [C] e do

acido lactobionico [D] ap0s quinze dias de exposi¢édo a 80°C.

4.3.3 Degradacdo oxidativa

Para a avaliagdo da estabilidade frente a uma substancia oxidativa, procedeu-se o
ensaio em que as amostras dos lactobionatos de sodio, potéssio e célcio e do acido
lactobidnico foram mantidas em H,O, (substancia oxidante) por um periodo de sete

dias, em temperatura ambiente (23+2°C) e protegidos da luz.
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Para o doseamento e avaliacdo, as amostras foram analisadas por cromatografia

em fase liquida. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 43 e na Figura 49.

Tabela 43: Doseamento, por cromatografia liquida, dos lactobionatos de sodio, potassio
e célcio e do acido lactobiénico submetidos a solucéo de 3% (m/v) de H,O, por sete dias

a 23°£2°C. Os resultados estdo apresentados em médiatdesvio padrao.

Tempo Lactobionato de  Lactobionato de  Lactobionato de  Acido lactobi6nico

(horas) sodio (g/L) potéssio (g/L) célcio (g/L) (o/L)

0 8,82 +0,11° 8,94 + 0,08° 8,88 + 0,05° 6,72 £ 0, 0,28

2 8,72 +0,02° 9,03 + 0,05° 8,83 + 0,05° 6,44 + 0,07°

5 8,60 + 0,01° 8,89 +0,13° 8,86 + 0,05° 6,39 + 0,06°
10 8,46 + 0,07° 8,91 +0,12° 8,75 + 0,05" 6,10 + 0,12°
24 8,24 + 0,06° 8,55 +0,18° 8,50 + 0,05° 5,34 + 0,09°
48 8,03 +0,08° 8,60 +0,11° 8,20 + 0,05° 4,69 + 0,06°
72 6,20 + 0,14 8,29 + 0,10° 6,62 + 0,04° 4,41 + 0,05
120 5,47 + 0,09¢ 5,49 + 0,16° 5,36 + 0,03 4,18 + 0,10
144 4,29 +0,13" 4,59 + 0,13 4,31 +0,02¢ 3,90 + 0,03¢
168 3,57 +0,10' 4,09 +0,12¢ 3,27 +0,02" 3,73+0,12"

Resultados com letras iguais e apresentadas na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).

Analisando os resultados do ensaio de degradacdo forgcada do lactobionato de
sodio, potassio e célcio e do acido lactobibnico, frente & solugdo oxidativa de H,O5,
observa-se uma queda gradual no doseamento em funcdo do tempo de analise (Tabela
43). Para o lactobionato de sddio, inicialmente, foi quantificado 8,82 g/L, com queda

gradual para 3,57 g/L, medido em 168 h. Para as amostras de lactobionato de potassio e
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calcio, perfis semelhantes ao de sédio foram observados, com valores iniciais de 8,94 e
8,88 g/L e de 4,09 e 3,27 ¢/L ao final, respectivamente. Para o acido lactobidnico
também foi observada queda na concentracdo final, entretanto, na amostra inicial,
apresentou valores relativamente inferiores aos demais (6,72 g/L) e, ao final, foi
atingido 3,73 g/L.

Ao analisarmos os cromatogramas apresentados na Figura 49, observa-se a
presenca de picos correspondentes ao lactobionato/acido lactobidnico, lactose e sorbitol
nos tempos de retencdo de 10,5, 11,5 e 15,5 min, respectivamente. No decorrer do
tempo, em geral, foram identificados 0s mesmos picos iniciais, ressaltando a diminuicéo
da intensidade do sinal do lactobionato/acido lactobionico.

Ainda, foram detectados dois picos anteriores e de comportamentos muito
semelhantes entre 9,5 e 10 minutos nas amostras dos lactobionatos (Figuras 49A, 49B e
49C), quase sobrepostos ao pico correspondente a eluicdo do lactobionato/acido
lactobidnico. No decorrer da analise, observou-se a eluicdo de outros picos, nos tempos
de retencdo de 12,5 e 19 min, este Gltimo, entretanto, com alta intensidade do sinal.
Possivelmente, um dos picos detectados em cerca de 9 min seja da lactobionolactona e
0s demais, até o momento, ndo foram identificados. No cromatograma da amostra do
acido lactobidnico (Figura 49D), foi observada, inicialmente, a presenca do pico em 9
min, porém com, oscilacdo do sinal conforme o tempo de amostragem.

A diminuicdo no doseamneto dos lactobionatos e do &cido lactobidnico,
juntamente com a identificagdo de picos distintos, sdo indicativos da degradagcdo dos
insumos. Para as quatro amostras, o mesmo perfil cromatogréafico foi obtido,

significando que, possivelmente, os produtos de degradagdo sejam os mesmos.
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Figura 49: Cromatogramas das amostras dos lactobionatos de sodio [A], potassio [B] e
calcio [C] e do &cido lactobidnico [D] no tempo inicial e ao final de sete dias de

exposicdo a solucao de H,O, 3% (m/v).

Apds a andlise do doseamento frente a solucdo oxidativa H,O, 3% (m/v), foram
plotados os graficos de concentracdo (C), log da concentracdo (Log C) e 1/concentracao
(1/C) em funcao do tempo (t) para verificar a ordem cinética de degradacdo. Na Figura
50, sdo exibidos os graficos da cinética de degradacao do lactobionato de sodio.

Analisando os graficos e os valores do coeficiente de correlacdo linear (r) €
possivel determinar que o grafico que melhor se ajusta é o C x t, com valor de r de
0,91561, sugerindo que a cinética de degradacdo siga a reagcdo de ordem zero. Nas
reacOes de ordem zero, a velocidade de reagdo é independente da concentracdo da droga
e é constante em relagdo ao tempo (Aulton, 2005; Waterman & Adami, 2005). Portanto,

significando que a degradacdo da amostra ndo depende de sua concentracéo.
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Figura 50: Gréficos da concentracdo x tempo [A], log da concentracdo x tempo [B] e

1/concentracdo x tempo [C] do lactobionato de sddio submetidas a solugcdo 3% (m/v) de

H,0, por sete dias, em temperatura ambiente.

Na Figura 51, estdo representados os perfis da cinética de degradacdo do

lactobionato de potassio frente a solucdo oxidativa. Em funcdo dos valores do

coeficiente de correlacéo linear (r), observa-se que o perfil de melhor ajuste é relativo a

C x t, com valor de r de 0,92578, sugerindo que a cinetica de degradacdo do

lactobionato de potéssio, assim como o lactobionato de sodio, segue a reacdo de ordem

ZEero.
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180

1/concentracdo x tempo [C], do lactobionato de potassio submetido a solugdo 3% (m/v)

de H,0O, por sete dias em temperatura ambiente.

Nas Figuras 52 e 53, estdo representados os graficos do doseamento da solugédo

de lactobionato de célcio e do &cido lactobidnico submetidos a solu¢do oxidativa em

relagdo ao tempo.

Na Figura 52, estdo apresentados os graficos de C x t, logC xte 1/C x t e 0s

respectivos valores do coeficiente de correlacdo linear (r). O grafico com melhor ajuste

é C x t, com valor de r de 0,97956, sugerindo que a cinética de degradacdo do
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lactobionato de calcio siga a reacdo de ordem zero (Aulton, 2005; Waterman & Adami,
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Figura 52: Concentracdo x tempo [A], log da concentracdo x tempo [B], e

1/concentracdo x tempo [C] do lactobionato de célcio submetido a solucéo 3% (m/v) de

H,O, por sete dias em temperatura ambiente.

Na comparacdo, para o acido lactobidnico foram identificadas diferencas

significativas em relacdo aos lactobionatos de sodio, de potéssio e de calcio. Na Figura

53, estdo apresentados os graficos plotados com informagdo da C xt,log C x te 1/C x t,

sendo que o grafico com melhor valor de correlacdo linear é o de 1/C x t, onde o valor
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de r obtido foi de 0,9304, o que sugere que a degradacdo do &cido lactobidnico seja

representada pela reacéo de segunda ordem, quando a velocidade de reacdo é proporcional

ao produto das concentracdes de dois reagentes (Aulton, 2005; Waterman & Adami,

2005).
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4.3.4 Degradacao frente a luz ultravioleta
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Na Figura 54, estdo apresentados os resultados referentes ao percentual

recuperado dos lactobionatos de sddio, potassio e calcio e do &cido lactobidnico

submetidos a luz UV em comparacdo a amostra controle.
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Figura 54: Percentual recuperado dos lactobionatos de sodio [A], potassio [B] e célcio

[C] e do &cido lactobidnico [D] submetidos a acdo da luz ultravioleta por 90 dias em

comparagdo com os controles [dias- C], sob prote¢éo da luz ultravioleta. Os resultados

estdo descritos em médiatdesvio padrao

Resultados com letras iguais e apresentadas nos mesmos graficos ndo diferem significativamente entre si

(p<0,05).
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Analisando os resultados apresentados na Figura 54, ndo foram observadas
diferencas significativas no doseamento tanto para as amostras expostas a luz UV
quanto para as amostras controle, quando consideradas as amostras de 30, 60 e 90 dias
de incubacdo. Em relacdo as amostras dos lactobionatos de sddio e de potassio (Figura
54A e 54B), o percentual recuperado da amostra exposta e o controle foram mantidos
em torno de 100%. Entretanto, ao analisarmos as amostras do lactobionato de célcio e
do &cido lactobidnico (Figura 54C e 54D), estes apresentaram percentual recuperado
inferior, em torno de 95% e 90%, respectivamente.

Os testes de fotoestabilidade tém como objetivo demonstrar que uma exposi¢édo
a luz ndo resulta em alteragcdes no produto. Como ndo houve diferenca, no doseamento,
entre os controles e as amostras submetidas a luz UV, sugere-se a auséncia de
degradacdo nas condi¢des dos testes. Estes dados indicam que, nas condicdes avaliadas,
os lactobionatos de sddio, potassio e calcio e o acido lactobibnico sdo estaveis frente a
luz UV, ou seja, sdo fotoestaveis.

De uma forma geral, este estudo traz uma quantidade expressiva de resultados
como contribuicdo as escassas informacOes relativas a caracterizacdo e estabilidade
fisico-quimica do acido lactobidnico e dos lactobionatos de sédio, de potassio e de
calcio. Estes dados poderdo ser Uteis e servir como referéncia, tendo em vista as

aplicacdes multiproposito dos referidos compostos.
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5. CONCLUSOES

Neste capitulo estdo resumidas as principais conclusdes deste trabalho.

Na etapa de bioproducdo dos lactobionatos de sodio, potéssio e calcio,
utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio e os substratos
lactose e frutose, resultados semelhantes em termos de rendimento (75%) sdo obtidos.

Na bioproducéo de lactobionato de potéssio em bateladas sucessivas, os valores
de rendimento decrescentes obtidos — 78, 65, 64 e 56%, nas bateladas 1, 2, 3 e 4,
respectivamente — sdo inferiores aos relatados em estudos anteriores do grupo de
pesquisa para a producdo de lactobionato de sodio. Para o lactobionato de célcio, leve
diminuigdo nos valores de rendimento foi observada no decorrer das bateladas, embora
ndo significativa, com valor médio determinado de 80% em produto. Estas diferencas
sdo justificadas pela perda da rigidez das esferas, mais acentuada no processo de
obtencéo do lactobionato de potassio.

Quanto a purificacdo dos lactobionatos de sédio, potassio e célcio, pureza
média da ordem de 95% (m/v) € alcancada. Na analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, detecta-se a elui¢cdo dos picos relativos ao lactobionato (10,5 min),
lactose (11,5) e sorbitol (15 min). Na caracterizagdo por espectrometria de massas, sao
demonstradas m/z correspondentes aos sais de lactobionato, formando adutos com ions
H*, Na*, K*, Ca?* e com H,0, além da m/z correspondente ao sorbitol. Com relac&o as
analises por RMN de *3C, detectam-se os picos dos doze carbonos representantes das
amostras.

Os lactobionatos de sédio, potassio e célcio e o acido lactobibnico sdo
recuperados com elevada pureza. Nas condicdes deste trabalho, os niveis de
purificacdo atingiram 92,32, 92,27, 96,75 e 93,71% (m/v), respectivamente. Os sais

(lactobionatos) séo estaveis, ja que tanto nos estudos de estabilidade acelerada (40°C e



171

75% de UR) quanto nos de estabilidade de longa duracdo (30°C e 75% de UR)
mantém suas caracteristicas por, no minimo, seis meses. Em analises de amostras de
acido lactobidnico e do acido lactobiénico comercial, empregando cromatografia em
fase liquida e espectrometria de massas, constata-se a presenca de lactobionolactona,
substancia que interfere no doseamento. O composto na forma acida apresenta elevada
higroscopicidade, verificando-se, nos estudos de estabilidade de longa duracdo e
acelerada, a alteracdo do seu aspecto, com a formacdo de um gel transparente e com
coloracdo caramelo, respectivamente.

Quanto ao estudo de degradacdo forcada, os sais e o &cido lactobidnico
apresentam estabilidade frente ao pH acido e bésico, a temperatura de 60 e 80°C e
frente a luz UV, com a identificacdo da lactobionolactona nas amostras do acido
lactobidnico. Entretanto, ao analisar a degradacdo frente ao perdxido de hidrogénio,
evidencia-se a degradacao dos lactobionatos e do acido lactobidnico, com a elui¢do de
diferentes picos ainda nao identificados na analise por cromatografia em fase liquida.
Ainda, na cinética de degradacédo, sugere-se que os lactobionatos de sédio, potassio e
calcio seguem a reacdo de ordem zero e o &cido lactobidnico, cinética de segunda
ordem.

Com a elucidacdo das estruturas quimicas, a caracterizacdo e o0s estudos de
estabilidade dos diferentes lactobionatos e do acido lactobiénico, sugere-se que o prazo
de validade seja, provisoriamente, definido em 24 meses, ndo sendo necessario o
acondicionamento sob protecdo da luz UV.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem efetivamente para a avaliacdo
da aplicabilidade industrial dos lactobionatos e do &cido lactobi6nico obtidos por via

biotecnol6gica com o uso do sistema enzimatico de Z. mobilis.
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Como perspectivas deste trabalho, para a continuidade dos estudos, sugerem-se
as atividades listadas a seguir:

- avaliar a bioproducdo e a purificacdo dos lactobionato de sddio, potéssio e
calcio em escala piloto;

- dar continuidade ao estudo de estabilidade de longa duracéo até completar 24
meses de incubacéo;

- realizar o doseamento da lactobionolactona e avaliar formas de prevenir a sua
formacéo;

- identificar os compostos que foram detectados nos estudos de degradacao
frente ao pH &cido e a solucdo oxidativa;

- avaliar a aplicacdo prética dos sais de lactobionato em comparacdo ao acido

lactobidnico em formulacGes nas areas farmacéutica e de alimentos.
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