UNIVERSIDADE DE CAXIAS DO SUL
AREA DO CONHECIMENTO DE CIENCIAS EXATAS

E ENGENHARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE
PROCESSOS E TECNOLOGIAS

APERFEICOAMENTO DA TECNICA DE PREPARO DE
BIOCATALISADOR IMOBILIZADO PARA A OBTENCAO DE
ACIDO LACTOBIONICO E SORBITOL EM DIFERENTES
SISTEMAS DE PRODUCAO

ANALIA BORGES FOLLE

Caxias do Sul, 2017



ANALIA BORGES FOLLE

APERFEICOAMENTO DA TECNICA DE PREPARO DE
BIOCATALISADOR IMOBILIZADO PARA A OBTENCAO DE
ACIDO LACTOBIONICO E SORBITOL EM DIFERENTES
SISTEMAS DE PRODUCAO

Dissertacdo apresentada no Programa de Pds-Graduacgdo em
Engenharia de Processos e Tecnologias da Universidade de
Caxias do Sul, visando a obtencdo de grau de Mestre em
Engenharia de Processos, orientada pelo Prof. Dr. Mauricio
Moura da Silveira e co-orientado pela Profa. Dra. Eloane
Malvessi.

Caxias do Sul, 2017



F667a Folle, Analia Borges

Aperfeigoamento da téenica de preparo de biocatalisador
imobilizado para a obtengio de dcido lactobidnico e sorbitol em
diferentes sistemas de produgdo / Analia Borges Folle.—2017.

87 11l

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade de Caxias do Sul, Programa
de Pos-Graduagao em Engenharia de Processos e Tecnologias, 2017,

Orentagio: Mauricio Moura da Silveira.

Coorientagio: Eloane Malvessi.

1. Zymomonas mobilis. 2. glicose-frutose oxidorredutase / glicono-
S-lactonase. 3. imobilizagdo em alginato de calcio. 4. regime de
operagdo. 5. reatores. I. Silveira, Mauricio Moura da, orient, II.
Malvessi, Eloane, coorient. IT1. Titulo,

Elaborado pelo Sistema de Geragdo Automatica da UCS com os dados
fomecidos pelo(a) autor(a).




“Aperfeicoamento da técnica de preparo de biocatalisador

imobilizado para a obtencéo de acido lactobi6nico e sorbitol em

diferentes sistemas de producéo”

Banca Examinadora:

Analia Borges Folle

Dissertacdo de Mestrado submetida a Banca Examinadora
designada pelo Colegiado do Programa de P6s-Graduacdo em
Engenharia de Processos e Tecnologias da Universidade de
Caxias do Sul, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia de Processos e
Tecnologias, Area de Concentragdo: Desenvolvimento de
Processos e Produtos Industriais.

Caxias do Sul, 19 de maio de 2017.

Dr. Mauricio Moura da Silveira — orientador

Universidade de Caxias do Sul

Dra. Eloane Malvessi — Co-orientador

Universidade de Caxias do Sul

Dr. Gilmar Sidnei Erzinger

Universidade da Regido de Joinville

Dr. Thiago Barcellos da Silva
Universidade de Caxias do Sul

Dr. Aldo José Pinheiro Dillon
Universidade de Caxias do Sul



A minha familia,

meu bem maior.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por permitir que eu chegasse até aqui e por todas as pessoas especiais
que colocou na minha vida.

A Universidade de Caxias do Sul e as agéncias de fomento CAPES, CNPq e
FAPERGS.

Aos membros da banca de avaliagdo, Dr. Gilmar Sidnei Erzinger, Dr. Thiago Barcellos
da Silva e Dr. Aldo José Pinheiro Dillon, pela disponibilidade de avaliacdo e pelas importantes
contribuicdes. Aos integrantes da banca de acompanhamento, Dr. Lademir Luiz Beal e Dra.
Fernanda Bettin, pela dedicacédo nas correcdes e sugestoes.

Ao meu orientador Prof. Dr. Mauricio Moura da Silveira, exemplo de professor,
orientador e pesquisador; por toda a troca de ideias, por todos 0s ensinamentos, tenham sido
eles na area académica ou para a vida, obrigada por me guiar pelo caminho certo e, acima de
tudo, pelo exemplo de conduta e caréter.

A minha co-orientadora, Profa. Dra. Eloane Malvessi, pelos ensinamentos e paciéncia,
pela incessante busca por conhecimento, pela companhia nos meios-dias do laboratorio, pelas
amostras durante a noite e, acima de tudo, pela sua amizade e por sua alegria.

A técnica MSc. Sabrina Cara, que esteve comigo desde o inicio do trabalho e em todas
as etapas do seu desenvolvimento, pela ajuda na interpretacdo e na discussdo dos resultados,
por todo auxilio as bolsistas quando eu ndo pude estar presente, pelas infinitas amostras no
HPLC, por estar sempre disposta a me ajudar, ouvir minhas lamentagdes e por me incentivar a
nunca desistir. Enfim, por estar sempre pronta para me socorrer.

As minhas bolsistas de inicia¢do cientifica, Victoria Maria Baschera e Luiza Tessaro
Vivan, pelo comprometimento e contribui¢do na execucédo deste trabalho.

Aos colegas do Laboratorio de Bioprocessos, pelo companheirismo, amizade e por
toda a troca de conhecimentos.

Aos laboratorios da universidade, em especial, ao Laboratdrio de Enzimas e Biomassa,
Laboratério de Oleos Essenciais e ao Laboratorio de Tecnologias Ambientais pela
disponibilidade de equipamentos.

Aos professores do Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Processos e
Tecnologias, por todas as contribuicdes na etapa de constru¢do do conhecimento.

A quem se tornou uma grande amiga, Caroline Hartmann, pela amizade e



companheirismo, por todos os cafés, conversas e por outros tantos momentos de descontragdo
que tornaram esta caminhada mais leve e facil.

Aos amigos Débora Muniz de Souza e Jhonattas Muniz de Souza, por terem me
acolhido na sua casa; por todas as risadas, conselhos e trocas de experiéncias.

Aos meus pais, Pedro Folle e Ireni Borges Folle, agradeco pelo apoio incondicional,
pela paciéncia e por acreditarem sempre na minha capacidade, me incentivando a lutar por meus
objetivos. VVocés sdo meu bem mais precioso, obrigada pela nossa familia e por todo o esforco
sempre. Eu amo vocés.

Ao Fernando Matana, meu companheiro, amigo e quem sempre esteve ao meu lado,
tolerando minhas oscilagdes de humor; por tanto carinho e cuidado, especialmente nesta fase
da minha vida. Ainda, agradeco, pelas horas como bolsista e por todos os finais de semana me
fazendo companhia no laboratdrio.

Agradeco, por fim, a todas as pessoas que contribuiram das mais diferentes formas

para que eu me tornasse quem sou hoje.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ...ttt bbbttt bbbt nne s I
LISTA DE QUADROS.......ooiiiiiiieiie ettt bbbttt bbb bt nnas i
LISTA DE FIGURAS . ...ttt sttt be st st eneene e neenns v
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt sttt \i
RESUIMO ..ottt sttt e e et et et e be e b e e beese e s et e neentestenteaneanean VI
ABSTRACT ittt b e bt bt bt bttt b e bbbt et IX
(O [N 270 516107 TP 1
2 OBUIETIVOS ...ttt et bbbttt b bbbt bt et bbb b ne e 3
2.1 OBUIETIVO GERAL....ooiiiiiesie sttt sttt sttt et sbenreaneane e 3
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....o.oeveeeeeeveeee ettt enis st 3
3 REFERENCIAL TEORICO .....coiioiieteeceeceeeeeteee ettt ssn s 4
3.1 ACIDO L@CTOBIONICO E SORBITOL: CARACTERISTICAS, APLICACOES E
PRODUGAD ...ttt b ettt b e bbbt b e s et e be st st e s b e e reenes 4
3.2 CARACTERISTICAS E METABOLISMO DE Zymomonas mobilis ............cccccce.eunee.. 6
3.3 COMPLEXO ENZIMATICO GLICOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE /
GLICONO-0-LACTONASE ..ottt sttt e s saesresneane e 8
3.3.1 Uso da lactose como substrato para glicose-frutose oxidorredutase........................ 10
3.4 IMOBILIZACAO DE BIOCATALISADORES........ccoiiiieiesierseeeressesisesienissn s, 12
3.4.1 Alginato de calcio como suporte para imobilizagao...........ccccceeveivieiiece e, 14
3.4.2 Glutaraldeido: caracteristicas € apliCagOes. ........cccerrerereereseree e 17
3.4.3 Producédo de &cido lactobibnico e sorbitol com células de Zymomonas mobilis
imobilizadas em alginato de CAICIO...........cccooiiriiiiiiie e 21
3.5 BIORREATORES PARA BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS:
CARACTERISTICAS E CONFIGURAGAD ..ottt 22
3.5.1 Aplicacdo de diferentes reatores e regimes de operacdo em reacdo com
biocatalisadores imobilizados em alginato de CAICIO...........ccccereiriiinciiiice 25
4 MATERIAL E METODOS ........oooiieieeieeveeteeeeeiess s sesesses s seses s ssssssansn s, 28
4.1 MICRORGANISMO ...ttt ettt e st et e nte st nneenaens 28
4.2 PROCESSO CONVENCIONAL PARA PRODUCAO DE ACIDO LACTOBIONICO E
SORBITOL ..ottt st st te et e e saese e st e s e stesrestesreareaneaneas 28
4.2.1 Meios e condigdes de cultivo MiCrobiano ...........ccooviiriiiii i 29
4.2.2 Permeabilizag8o CRIUIAT ..o s 30
4.2.3 Reticulagdo com glutaraldeido..........ccooviiiiiiiieiee s 30
4.2.4 1MODIlIZAGAO CEIUIAN .......ccuiiiiiiiiec s 30
4.2.5 ENSai0S de DIOCONVEISAOD ......ccuviiiiiiiiieiiieieeie ettt st 31
4.3 EXPERIMENTOS REALIZADOS ......ccoo ittt 32

4.3.1 Avaliacdo de condigdes de imobilizacdo de Zymomonas mobilis em alginato de
CAICTO ..t 32



4.3.2 Avaliacdo de métodos de inviabilizacdo do metabolismo fermentativo de Zymomonas

1010 o] | LSS 35
4.3.3 Estabilidade do sistema imobilizado em diferentes condigdes de estocagem .......... 37
4.4 DETERMINAQAO DA SOLUBILIDADE DA LACTOSE E DO SAL DE
LACTOBIONATO EM AGUA ...t 38
4.5 AVALIAQ&O DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUQAO DE ACIDO
LACTOBIONICO E SORBITOL ....cuviiiiiiieiiieseseee e 38
4.6 METODOS ANALITICOS......oiiiiiiieisieieeseie st 40
4.6.1 Determinacao da concentragdo Celular .............coooviiiiiiii i 40
4.6.2 Determinacdo da concentragdo de agucares redUtoresS.........ccoovevverierierieseriesesnsneenes 41
4.6.3 Estimativa das concentracdes de substratos e produtos nos ensaios de
o] [0Tol0] 01V 7 Lo USSP 41
4.6.4 Determinacdo da atividade enzimética do complexo glicose-frutose oxidorredutase
€ GlICONO0-0-1ACTONEASE ......veiiieiieieiee e 42
4.7 PARAMETROS DE AVALIAGAO ......c.oviiieieieise e 42
4.7.1 Fator de converséo de substrato inicial em produto..........cccccoevviiiiiiieicienineee 42
4.7.2 Produtividades volumétrica e eSPeCifiCa........c.ccoveviiieiieiie i 43
4.7.3 Velocidade especifica de formacao de produtos............ccccevriiereiincneneeneseeeee 43
4.7.4 Andlise estatistica doS reSUItAdOS...........ccceiiiiiieieeee s 44
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ooooteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee s e ee s een s 45
5.1 AVALIACAO DAS CONDICOES DE IMOBILIZACAO DE Zymomonas mobilis EM
ALGINATO DE CALCIO ..ottt 45
5.1.1 Efeito da variacdo das concentracdes de alginato de sddio e da solucéo de cloreto de
(07 1 (o[ OSSPSR 45
5.1.2 Efeito do tempo de gelificacdo do alginato com cloreto de célcio e reutilizacdo do
biocatalisador iIMODINZAAO .........cccveiiieiie s 48
5.2 AVALIACAO DA INVIABILIZACAO DO METABOLISMO FERMENTATIVO DE
ZYMOMONAS MODTTIS ...ttt bbbt enes 51
5.3 AVALIACAO DA BIOCONVERSAO COM A BIOMASSA TRATADA COM
GLUTARALDEIDO E ISENTA DE TRATAMENTO ..o 53
5.3.1 Bioconversdo com CEIUIAS TIVIES.......c.oiiiiiiiiiieeeeee s 53
5.3.2 Bioconversdo com celulas imobilizadas............cccocviieviiiiiieiiiee e 62

5.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE ENZIMATICA EM CELULAS DE Zymomonas
mobilis IMOBILIZADAS EM ALGINATO DE CALCIO EM DIFERENTES

CONDICOES DE ESTOCAGEM ......ooovieeeceeeeeeeseeves e eneee s snesses s 65
5.5 AVALIACAO DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO DE ACIDO

LACTOBIONICO E SORBITOL ...t e er e en e, 68
B CONCLUSAO .o e ettt e e e e et e s e e e er e, 78

7 REFERENCIAS .....cootiiititete ettt 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Planejamento de experimentos codificados e decodificados para a concentracéo de
alginato de sédio (Al) e cloreto de calcio (A2) na imobilizacdo das células de Zymomonas
000] o1 F USSR TSR P PRSI 33
Tabela 2. Fatores codificados e decodificados resultantes do uso da ferramenta central
composite design (CCD- 32) para avaliar os efeitos da concentracdo de alginato de sodio e da
concentragdo da solugdo CaCl, na maxima velocidade especifica de formagéo dos produtos e
Produtividade ESPECITICAL .......civiii et 46
Tabela 3. Percentual de reducdo na maxima velocidade especifica de formacao dos produtos
entre a primeira bioconversdo e a repeticdo, utilizando o biocatalisador imobilizado em
diferentes concentracdes de alginato de SOAIO ..........ccceevveiiiiieiiciie e 47
Tabela 4. Resultados gerais para ensaios repetidos de bioconversdo com células de Zymomonas
mobilis imobilizadas em alginato de calcio com diferentes tempos de gelificacdo em solucéo de
(o[0T =] (oI (=301 (o o OSSP 49
Tabela 5. Resultados gerais referentes aos sucessivos ensaios de bioconversdo com o
biocatalisador imobilizado em alginato de Calcio 2% (M/V). .....ccevveviiiieiieiecc e 50
Tabela 6. Consumo de substrato por células de Zymomonas mobilis ndo tratadas ou tratadas
com brometo de cetil trimetil aménio e glutaraldeido, ap6s 20 h de incubagdo em condicdes de
oL Yo TS 51
Tabela 7. Atividade das enzimas glicose-frutose oxidorredutase e glicono-6-lactonase presente
em células de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com brometo de cetil trimetil amonio
(0TI | [0 7= r=1 (o (=TT [o OSSPSR 52
Tabela 8. Resultados em termos de formacdo de produtos nos ensaios de bioconversao com
células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em reagdes com
400 MMOI/L de gliCOSE € TIULOSE. ....ccvvieiie ittt 54
Tabela 9. Resultados em termos de formacao de produtos nos ensaios de bioconversdo com
células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em reagdes com
700 MMOI/L de glICOSE € TIULOSE. ...cvvieiieiie et 56
Tabela 10. Resultados em termos de formacédo de produtos nos ensaios de bioconversdo com
células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em reagdes com
400 MMOI/L de 1aCtOSE € TIULOSE. ..veivveiiieie ettt 58

Tabela 11. Resultados em termos de formagdo de produtos nos ensaios de bioconversao com



celulas livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em rea¢fes com
700 MMOI/L de 1aCtOSE € TrULOSE. ....c.eiiieeiieie et 60
Tabela 12. Resultados em termos de formacao de produtos nos ensaios de bioconversao com
células de Zymomonas mobilis, sem tratamento prévio e previamente tratadas com
glutaraldeido, imobilizadas em alginato de calcio sob diferentes concentragdes inicias de
0|0 (- L0 1P 63
Tabela 13. Resultados gerais dos ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis
imobilizadas em alginato de calcio, com diferentes condicdes de tratamento em 120 dias de
ATMNAZENAGEIMN. ..ttt ettt et et e s e et e e e sr e e as e e m e e e s e e s Re e ear e e R e e et e n R e e e R e e nnn e rn e ne e 67
Tabela 14. Resultados gerais de producdo de acido lactobiénico em diferentes condicdes de
armazenamento das esferas de alginato de calcio contendo Zymomonas mobilis.................... 68
Tabela 15. Resultados gerais para ensaios de bioconversdo de Zymomonas mobilis
imobilizadas em reator de agitacdo mecénica com 20 g/L e 30 g/L de biocatalisador imobilizado
€M regiME JESCONTINUO. ....c.viviitiiteieiteie ettt sttt ettt e 69
Tabela 16. Resultados gerais para ensaios de bioconversdo de Zymomonas mobilis
imobilizadas em reator de agitacdo mecanica com 20 g/L e 30 g/L de biocatalisador imobilizado
em regime descontinuo alimentado.. ..........ccoceriiiiiiii e 71
Tabela 17. Resultados gerais para ensaios de bioconversdo de Zymomonas mobilis
imobilizadas em reator tubular com agitacdo pneumatica em regime descontinuo e descontinuo

AIIMEINEAAO <. ettt aaaaeaaaa 74



i
LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Utilizacdo de diferentes configuracbes de reatores para biocatalisadores
imobilizados em alginato de CAICIO. .........ccveieiieiiece e 26
Quadro 2. Condicdes testadas para tratamento nas células em diferentes concentracdes iniciais
de substratos N0s ensaios de DIOCONVEISED. .......cccuveueiieiieie et 36
Quadro 3. Condicdes avaliadas nos ensaios de bioconversdo com diferentes reatores e regimes

0 [ 0] 01<] i Uot- T JT SRS 40



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica do acido 1actobidniCO. .........ceiriiieiriieeceee e 4
Figura 2. Metabolismo de carboidratos de Zymomonas mobilis (CARRA, 2012)................... 7
Figura 3. Mecanismo de acdo das enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-
o-lactonase (GL) de Zymomonas mobilis (ZACHARIOU; SCOPES, 1986). ..........cccccevvevvnnne. 9
Figura 4. Métodos de imobilizacdo (KOURKOUTAS et al., 2004). ......cccccereriiinenenieienns 13
Figura 5. Estrutura quimica do alginato de sédio (LEE e MOONEY, 2012). ........cccccevvrennnne 14

Figura 6. Estrutura de formagao do gel de alginato de calcio (KUHBECK et al., 2015). ...... 14

Figura 7. Exemplos das formas do glutaraldeido em solucdo aquosa (MIGNEAULT et al.,

2004). ..ttt b et h et et e be st et et et e e be et et reete st e re et s 18
Figura 8. Reacdo das diferentes estruturas do glutaraldeido com enzimas/proteinas
(MIGNEAULT €t al., 2004). ...cooiiieiieiiee sttt sttt st saene s e 19
Figura 9. Esquema da reticulacdo de células microbianas com glutaraldeido (MCGINLEY,
2002). et h et h et e e bt et e et et e e R et et reete et e re et e 20
Figura 10. Desenho esquematico de um reator de mistura completa com agitacdo mecanica
(adaptado de TOWLER; SINNOTT, 2013). ...oceiueiiierieieisiesieiesie e 23
Figura 11. Desenho esquematico de um reator com agitacdo pneumatica (adaptado NEMATI;
LAY =] = TR TSR 24
Figura 12. Desenho esquematico de um reator de leito fixo ou empacotado (a) e leito fluidizado
(D) (NEMATI; WEBB, 2011)....ccuiiiiiiiieie ettt sttt ena s 25
Figura 13. Fluxograma do processo convencional desde a etapa fermentativa de Zymomonas
mobilis até 0s ensaios de biocoNVersao em Produtos. .........c.ccoeererieiererereeese e 28
Figura 14. Biorreator de agitagdo mecanica Tecnal — modelo TecBio. .......cccccevvveiiiininnnne 30
Figura 15. Sistema utilizado nos ensaios de DIOCONVEISE0...........cccvvvvvveiieiiiesie e 31
Figura 16. Fluxograma dos experimentos realizados neste trabalho.............c.ccccooeviviiinnenen. 32

Figura 17. Esquema do reator de agitacdo mecanica (a) e da turbina tipo ancora (b) utilizados
nos ensaios de bioconversdo em regime descontinuo e descontinuo alimentado..................... 39
Figura 18. Esquema do reator tubular utilizados nos ensaios de bioconversdao em regime
descontinuo e descontinuo alimentado. ............cceciiiiiicii e 39
Figura 19. Concentracfes de produtos e substratos em fungdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com

glutaraldeido (B) em meio com glicose e frutose 400 mMmOol/L.........c.ccccooeiieiiiie e, 55


file:///C:/Users/Analia%20Borges%20Folle/Google%20Drive/Mestrado%20PGEPROTEC/Dissertação/versões/Dissertação%20versão%20final%20pós%20banca%20REVISADO.docx%23_Toc485209173
file:///C:/Users/Analia%20Borges%20Folle/Google%20Drive/Mestrado%20PGEPROTEC/Dissertação/versões/Dissertação%20versão%20final%20pós%20banca%20REVISADO.docx%23_Toc485209174

\Y

Figura 20. Concentragfes de produtos e substratos em fungdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com
glutaraldeido (B) em meio com glicose e frutose 700 mmol/L. ........c.ccccoovvveiieie e, 57
Figura 21. Concentracfes de produtos e substratos em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com
glutaraldeido (B) em meio com lactose e frutose 400 MMOI/L. .........cccovvvveievereieiesneeenne 59
Figura 22. Concentracfes de produtos e substratos em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com
glutaraldeido (B) em meio com lactose e frutose 700 mMmOI/L. .........ccccovevveveveieie i 61
Figura 23. Concentracfes de produtos e substratos em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio em meio
contendo glicose/frutose (A e B) e lactose/frutose (C € D)...ccccvveceeieeivevie s 64
Figura 24. Efeito dos diferentes tratamentos na concentragdo maxima de produtos [A], méxima
velocidade especifica de formacdo dos produtos [B] e na produtividade especifica [C], em
ensaios de bioconversao apos diferentes dias de estocagem do biocatalisador imobilizado....66
Figura 25. Concentracdo de produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol) em funcéo do tempo, em
ensaios de bioconversdo com 20 g/L (e) ¢ 30 g/L (m) de células de Zymomonas mobilis
imobilizada em alginato de calcio utilizando em reator de agitagdo mecanica em regime
descontinuo [A] e descontinuo alimentado [B]. .......cccccevveiiiiiiicie e 72
Figura 26. Perfil de consumo de substratos e da velocidade de formacdo dos produtos em
ensaios de bioconversdo em reator mecanicamente agitado sob regime de operacao descontinuo
— RD (preto) e descontinuo alimentado - RDA (azul) com 20 g/L [A e A’] ¢ 30 g/L [B e B’] de
biocatalisador IMODITIZAUO. .........ccveieiieie et see e sreeae s 73
Figura 27. Perfil de consumo de substratos e da méaxima velocidade especifica de formacéo
dos produtos em ensaios de bioconversdo em reator com agitacdo pneumatica sob regime de
operacdo descontinuo (preto) e descontinuo alimentado (azul) com 20 g/L de biocatalisador
10T o1 14 To o TSRS SSSR 75



Vi

LISTA DE ABREVIATURAS

AL — 4cido lactobibnico

AG — acido glicbnico

Branco — ensaio com suspensdo celular isenta de tratamento para inviabilizar o metabolismo
fermentativo

Branco Imb — ensaio com suspensdo celular isenta de tratamento para inviabilizar o
metabolismo fermentativo e imobilizada em alginato de calcio, com posterior reticulacdo das
esferas do suporte com glutaraldeido

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

CSTR - reator de agitacdo mecéanica

CTAB — brometo de cetil trimetil aménio

CTAB - ensaio com suspensao celular permeabilizacdo com brometo de cetil trimetil amonio
CTAB Imb — ensaio com suspensdo celular permeabilizada com CTAB, reticulada com
glutaraldeido e imobilizada em alginato de célcio, com posterior reticulacdo das esferas do
suporte com glutaraldeido

DNS - acido 3,5-di-nitro-salicilico

dMp/dt — velocidade de formagéao de produtos em mmol por hora

GFOR - glicose-frutose oxidorredutase

GL — glicono-é-lactonase

Glu 10 - ensaio com suspensao celular reticulada com glutaraldeido por 10 minutos

Glu 20 — ensaio com suspensao celular reticulada com glutaraldeido por 20 minutos

Glu Imb —ensaio com suspensdo celular tratada com glutaraldeido por 10 minutos e imobilizada
em alginato de célcio, com posterior reticulacdo das esferas do suporte com glutaraldeido

Kwm — constante de saturacéo de Michaelis-Menten

Mo - massa inicial das esferas de alginato de calcio na bioconverséo

Mr — massa das esferas de alginato de célcio ao final da bioconversao

Mp - quantidade de produto formado na reagéo

Mg, — quantidade de substrato inicial

My - massa de células seca

MnaoH - concentracdo da base (hidroxido de sodio)

p — produtividade volumétrica

Pmax - concentragdo méxima de produtos (acido aldénico ou sorbitol)
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g — produtividade especifica

RD — regime descontinuo

RDA — regime descontinuo alimentado

SB - sorbitol

So - concentracdo de substrato inicial

Sr - concentragéo de substratos residual na reagéo

t - tempo de processo

V1 —volume de liquido para diluir os substratos na primeira bioconverséo
V> - volume de liquido para diluir os substratos na bioconversao repetida
VnaoH - Volume de base consumida para controle pH na reagéo

Votal - VOlume total do meio reacional

Yp /s fator de converséo de substrato inicial em produto

YLp /sy fator de converséo de lactose em &cido lactobibnico

YGp /sy fator de conversdo de glicose em &cido glicnico

YSp /e " fator de conversdo de frutose em sorbitol
0

HMp - velocidade especifica de formagéo de produtos

1p,max — Maxima velocidade especifica de formacdo dos produtos (acido aldénico ou sorbitol)
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RESUMO

Acido lactobidnico e sorbitol tém importantes aplicagdes na indUstria cosmética e farmacéutica.
Esses produtos podem ser obtidos de forma equimolar em reacgdes catalisadas por glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-é-lactonase (GL), enzimas presentes no periplasma
de Zymomonas mobilis. As reacdes sdo geralmente conduzidas com células bacterianas
imobilizadas, sendo que a técnica de preparo deste biocatalisador demanda tempo, além de ser
onerosa. Alternativas para a simplificacdo do preparo do biocatalisador imobilizado em alginato
de célcio e sua aplicacdo em diferentes regimes de operacdo e reatores foram estudadas neste
trabalho, com o objetivo de aumentar o potencial de transferéncia dessa tecnologia para o setor
industrial. ModificacGes na técnica de imobilizacdo de Z. mobilis foram avaliadas quanto as
concentracdes do polimero e da solucdo de CaCl> e do tempo de gelificacdo, buscando melhorar
as propriedades mecanicas do gel e possibilitar sua utilizacdo em reacdes repetidas. No caso,
ndo foram observadas alteragcfes significativas na resisténcia do suporte e nos parametros de
avaliacdo da reacdo em qualquer das condicGes avaliadas. Assim, a técnica foi mantida na forma
previamente definida: alginato de sodio, 2% (m/v); CaCls, 0,3 mol/L; tempo de gelificacédo, 10
a 240 minutos. A reutilizacdo do biocatalisador imobilizado por sete bateladas repetidas, num
total de 176 horas, possibilitou a obtencdo de cerca de 500 mmol/L de produtos (acido
lactobidnico e sorbitol) por ciclo, com valores médios de rendimento e de produtividade
especifica de 80% e 1,12 mmol/g/h. A possibilidade de supressdo da permeabilizacdo celular
com brometo de cetil trimetil amonio (condicdo CTAB) foi demonstrada, uma vez que se
constatou que a reticulagdo de células de Z. mobilis com glutaraldeido (condigdo Glu), além de
inibir o metabolismo fermentativo de carboidratos como glicose ou frutose, permitiu o0 acimulo
dos produtos de bioconversdo, sem afetar a atividade catalitica das enzimas. A atividade
enzimatica para a condicdo Glu (35 U/g de células) foi semelhante a da condicéo de referéncia
CTAB (31 U/g). Adicionalmente, com o sistema imobilizado, constatou-se que o tratamento
das células com glutaraldeido, normalmente feito antes da imobilizacdo (condicdo Glu Imb),
também pode ser suprimido, uma vez que o tratamento Unico das esferas do suporte (condigédo
Branco Imb) com o agente de reticulacéo € suficiente para inativar o metabolismo de Z. mobilis.
Os rendimentos em &cido lactobibnico e sorbitol, independentemente da condicdo (Glu Imb ou
Branco Imb), foram da ordem de 80%, com concentrac@es de produto de cerca de 500 mmol/L.
A estabilidade das enzimas nas rea¢des de bioconversdao manteve-se proxima a inicial apds 150
dias de armazenagem. Reacdes de bioconversao foram conduzidas em regime descontinuo, em
reator de agitagdo mecanica, com 20 e 30 g/L do biocatalisador imobilizado, resultando em 530
mmol/L de produtos em 24 horas. O processo foi testado, ainda, em regime descontinuo
alimentado a fim de possibilitar o uso de maior massa de lactose, que ndo poderia ser empregada
em descontinuo devido a baixa solubilidade deste carboidrato em agua. Com 20 g/L de
biomassa imobilizada, concentracdes de produtos de 745 mmol/L foram obtidas em 42 horas,
enguanto com 30 g/L foram necessarias 32 horas para atingir-se 776 mmol/L. Os resultados
para as reagOes conduzidas em biorreator tubular com agitacdo pneumatica, com 20 g/L de
células, em regimes descontinuo e descontinuo alimentado foram muito proximos aos
encontrados no sistema com agitacdo mecanica, demonstrando a flexibilidade do processo sob
esse aspecto.

Palavras chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase / glicono-o-lactonase,
acido lactobionico, sorbitol, imobilizagcdo em alginato de calcio, regime de operacéo, reatores.



ABSTRACT

Lactobionic acid and sorbitol have important applications in cosmetic and
pharmaceutical industries. These products can be obtained in equimolar basis in reactions
catalysed by glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and glucono-6-lactonase (GL), enzymes
that are present in the periplasm of Zymomonas mobilis. The reactions are usually conducted
with immobilized bacterial cells, the preparation technique of this biocatalyst being time
demanding and expensive. Some alternatives for the simplification of the preparation of
calcium alginate-immobilized biocatalyst and its application in different operation modes and
types of bioreactors were studied in this work, with the aim of increasing the potential of this
technology to be transferred to the industrial sector. Modifications in the technique of Z. mobilis
immobilization were evaluated regarding the concentrations of sodium alginate and CaCl>
solution and the time of gelification, as an attempt to improve the mechanical properties of the
gel and to allow its use in repeated reactions. In this case, no significant changes in both the
support resistance and the reaction evaluation parameters were observed for any condition
assessed. As such, the technique remained as previously defined: sodium alginate, 2% (w/v);
CaCl,, 0.3 mol/L; gelification time, from 10 to 240 minutes. The reuse of the immobilized
biocatalyst for seven consecutive batches, totalling 176 hours of reaction, allowed the
attainment of products (lactobionic acid and sorbitol) concentrations of about 500 mmol/L, with
approximately 80% of yield and 1.12 mmol/g/h of specific productivity. The possibility of
suppression of the cell permeabilization with cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB
condition) was demonstrated, since the crosslink of Z. mobilis with glutaraldehyde (Glu
condition), besides inhibiting the fermentative metabolism of carbohydrates such as glucose or
fructose, allowed the bioconversion products accumulation, without affecting the catalytic
activity of the enzymes. The activity of GFOR/GL for the Glu condition (35 U/g of cell) was
similar to the reference condition CTAB (31 U/g). Additionally, for the immobilized process,
it was found that the cell treatment with glutaraldehyde, that is usually done before
immobilization (Glu Imb condition), can also be suppressed because the sole treatment of the
support beads with the crosslink agent (White Imb Condition) is enough to inactivate Z. mobilis
metabolism. The yields in lactobionic acid and sorbitol, independently of the condition (Glu
Imb or White Imb), were about 80%, with products concentrations nearly to 500 mmol/L. The
enzymes stability remained stable after 150 days of storage. Bioconversion reactions were
carried out in batch mode in a mechanically stirred reactor, with 20 and 30 g/L of the
immobilized biocatalyst, resulting in 530 mmol/L of products after 24 h. The process was also
tested in fed-batch mode with the purpose of allowing the use of a larger mass of lactose, which
could not be employed in batch because of the relatively low solubility of this carbohydrate in
water. With 20 g/L of immobilized biomass, product concentrations of 745 mmol/L were
obtained in 42 h, whereas with 30 g/L 32 h were needed to reach 776 mmol/L. The results for
the reactions conducted in pneumatic-agitated tubular bioreactor with 20 g/L of cells, in batch
and fed-batch modes, were very close to those found in the system with mechanical agitation,
evidencing the flexibility of the process under this aspect.

Keywords: Zymomonas mobilis, glucose-fructose oxidoreductase / glucono-é-lactonase,
lactobionic acid, sorbitol, calcium-alginate immobilization, operation mode, reactors



1 INTRODUCAO

A crescente busca pela inovacdo tecnoldgica nos processos industriais, visando
minimizar as agressdes ao meio ambiente, tem incentivado pesquisas em pProcessos
bioquimicos. A tecnologia enzimatica tem sido apontada como alternativa promissora nestes
processos, pois oferece a vantagem de ser tecnologicamente limpa. A utilizacdo de sistemas
imobilizados amplia as possibilidades de aplicagdo de enzimas na industria, especialmente no
caso das industrias farmacéutica, de cosméticos e de alimentos, visto que biocatalisadores
imobilizados resultam em produtos com maior grau de pureza.

A bioprodugdo do acido lactobibnico e de sorbitol vem ao encontro desta realidade, ja
que ambos os produtos podem ser obtidos por via bioquimica com o uso do complexo
enzimatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) / glicono-6-lactonase (GL) presente no
periplasma da bactéria anaerdbia produtora de etanol Zymomonas mobilis. Esse processo tem
sido objeto de estudo no Laboratério de Bioprocessos (LBIO) do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul por cerca de duas décadas. Para o processo de producdo, €
necessaria a prévia obtencdo da biomassa celular, que, em sequéncia, sdo concentradas e
permeabilizadas com detergentes organicos com o fim de promover inviabilizacdo do
metabolismo fermentativo da bactéria, uma vez que a acdo catalitica de GFOR/GL independe
da viabilidade celular. As etapas subsequentes do processo consistem na imobilizagéo celular
— que na pesquisa do LBIO é feita em alginato de calcio —, na sua posterior utilizacdo no
processo de bioconversao e, por fim, nos tratamentos finais para recuperacao e purificacdo dos
produtos.

No procedimento de imobilizacdo em alginato de calcio em uso, a biomassa celular
permeabilizada é reticulada com glutaraldeido antes do aprisionamento no gel e, apés a
imobilizacdo, as esferas do suporte contendo a biomassa/enzimas sao novamente reticuladas
com glutaraldeido com o fim de aumentar a estabilidade mecénica do sistema. Glutaraldeido é
amplamente utilizado como agente de reticulagao de proteinas, uma vez que reage com diversos
grupamentos, como, amino, tiol, fenol e imidazol. Devido as ligagdes formadas entre o
glutaraldeido e os grupamentos amino na membrana celular dos microrganismos, este composto
apresenta efeito biocida contra bactérias Gram-negativas, fungos e virus.

Para a competitividade dos produtos em questdo, no ambito industrial, fazem-se
necessarias modificagdes no processo convencional desenvolvido, incluindo-se a forma de

preparo do biocatalisador. No caso, o tratamento de permeabilizacdo com CTAB, embora



eficiente em escala laboratorial, poderia se constituir num empecilho técnico e econémico no
processo em escala de producdo industrial, sendo necessaria uma andlise da sua real
necessidade. Outro aspecto fundamental a ser estudado é a imobilizacdo das células de Z.
mobilis em alginato de célcio. A definicdo pelo uso dessa técnica estd relacionada,
principalmente, a facilidade na formacao do gel, quando em contato com solugdes de cations
divalentes, e ao seu baixo custo. Como desvantagem, entretanto, pode-se citar a sua
relativamente baixa resisténcia mecanica. Em reatores mecanicamente agitados, por exemplo,
0 contato fisico entre o sistema de agitacdo e o0 suporte pode resultar no seu rompimento e
extravasamento do biocatalisador para 0 meio. Na producdo de &cido lactobi6nico e sorbitol
com o sistema descrito, tem-se demonstrado que, com o decorrer da reacdo, ha perda na rigidez
da esfera de alginato. Em decorréncia, ha a necessidade de tratarem-se as esferas com solucéo
de cloreto de calcio apds os repetidos ciclos de bioconversdo, resultando em maior
enrijecimento do suporte, reducéo do transporte de massa e perda de produtividade.

A escolha do tipo de reator e do regime de operacdo para o processo de bioconverséo
com sistemas imobilizados é tdo importante quanto o controle das préprias condi¢bes de
imobilizacdo. Reatores com agitacdo mecéanica sdo amplamente utilizados em bioprocessos
devido as boas condi¢BGes de mistura e controle de parametros, embora, 0 sistema de agitacao
possa resultar em danos ao biocatalisador imobilizado, além de requerer elevada quantidade de
energia, podendo vir a constituir-se em mais uma dificulade para a conducdo do processo.
Assim, a utilizacdo de reatores do tipo coluna com agitacdo por ar poderia provocar um menor
efeito de cisalhamento sobre as particulas em suspensdo e, devido a sua construgdo simples,
poderia diminuir os custos de instalacdo e de operacdo. Por outro lado, é necessario que se
avalie se a mistura e a transferéncia de massa nos reatores tubulares seriam suficientemente
eficientes para manter o meio reacional em condicGes adequadas para as reaces enzimaticas.

Na producdo de &cido lactobiénico, tem-se como limitacdo adicional a relativamente
baixa solubilidade da lactose em comparacdo a da frutose. Este fato, aliado a também baixa
afinidade entre GFOR e lactose, determina que teores de produtos pouco superiores a 500
mmol/L sejam atingidos ao final da bioconversdo, sugerindo que aplicacdo do regime
descontinuo alimentado nesse processo, ndao descrito na literatura, poderia ser uma forma de
obter-se uma concentracdo mais elevada de produtos.

No contexto das questdes apresentadas neste capitulo introdutorio, foram formulados

0s objetivos geral e especificos do presente trabalho.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aperfeicoar a técnica de preparo do biocatalisador, células de Zymomonas mobilis
imobilizadas em alginato de célcio, com o fim de simplificar o processo de bioconversao de
lactose e frutose em &cido lactobidnico e sorbitol, respectivamente, visando a sua condugdo em

diferentes sistemas de producao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atender ao objetivo geral do trabalho, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:

- determinar o efeito das concentracdes de alginato de sddio, da solucdo de cloreto de
calcio e do tempo de gelificacdo, na etapa de imobilizacdo de células de Z. mobilis, visando a
manutencdo da integridade das esferas do suporte e a preservacdo da a¢do catalitica por longos
periodos;

- avaliar o processo de bioconversdo em bateladas repetidas com células bacterianas
imobilizadas em alginato de calcio na melhor condi¢do encontrada;

- avaliar o tratamento com glutaraldeido em comparacdo com a permeabilizacdo com
agentes tensoativos, como formas de impedir o metabolismo fermentativo de Z. mobilis durante
a bioconversao;

- comparar o0s resultados de bioconversao de glicose + frutose e de lactose + frutose
nos respectivos acidos organicos e sorbitol, utilizando células de Z. mobilis, em seu estado livre
e imobilizadas, com e sem tratamento com glutaraldeido;

- avaliar a estabilidade do complexo enzimatico GFOR/GL contido em células de Z.
mobilis — sob diferentes condigdes de tratamento para inviabilizagdo celular — imobilizado em
alginato de calcio, apds diferentes tempos de estocagem;

- estudar a formacdo dos produtos em bioconversdo em regime descontinuo e

descontinuo alimentado em biorreatores com agitagdo mecanica e tubulares.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ACIDO LACTOBIC)NICO E SORBITOL: CARACTERISTICAS, APLICACOES E
PRODUCAO

Acido lactobibnico (acido 4-O-B-D-galactonopiranosil-D-gliconico, C12H22012) € um
acido aldonico obtido pela oxidacdo da lactose, que se apresenta na forma de pd branco e

cristalino. Sua estrutura quimica compreende a ligacdo, por um grupamento éter, entre uma

molécula de galactose e uma de &cido gliconico (Figura 1) (European Pharmacopoeia, 2014).

CH,OH

Galactose
OH

Figura 1. Estrutura quimica do acido lactobidnico.

O é&cido lactobionico possui aplicacBes nas areas cosmética, médica e de alimentos.
Na industria cosmética, tem sido utilizado em produtos anti-idade, devido as suas propriedades
antioxidantes, hidratantes e rejuvenescedoras (GRIMES et al., 2004). Na area médica, é
componente da solugdo de Wisconsin, empregada na preservagdo de 6rgaos humanos a serem
transplantados, com possibilidade de preservacao de até 48 h, pois previne os danos causados
aos tecidos pelos radicais livres (SUMIMOTO; KAMADA, 1990). E também indicado como
agente de vetorizacdo para farmacos antitumorais, devido a possibilidade de liberacdo do
farmaco na velocidade adequada para apenas um 6rgao especifico (KIM; KIM, 2002). Ainda,
pode ser utilizado para aumentar a solubilidade de antibidticos macrolideos, como a
eritromicina (HOFFHINE, 1956), com possibilidade de aumento da solubilidade do
lactobionato de eritromicina em agua, em cerca de 50 até 100 vezes em comparacdo a
eritromicina convencional. Na industria de alimentos, o &cido é aplicado como acidulante,
espessante e preservador de aromas (NORDKVIST et al., 2006; RIBEIRO et al., 2016).

Quanto a producdo de &cido lactobidnico, sua obtencdo por via quimica, descrita por
Isbell (1934), ocorre a partir da oxidag&o eletrolitica da lactose com eletrodos de grafite. Neste
caso, uma solucéo de lactose é enriquecida com brometo e carbonato de célcio, sendo submetida

ao reator para producéo do sal de lactobionato de célcio com eletrodos de grafite.



O crescente destaque que o &cido lactobidnico vem apresentando nas mais diversas
areas tem incentivado pesquisas para sua producdo biotecnoldgica, buscando aliar produgéo
sustentavel e eficiente (ALONSO et al.,, 2013). A producdo de acido lactobidnico por
Pseudomonas foi primeiramente observada por Stodola e Lockwood (1947). Os autores
avaliaram diversos géneros deste microrganismo e obtiveram rendimentos de 75% em produto
com Pseudomonas graveolens 14. Posteriormente, esta espécie foi investigada para oxidagao
da lactose por outros autores, a exemplo de Kluyver et al. (1951), Miyamoto et al. (2000) e
Alonso et al. (2011; 2012). Ainda, a oxidacéo da lactose pode ser resultado do emprego de
outros microrganismos especificos, como Acetobacter orientalis (KIRYU et al., 2012),
Burkholderia cepacia (MURAKAMI et al., 2006) e Zymomonas mobilis (SATORY et al.,
1997).

Sorbitol (CsH1406) € um poliol encontrado na natureza, em algumas espécies vegetais,
como pera, magé, péssego e ameixa. Consiste em uma substancia ndo cariogénica, com elevado
poder edulcorante, aproximadamente 50% superior a sacarose, isento de odor e sabor residual.
E utilizado nas industrias de alimentos e farmacéutica (BUDAVARI et al., 1996). A industria
de alimentos concentra a maior aplicacdo de sorbitol, cerca de 39%, seguida da indUstria de
dentifricios e cosmética, com aproximadamente 27%, e producdo de vitamina C, com 13%
(SHWIDE-SLAVIN et al., 2012). Na industria de dentifricios, sua aplicacdo se deve as suas
propriedades edulcorante, umectante e emulsificante, além de ndo afetar a saide dos dentes,
pois ndo é metabolizado pelas bactérias presentes na boca (LU, 2001). Esta substancia é
empregada, ainda, na composicao de alimentos e bebidas para diabéticos, ja que é lentamente
absorvida pelo organismo humano (SHWIDE-SLAVIN et al., 2012). Além disso, sorbitol é
aplicado para a producdo de sorbose, acido ascérbico e outros compostos farmacéuticos
(LADERO et al., 2007).

A producdo de sorbitol por via quimica é baseada na hidrogenacéo, a altas pressoes,
do xarope de dextrose (glicose), na presenca de um catalisador inorganico — niquel, a 150°C e
pressdo entre 40 e 50 atm (VAN GORP et al., 1999). Embora, a simples converséo por via
quimica seja de baixo custo, a etapa de purificagcdo € mais onerosa, em virtude do alto grau de
pureza exigido para aplicagdes nas areas de alimentos e farmacéutica (VAN GORP et al., 1999).
Métodos de producao de sorbitol com emprego de microrganismos especificos por processos
biotecnologicos podem consistir em uma vantagem econdmica, uma vez que a elevada
especificidade dos biocatalisadores, além de aumentar o grau de pureza dos produtos, reduz
custos associados as etapas de purificacdo (SILVEIRA; JONAS, 2002). Dentre o0s



microrganismos que possuem a capacidade de sintetizar sorbitol, destacam-se a levedura
Candida boidinii (TANI; VONGSUVANLERT, 1987) e a bactéria Z. mobilis (ZACHARIOU
e SCOPES, 1986).

A producéo de acido lactobionico e sorbitol por Z. mobilis sera discutida em maiores

detalhes na sequéncia.

3.2 CARACTERISTICAS E METABOLISMO DE Zymomonas mobilis

Z. mobilis é uma bactéria anaerobia, Gram-negativa. Quanto a morfologia celular, sdo
identificados bastonetes individuais, distribuidos em pares ou cadeias, com dimensGes médias
de 2,0 2 6,0 pm de comprimento e de 1,0 a 1,5 um de largura (SWINGS; DE LEY, 1977).

Esta bactéria tem despertado interesse na area de bioprocessos em funcdo da
potencialidade para producdo de etanol em grande escala, com superioridade em termos de
velocidade de formacgdo de produto em comparacdo as leveduras (ROGERS et al., 1984).
Entretanto, a aplicagdo industrial de Z. mobilis € limitada aos carboidratos, glicose, sacarose e
frutose (SPRENGER, 1996; LIN; TANAKA, 2006; PANESER et al., 2006). Contudo, nos
ultimos 30 anos, estudos vém sendo desenvolvidos enfocando engenharia genética com o fim
de aumentar a gama de fontes de carbono assimilaveis pela bactéria e, assim, garantir sua
aplicacdo em larga escala para producéo de etanol (DOELLE et al., 1993; SEO et al., 2005;
ROGERS et al., 2007; HE et al., 2014).

Sacarose, glicose e frutose sdo fontes de carbono metabolizadas pela mesma rota
bioquimica, a via de Entner-Doudoroff (Figura 2), caracteristica marcante do género
Zymomonas (SWINGS; DE LEY, 1977). Como resultado do metabolismo de um mol de
glicose, um mol de ATP é obtido.

Como pode ser observado na Figura 2, no primeiro passo do catabolismo, a enzima
invertase hidrolisa a sacarose a glicose e a frutose. A glicose é, entdo, fosforilada a glicose-6-
fosfato pela acdo da enzima glicoquinase. Neste caso, o doador do grupamento fostato € 0 ATP.
Posteriormente, a glicose-6-fosfato desidrogenase, que apresenta NADP* como aceptor de
elétrons, catalisa a oxidacdao de glicose-6-fostato a 6-fosfato-gliconolactona, com a consequente
reducdo a NADPH.

As reacOes seguintes consistem em hidrolise e desidratacdo, via a¢do das enzimas 6-fosfato
gliconolactonase e 6-fosfato-glicono desidratase, respectivamente. Na primeira, ha formacgéo
de 6-fosfogliconato, o qual é convertido, entdo, a 2-ceto-3-desoxi-6-P-gliconato. O composto

2-ceto-3-desoxi-6-P-gliconato € clivado a piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. O gliceraldeido-



3-fosfato € convertido a piruvato com a producgdo de duas moléculas de ATP e uma molécula
de NADH. Em uma reacdo catalisada pela enzima piruvato descarboxilase, o piruvato é, entéo,

descarboxilado a acetaldeido. Na ultima reacdo da via metabdlica, o acetaldeido € reduzido a

etanol.
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Figura 2. Metabolismo de carboidratos de Zymomonas mobilis (CARRA, 2012).



No caso da frutose, primeiramente, é fosforilada a frutose-6-fosfato pela acdo da
enzima frutoquinase. Posteriormente, a enzima glicose-6-fosfato isomerase catalisa a conversao
da frutose-6-fosfato em glicose-6-fostato. A glicose-6-fosfato segue, entdo, a via catabolica
descrita para a glicose (SWINGS; DE LEY, 1977).

Utilizando glicose como fonte de carbono, o rendimento em etanol por Z. mobilis é
superior a 95% do méaximo tedrico possivel (VIIKARI; BERRY, 1988), com formacdo de
quantidades insignificantes de outros subprodutos (SWINGS; DE LEY, 1977; VIIKARI,
BERRY, 1988). Com a utilizacdo de frutose, rendimento inferior € atingido, cerca de 90% do
valor maximo tedrico, com a geracao adicional de pequenas quantidades de manitol, sorbitol,
acetoina, glicerol e dihidroxicetona (VIIKARI; BERRY, 1988). A utilizacdo de sacarose como
fonte de carbono no meio de cultivo resulta em rendimento em etanol ainda menor, cerca de
75%, caracterizado pela formacéao de levana e sorbitol a partir da frutose (VIIKARI, 1984).

A formacao de sorbitol e de gliconato é resultado da acdo das enzimas periplasmaticas
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-d-lactonase (GL), respectivamente
(ZACHARIOU; SCOPES, 1986).

3.3 COMPLEXO ENZIMATICO GLICOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE /
GLICONO-6-LACTONASE

O complexo enzimatico GFOR/GL é caracterizado pelas reacbes de conversdo de
quantidades equimolares de glicose e frutose a &cido glicbnico e sorbitol, respectivamente
(ZACHARIOQOU; SCOPES, 1986). O mecanismo de acdo da GFOR, que contém a coenzima
NADP™ fortemente acoplada, atua pelo classico sistema ping-pong, no qual oxida a glicose a
glicono-4-lactona com consequente reducdo da frutose a sorbitol (Figura 3). A hidrélise da
glicono-é-lactona a acido gliconico é resultado da acdo da enzima GL. Acredita-se que GFOR
tenha funcéo fisiologica, uma vez que a formacao de sorbitol esté relacionada com a protegéo
contra o estresse osmatico causado por altas concentragdes de aclicares no meio em que se
encontra 0 microrganismo, a fim de manterem-se as atividades bioldgicas da célula
(ZACHARIOU; SCOPES, 1986; LOOS et al., 1994).



Glicose ————»  Glicono-&-lactona ?h Gliconato
' o GL
GFOR -

Sorbitol +——— Frutose

Figura 3. Mecanismo de acdo das enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-5-
lactonase (GL) de Zymomonas mobilis (ZACHARIOU; SCOPES, 1986).

A maxima atividade catalitica de GFOR purificada, utilizando como substratos glicose
e frutose, é obtida em pH de 6,2 e temperaturas entre 39 e 42°C (ZACHARIOU; SCOPES,
1986). Nestas condicdes de operacdo, estes autores relataram conversdes de 99% em sorbitol e
gliconato de sdédio. Erzinger et al. (1996) confirmaram que os resultados para a maxima
atividade de GFOR, contida em células integras de Z. mobilis, ocorre na temperatura de 39 a
42°C e em pH entre 6,2 a 6,4.

Em estudos realizados com GFOR purificada foi verificada sua instabilidade catalitica
quando submetida a longos periodos de reagdo (GOLLHOFER et al.,1995; FURLINGER et
al.,1996; NIDETZKY et al., 1997). Nesses trabalhos, os autores descrevem que a perda na
atividade € decorrente da prépria acdo da enzima durante a reacdo. Este efeito, no entanto, pode
ser minimizado com a adi¢do ao meio reacional de substancias antioxidantes, como ditiotreitol
— DTT (GOLLHOFER et al.,1995; FURLINGER et al.,1996; NIDETZKY et al., 1997;
SATORY et al, 1997), glutatinona reduzida (GOLLHOFER et al.,1995) e cisteina
(GOLLHOFER et al.,1995).

Em reacdes de bioconversdo de glicose e frutose em é&cido glicdnico e sorbitol
utilizando-se células viaveis de Z. mobilis, foi observado que tanto o gliconato formado como
a glicono-6-lactona recém-formada eram consumidos e seguiam a rota de Entner-Doudoroff
para a formacéo de piruvato e, em seguida, de etanol, o que resultou na reducdo do rendimento
de formagéo dos produtos (CHUN; ROGERS, 1988). Para contornar tal situacdo, foi proposto
por Chun e Rogers (1988) o tratamento das células com tolueno, a fim de permeabilizar a parede
celular. A permeabilizacdo resulta no extravasamento de cofatores essenciais para a rota de
formagéo de etanol (CHUN; ROGERS, 1988; WILBERG et al., 1997) e facilita o acesso dos
substratos as enzimas (WILBERG et al., 1997). Rehr et al. (1991), por sua vez, propuseram a
permeabilizacdo das células de Z. mobilis com detergentes cationicos, tendo definido um
eficiente tratamento com brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) 0,1 % (m/v), por 10 minutos,
que resultou em rendimentos da ordem de 98-99% em gliconato de sédio e sorbitol.

A permeabilizacdo celular € um processo bem estabelecido e amplamente utilizado em
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escala laboratorial (CHUN; ROGERS, 1988; REHR et al., 1991; JANG et al., 1996; WILBERG
et al., 1997; MALVESSI et al., 2010; 2013; PEDRUZZI et al., 2011). No entanto, no caso de
aumento de escala deste processo, essa etapa poderia ter um impacto negativo sobre 0s custos
operacionais (WISBECK et al., 1997; SILVEIRA et al., 1999). Wisbeck et al. (1997) relatam a
utilizacdo de elevada concentracdo inicial de substratos (glicose + frutose) com células
floculantes de Z. mobilis e isentas de tratamento com agentes permeabilizantes. Os autores
destacaram a obtencdo de rendimentos de 91% e 92% em é&cido glicbnico e sorbitol,
respectivamente. Silveira et al. (1999) demonstraram que altas concentracfes iniciais de
substratos (glicose e frutose) e, posteriormente, altas concentragfes de produtos inibem a
formacdo de etanol, tornando, portanto, desnecessaria a permeabilizacdo da biomassa celular.
Foi relatado que a concentracdo inicial de 650 g/L de substratos (glicose + frutose) seria
suficiente para inibir a conversdo de 4acido gliconico em etanol, resultando em
aproximadamente 300 g/L de produto e rendimento de 91%. A maior produtividade, no entanto,
foi atingida na concentracao inicial de 500 g/L, fato que pode estar associado a uma possivel
inibicdo da enzima quando utilizadas concentracdes iniciais de substrato mais elevadas.

Além da glicose, GFOR tem, ainda, a capacidade de oxidar outras aldoses, em
combinagdo com a frutose, como xilose, galactose, arabinose, manose, maltose, celobiose e
lactose aos seus respectivos acidos organicos (SATORY et al., 1997). Malvessi et al. (2013)
avaliaram a atividade catalitica da GFOR, contida em células de Z. mobilis, com maltose,
galactose e lactose combinado com frutose. Como resultado, observaram menor afinidade entre
GFOR e estes substratos em comparacao a glicose, corroborando os valores encontrados por
Satory et al. (1997) para GFOR purificada. Apesar da identificagdo de menor atividade
catalitica com lactose, em comparacdo a outras aldoses (SATORY et al., 1997; MALVESSI et
al., 2013), sua utilizacdo se justifica pelo elevado valor comercial e importantes aplicacdes

industriais do &cido lactobidnico

3.3.1 Uso da lactose como substrato para glicose-frutose oxidorredutase

A cinética de oxidagdo da lactose pode ser descrita por uma equacdo hiperbdlica,
conforme o modelo de Michaelis-Menten, quando a concentracdo do segundo substrato
(frutose) é mantida constante (SATORY et al., 1997). De acordo com os autores, o valor
aparente de Kv para lactose é de 1,2 mol/L, a 30°C e pH 6,2, valor aproximadamente 80 vezes
superior ao determinado para a glicose. Entretanto, este valor ndo é alcancado

experimentalmente, pois a maxima solubilidade da lactose a 30°C é 0,6 mol/L. Valores de Km
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superiores a solubilidade da lactose indicam que a velocidade da reacdo sera sempre de primeira
ordem em relacéo a concentragdo de substrato real, independentemente do grau de conversao
do substrato. (SATORY et al., 1997).

Conforme Malvessi et al. (2013), o uso de elevadas concentracdes iniciais de substrato,
desde que n&o iniba a atividade enzimaética, favorece a velocidade da reacdo, uma vez que a
constante cinética Km para GFOR ¢ alta. A solubilidade da lactose em agua fervente é proxima
de 1,1 mol/L; assim, estes autores conduziram ensaios de bioconversao, com soluc¢des saturadas
de lactose (0,7; 1,0 e 1,2 mol/L) preparadas com agua em ebulicdo. Embora valores crescentes
tenham sido observados para a concentracao final e a produtividade em acido lactobidnico, com
0 aumento da concentragao inicial de substratos, os autores relatam uma reducdo significativa
na conversdao de substratos em produtos. Ainda, as maximas velocidades especificas de
formacéo dos produtos no inicio da reacdo foram iguais quando usadas 0,7 mol/L e 1,0 mol/L
de solugdes de substratos, enquanto que para 1,2 mol/L valores menores foram obtidos. Desta
forma, uma vez que a melhor conversdo de substratos foi obtida em 0,7 mol/L e considerando
gue nesta condicdo a reologia do meio reacional é pouco afetada, ja que possui menor
viscosidade, essa concentracdo foi definida para os ensaios de bioconversao.

Como forma de aumentar a produtividade da reacéo e a conversao de substratos em
produtos, Malvessi et al. (2013) avaliaram diferentes concentragdes (12,5; 20,0; 25,0 e 37,5
g/L) de células permeabilizadas de Z. mobilis livres nos ensaios de bioconversdo com lactose e
frutose 0,7 mol/L. Como resultado, observou-se reducdo na maxima velocidade especifica e na
produtividade especifica com concentracdes celulares superiores a 25 g/L, indicando a presenca
de excesso de enzimas em relacdo a concentracdo de substratos usada na reagéo.

Satory et al. (1997) avaliaram a bioproducdo de acido lactobiénico com GFOR
purificada em reator de mistura completa sob regime de operacdo em batelada e batelada
alimentada. Na condicao em batelada, a conversao de 90% do substrato disponivel foi alcangada
em 60h de reacdo. Com a alimentagdo de substratos foi possivel a manutencédo da atividade
catalitica de GFOR por 200 horas de reacéo, atingindo o mesmo percentual de converséo (90%).
Em reacdes com alimentacdo, foram adicionados ao meio ditiotreitol (DTT) e albumina de soro
bovino (BSA) para auxiliar na preservacdo da estabilidade de GFOR. Os autores avaliaram,
ainda, a producdo continua em reator de membrana. Como resultado, nesse caso, em um tempo
médio de residéncia de 16,7 h foi possivel manter 44% de conversao do substrato inicial (0,5
mol/L), atingido uma produtividade em &cido lactobiénico aproximadamente 12,80 mmol/L/h

(110 g/L/d). Contudo, os autores relatam que, devido a baixa afinidade de GFOR por lactose,
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conversdo elevadas (proximas a 80%) em regime continuo sé poderiam ser obtidas se a
atividade catalitica da enzima fosse 20 vezes maior ou, ainda, se o tempo de residéncia fosse
aumentado em 100 horas. Para contornar esse fato, uma solucéo alternativa, segundo os autores,

seria a utilizacdo do sistema imobilizado em reator tipo plug-flow.

3.4 IMOBILIZACAO DE BIOCATALISADORES

A imobilizacdo de biocatalisadores — enzimas ou células — pode ser definida como o
seu aprisionamento fisico ou quimico em um determinado suporte, com a preservacdo da
atividade catalitica e que possibilite sua reutilizacdo (KAREL et al., 1985). Nos processos
biotecnoldgicos, a imobilizacdo tem se mostrado uma técnica promissora quando comparada
com o processo tradicional com células ou enzimas no seu estado livre, pois proporciona um
aumento de produtividade, devido a elevada concentracdo do biocatalisador no reator
(FAJARDO-OCHOA et al., 2011), e promove a protecdo do sistema imobilizado contra o
cisalhamento, possibilitando sua utilizacdo por periodos prolongados (KOURKOUTAS et al.,
2004). Destaca-se, também, a maior facilidade na recuperagdo dos produtos (D’SOUZA, 1999)
e a possibilidade de uso de diferentes configuracdes de reatores e regimes de operacdo
(KOURKOUTAS et al., 2004).

De fato, a imobilizacdo de biocatalisadores apresenta varias vantagens; no entanto,
como desvantagem cita-se a instabilidade mecéanica do suporte e as restricdes na transferéncia
de massa. Estas desvantagens podem ser evitadas ou diminuidas pela escolha criteriosa do
suporte, do método de imobilizacéo e das condicbes de operacdo do biorreator (KAREL et al.,
1985; HANEFELD et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012).

Os métodos de imobilizacdo séo classificados de acordo com a técnica aplicada
(PILKINGTON et al., 1998) e pelo tipo de suportes (naturais ou sintéticos) (BUGA et al.,
2010):
¢ ligacdo ou adsorcdo a um suporte solido - consiste na adesdo das células na superficie do

suporte fixo, podendo ocorrer por adsor¢do natural ou por meio de agentes de ligacédo
cruzada, como o glutaraldeido;
e aprisionamento numa matriz porosa - baseia-se na insercdo das celulas em uma matriz
porosa, que impede a difusdo das células para 0 meio, como € o caso do alginato de calcio;
o floculagdo natural ou artificial - envolve a floculagdo das células de maneira natural ou
artificial induzida, formando agregados (CLEA);

e contencdo através de barreiras - envolve a retencao por barreiras fisicas como, por exemplo,
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Na Figura 4 estdo apresentados os diferentes métodos de imobilizacdo de

biocatalisadores.
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Figura 4. Métodos de imobilizacdo (KOURKOUTAS et al., 2004).

H& uma grande variedade de suportes disponiveis para a aplicacdo em imobilizacédo e

a sua escolha depende do custo e da disponibilidade do material, do biocatalisador a ser

imobilizado, do método de imobilizagao e da especificidade de cada processo (ES et al., 2015).

“A natureza fisica dos suportes pode variar desde materiais geliformes (alginato, alcool

polivinilico, carragena) até superficies solidas (vidro poroso, Eupergit C, alumina)”

(CANILHA et al, 2006, p. 51).

Nos casos descritos para a imobilizacdo de Z. mobilis destacam-se os suportes, como
alginato de célcio (CHUN; ROGERS, 1988; MALVESSI et al., 2010), k-carragena (REHR et
al., 1991; JANG et al., 1996), membranas de fibra oca (FERRAZ et al., 2000), esponja lufa
cilindrica (VIGNOLI et al., 2006) e esferas de alcool polivinilico - PVA (LORENZETTI et al.,

2015).
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Embora existam diversos tipos de suportes, o aprisionamento em gel de alginato,
técnica de imobilizagdo utilizada no presente trabalho, é a mais utilizada devido ao seu baixo
custo e a simplicidade na preparacdo do sistema imobilizado, com a formacgédo do gel com
cations divalentes, como o Ca?" (LEE; MOONEY, 2012). Essa forma de imobilizacdo é

discutida em maiores detalhes na sequéncia.

3.4.1 Alginato de calcio como suporte para imobilizacao

Alginato é um polissacarideo linear presente nas algas marrons (classe Phaeophyceae),
constituido de unidades de (1,4)-B-D-manuronato (M) e (1,4)-a-L-guluronato (G). A
distribuicdo quimica do alginato (Figura 5) pode ser apresentada somente em blocos de acido
manurénico (MMMM) ou de &cido gulurdnico (GGGG), embora também possam aparecer
ambos os acidos de forma alternada (MGMGMGMGMG) (LEE e MOONEY, 2012).

A distribui¢éo dos blocos do alginato e o comprimento de cada bloco dependem da
fonte o qual foi extraido (GACESA, 1988). Essa é uma caracteristica importante, que determina
a estabilidade do gel, uma vez que somente os blocos G participam do processo de gelificacdo
com cations divalentes (Figura 6). Assim, considerando-se que a formacéao do gel ocorre a partir
da interacdo eletrostatica dos grupos carboxilicos do bloco G com os cétions divalentes, quanto
maior for a relacdo G:M, melhores serdo as propriedades fisicas do gel (GASECA, 1988; LEE
e MOONEY, 2012).
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Figura 5. Estrutura quimica do alginato de Figura 6. Estrutura de formacdo do gel de
sédio (LEE e MOONEY, 2012). alginato de calcio (KUHBECK et al., 2015).

A formacéo dos géis de alginato ocorre quando o seu sal de sédio entra em contato
com cations divalentes. Neste momento, ha a troca do cation Na* do alginato pelo cation

presente na solucio, sendo que o cation mais comumente utilizado na imobilizacdo é o Ca®*.
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Para a imobilizagdo, a solucdo ou suspensdo de um determinado biocatalisador é misturada a
uma solucéo de alginato de sédio. Essa mistura é gotejada sobre a solucgdo de cloreto de calcio
até a formacdo dos géis, ficando o biocatalisador retido no interior do gel de alginato de célcio
(GACESA, 1988; KAWAGUTI; SATO, 2008). Enquanto as esferas de alginato contendo o
biocatalisador permanecem na solugdo de CaCly, os fons Ca?* sdo constantemente transportados
para o interior do suporte, até que o equilibrio seja atingido (GACESA, 1988; BLANDINO et
al., 1999).

A imobilizacdo em alginato de céalcio apresenta diversas vantagens, como,
biocompatibilidade, simplicidade do método e baixo custo (BLANDINO et al., 1999). No
entanto, como principal desvantagem cita-se a sua solubilizacdo quando utilizado por longos
periodos de reacdo. Assim, a fim de manter-se a forma e a integridade das esferas de alginato
de célcio, € necessaria, em muitos casos, a adi¢cdo de ions de calcio durante a reacao
(WIDER@E; DANIELSEN, 2001). Algumas alternativas vém sendo desenvolvidas para
contornar as dificuldades impostas pela utilizacdo de géis de alginato de calcio por longos
periodos, como a utilizacdo de quitosana e/ou pectina com o alginato, visando tornar os geis
mais estaveis e aumentar sua resisténcia através das diferentes ligacbes quimicas e fisicas
formadas (WIDER@E; DANIELSEN, 2001; LEE; MOONEY, 2012; BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2015).

As propriedades gelificantes do alginato de calcio dependem da composicao
monomeérica, do tamanho molecular e da distribuicdo dos blocos que compde a estrutua do
polimero, bem como, da concentracdo de alginato de sddio e da concentracao dos ions de calcio
(BLANDINO et al., 1999; LEE; MOONEY, 2012). Nesse contexto, Blandino et al. (1999)
avaliaram o efeito da concentracdes de alginato de sédio e de CaCl. na cinética de formacéo de
capsulas de alginato de célcio. Os autores mostraram que 0 aumento na concentra¢do do
polimero torna a estrutura de gel mais densamente reticulada e menos porosa; com isso, do
ponto de vista mecanico, essas amostras eram mais resistentes do que as obtidas a partir de
solugdes menos concentradas de polimero. Nenhum efeito positivo, no entanto, foi relatado
quanto as variagfes na concentracao de cloreto de célcio sobre a resisténcia mecanica do gel.

Potumarthi et al. (2008), em estudo para a otimiza¢do do método de imobilizacdo de
Bacillus licheniformis NCIM-2042 visando a producdo de protease, descreveram que altas
concentragOes de alginato diminuiram a produgdo de enzimas, fato atrelado as dificuldades
difusionais pelo tamanho reduzido dos poros da rede de reticulacdo. J& baixas concentraces

podem promover o extravasamento do biocatalisador, devido ao grande tamanho de poros.
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Quanto ao efeito da concentragdo da solucdo de CaCly, os autores, também, observaram que em
concentracOes elevadas formam-se géis mais resistentes, dificultando a difusdo. Assim, nas
condicdes avaliadas, os resultados mostraram que a variacao nas concentracdes do biopolimero
e do sal de calcio pode resultar em melhora no desempenho das células imobilizadas por
periodos prolongados. Ainda, para a condi¢do de alginato de sddio 2,78% (m/v) e CaCl 2,15%
(m/v), foi possivel reutilizar o biocatalisador imobilizador por doze ciclos de produgdo sem

haver extravasamento do microrganismo para 0 meio.

3.4.1.1 Imobilizacdo de Zymomonas mobilis em alginato de calcio para a producdo de acidos
organicos e sorbitol

Chun e Rogers (1988) compararam a producdo de acido glicdnico e sorbitol com
células permeabilizadas de Z. mobilis no seu estado livre e imobilizadas em alginato de célcio.
Neste estudo, observaram-se resultados semelhantes nas duas condicdes. Entretanto, a
velocidade de formacdo de produtos foi maior para células livres, fato provavelmente
relacionado com as limitagOes difusionais do sistema imobilizado. As células imobilizadas
foram utilizadas em bateladas de bioconversdo de 20 horas, repetidas cinco vezes, e observou-
se que a atividade catalitica da enzima manteve-se acima de 80%, mesmo apds as 120 horas de
utilizacdo. Para 0 mesmo processo, Bertasso et al. (1996) avaliaram a preservacao da atividade
catalitica de GFOR/GL em células de Z. mobilis ndo permeabilizadas e imobilizadas em
alginato de célcio. Os autores relataram a preservacao de cerca de 80% da atividade inicial apds
aproximadamente 350 horas de processo de bioconversdo em batelada.

Pedruzzi et al. (2011) avaliaram o efeito do tamanho da esfera do gel de alginato de
calcio contendo Z. mobilis (permeabilizada e reticulada com glutaraldeido) sobre a transferéncia
de massa em ensaios de bioconversdo de lactose (700 mmol/L) e frutose (350 mmol/L) em
acido lactobidnico e sorbitol, respectivamente. Os autores mostraram nao haver interferéncia
consideravel na velocidade de formacao de produtos quando utilizadas esferas com diametro
médio de 1,2 mm. Neste caso, 0 valor para a velocidade de formacéo de produtos foi de 41,6
mmol/L/h, enquanto que para rea¢do com esferas maiores (1,7 mm), a velocidade diminuiu para
33,6 mmol/L/h. Assim, o tamanho da esfera representa um parametro importante para 0s
parametros cinéticos da reacdo. Ainda, os autores descrevem que para a utilizagéo deste sistema
imobilizado por longos periodos sdo necessarios novos estudos, uma vez que, ao final da

bioconversdo observou-se a ruptura do suporte.
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No que se refere as caracteristicas fisicas do suporte de imobilizacdo, nesse caso
alginato de célcio, ao final dos ensaios de bioconversdo, Carra (2012) relata perda na rigidez do
suporte e um aumento no diametro das esferas. Fato que esta associado ao acumulo de liquido

no interior da esfera; no caso, este liquido compreende produtos e substratos da reacao.

3.4.2 Glutaraldeido: caracteristicas e aplicacdes

A reticulacdo € um processo quimico em que cadeias independentes se interligam por
meio de ligacGes covalentes, promovendo modificaces na solubilidade e em outras
propriedades das cadeias independentes (HEMAPRABHA, 2012). Dentre os agentes de
reticulacdo de proteinas disponiveis, glutaraldeido é, sem davidas, o mais aplicado, nas mais
diversas areas, como, histoquimica, microscopia, citoquimica, curtimento de peles, tecnologia
enzimatica, esterilizacdo quimica e biomédica e em ciéncias farmacéuticas (MIGNEAULT et
al., 2004).

Glutaraldeido (CsHsO2) é um dialdeido saturado de cinco carbonos, que se apresenta
na forma de um liquido oleoso acentuado, cor de palha, soldvel em agua, alcool e em outros
solventes organicos. E comercializado na forma de solucdo &cida (pH 3,0-4,0), variando nas
concentracdes de 25% a 70% (m/v) (MIGNEAULT et al., 2004). Possui em sua estrutura
grupamentos carbonila que reagem com &cidos nucléicos e proteinas em pH neutro (MINER et
al., 1977), sendo mais eficiente do que outros aldeidos na formacdo de reticulacdo térmica e
guimicamente estavel (OKUDA et al., 1991).

A estrutura quimica do glutaraldeido é dependente do pH da solugdo em que se
encontra, conforme descrito por Okuda et al. (1991) e por Walt e Agayn (1994) e ilustrado na
Figura 7. As solucdes comerciais (25% ou 70%), por exemplo, podem consistir de uma mistura
multicomponentes: glutaraldeido livre (1), linear mono- (11) e di-hidratado (I11), hemiacetal
ciclico (IV) e oligbmeros (V) (WALT; AGAYN, 1994).



18

HOCH- “HIC

OHC CHO
(\funo H i on ¥
oIl %Ho—* +
Hol ~o 0" OH (X} o9 19
R o 1C I Jrrcuc:-

I \ ot

|/\| HO ] CHO /g-s
: ~/\4*’\/‘-- vy CHO
LHE  CHO| —— oHC n CHO

HO™ 07 OH 0 VD)

avy
\ OH CHO
n=y Am]
l \ l OHC

OHC  ClL,0H m (vin
—_ an CHO =ome

OH == QHC

HOCH, CIHL,OH o0 m
am o ™Sou

(XIy

Aumento do pH

Figura 7. Exemplos das formas do glutaraldeido em solugéo aquosa (adaptado de MIGNEAULT et al.,
2004).

Cada estrutura participa de uma forma diferente nas reacdes de reticulacédo e, por
consequéncia, resulta em produtos diferentes; porém, € dificil afirmar qual destes componentes
é 0 mais eficiente para reacGes de reticulacdo (WALT; AGAYN, 1994; MIGNEAULT et al.,
2004). Geralmente, a reacdo entre aldeidos e grupamentos amino resulta em uma base de Schiff
(OKUDA et al., 1991), mas, sob condi¢bes acidas, este composto formado torna-se instavel e
regenera-se a aldeido e amina (WALT; AGAYN, 1994). Em virtude da estabilidade das
ligagdes entre glutaraldeido e o grupamento amino sob condic6es acidas, sugere-se que este ndo
seja 0 mecanismo provavel para esta reacdo (OKUDA et al., 1991; WALT; AGAYN, 1994).
Alternativas de elucidar o mecanismo de reticulagdo com glutaraldeido foram propostos por
diversos autores (MIGNEAULT et al., 2004), destacando-se a condensacdo aldolica do
glutaraldeido (RICHARDS; KNOWLES, 1968; MONSAN et al., 1975) e adi¢cdo de Michael
(RICHARDS; KNOWLES, 1968; PETERS; RICHARDS, 1977; TASHIMA et al., 1991). Na
Figura 8, s&o mostrados os mecanismos de reacdo propostos para algumas das diferentes

estruturas do glutaraldeido.
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Figura 8. Reacdo das diferentes estruturas do glutaraldeido com enzimas/proteinas (adaptado de
MIGNEAULT et al., 2004).

O mecanismo de reacdo do glutaraldeido com grupos amino das proteinas ndo é
claramente compreendido, como ilustrado pelo nimero de mecanismos relatados na literatura

(Figura 8) (MIGNEAULT et al.,

responsavel pela reticulacdo do glutaraldeido com proteinas. Todas as formas relatadas de

2004). Acredita-se, que nenhum mecanismo Unico seja

glutaraldeido exibem a capacidade de reagir e reticular as proteinas, conduzindo a formacéo de
uma ampla gama de conjugados. No entanto, apesar das incertezas associadas ao mecanismo
de reacdo, a inclusdo de glutaraldeido em técnicas de imobilizacdo de enzimas tem aumentado
constantemente, especialmente pela formacdo de uma rede tridimensional insolivel como
resultado da reticulacdo intermolecular e a ligacdo a um suporte fixo (MIGNEAULT et al.,
2004; BARBOSA et al., 2014).

A utilizagdo do glutaraldeido na técnica de imobilizacdo por inclusdo em gel de
alginato tem se destacado, uma vez que, assim, pode-se aumentar a estabilidade quimica e
mecanica do gel (ATES; MEHMETOGLU, 1997; TANRISEVEN; DOGAN, 2002; HUANG
et al., 2014). Embora a estrutura quimica do gel de alginato de calcio ndo permita ligacdes com
0 glutaraldeido (MIGNEAULT et al.,
gelatina tém sido publicados, uma vez que a gelatina é uma proteina compativel com o
glutaraldeido para a reticulagdio (TANRISEVEN; DOGAN, 2002). Ainda, nos casos da

2004), relatos da combinacdo deste polimero com

utilizacdo de alginato como unico suporte para imobilizacdo, glutaraldeido interage com o
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biocatalisador, formando a rede de reticulagdo com os grupamentos amino nele presentes
(Figura 9) (TANRISEVEN; DOGAN, 2002).
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Figura 9. Esquema da reticulacdo de células microbianas com glutaraldeido (MCGINLEY, 2012).

Ates ¢ Mehmetoglu (1997) compararam a atividade especifica de B-galactosidase
imobilizada em alginato de cobalto, reticuladas e ndo reticuladas com glutaraldeido, e
observaram que para a condicdo reticulada a atividade manteve-se em 83% por 240 horas,
enquanto que para as néo reticuladas a atividade foi de apenas 50% no mesmo tempo. Assim,
0s autores concluem que o tratamento dos géis de alginato com glutaraldeido promove maior
estabilidade do gel e previne o extravasamento do biocatalisador (ATES; MEHMETOGLU,
1997). Para esta mesma condicdo, Haider e Husain (2007) mantiveram 90% da atividade ap6s
42 horas de reacéo.

Jung et al. (1990) compararam a eficiéncia na conversdo a sorbitol e acido glicbnico
com células permeabilizadas de Z. mobilis em seu estado livre e imobilizado em alginato de
calcio, reticuladas e ndo reticuladas com glutaraldeido, em regime de operagdo continuo e em
batelada. Os resultados para ensaios de bioconversdo em batelada para células no seu estado
livre e imobilizada em alginato de calcio foram similares. Apo6s o primeiro ciclo, a producédo de
sorbitol foi reduzida em aproximadamente 50-70% para a segunda e terceira batelada, fato
associado, provavelmente, ao extravasamento das enzimas pela parede permeabilizada das
células. Para o processo operando em regime continuo, com Z. mobilis imobilizada em alginato
de caélcio, os autores observaram a reducdo na concentracdo de sorbitol a medida que as
concentracdes de substratos aumentaram, resultado que sugere a liberagcdo das enzimas pela
parede permeabilizada das células. Os autores contornaram essa situagdo com a utilizagéo de
glutaraldeido para promover a reticulagdo das enzimas no interior das células da bactéria,
prevenindo a perda das enzimas e mantendo a converséo a sorbitol por 210 horas de reagao.

A alta reatividade do glutaraldeido na reticulagdo dos grupamentos amino presente na
parede externa e na membrana dos microrganismos é responsavel pela eficacia biocida contra

bactérias Gram-negativas, fungos e virus (MINER et al., 1977). No caso de bactérias Gram-
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negativas, por exemplo, sua destruicao estd associada a combinacgdo da reticulacdo parcial da
camada externa (composta de lipoproteina) e na inativacao de determinadas enzimas presentes
na parede celular ou no periplasma da bactéria, que sdo necessarias para a viabilidade celular.
Assim, o transporte de nutrientes essenciais € inibido (GORMAN; SCOTT, 1980).

3.4.3 Producéo de acido lactobioénico e sorbitol com células de Zymomonas mobilis
imobilizadas em alginato de célcio

A imobilizacdo de Z. mobilis em alginato de célcio, para o uso de GFOR/GL, foi
primeiramente relatada por Chun e Rogers (1988), conforme ja descrito anteriormente. Para a
producdo de outros acidos organicos, particularmente acido lactobi6nico, diferentes trabalhos
foram descritos (MALVESSI, 2008; PEDRUZZI et al., 2011; CARRA, 2012; MALVESSI et
al., 2013; CARRA et al., 2015), que serdo discutidos a seguir.

Pedruzzi et al. (2011), avaliaram o efeito da concentragdo inicial dos substratos
(lactose e frutose) em ensaios de bioconversdo com o sistema imobilizado. Os autores
observaram um incremento da velocidade reacional com o aumento da concentracao inicial de
lactose. Por outro lado, a presenca da frutose néo influenciou negativamente a velocidade inicial
da reacdo, sendo essa dependente da concentracdo de lactose. Malvessi (2008) avaliou o efeito
da concentracdo de lactose/frutose sobre a atividade enzimatica do complexo GFOR/GL
imobilizado em alginato de calcio. Como resultado, verificou-se um efeito positivo e crescente
na atividade enziméatica com o aumento da concentracdo de substratos (lactose/frutose) até 900
mmol/L. Em concentragdes superiores, entre 900 a 1200 mmol/L, resultados semelhantes foram
obtidos e para concentragfes maiores do que 1300 mmol/L, observou-se a reducdo da atividade
enzimatica. Entretanto, conforme ja discutido anteriormente, o uso de elevadas concentracdes
de lactose é limitado pela sua solubilidade. Carra (2012), por sua vez, avaliou o efeito da
concentracéo inicial de lactose (700 mmol/L) combinado a diferentes concentragdes de frutose
(500, 550, 600 e 700 mmol/L) com celulas permeabilizadas e reticuladas de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de calcio (2% m/v). Como resultado, tem-se que a bioproducéo de
acido lactobionico foi superior quando utilizadas concentracdes elevadas de frutose (600 e 700
mmol/L). Ainda, de forma geral, maior eficiéncia de producdo de acido lactobibnico e sorbitol
por Z. mobilis foi atingida com a utilizacdo de 700 mmol/L e 600 mmol/L de lactose e frutose,
respectivamente.

Com o intuito de aumentar a velocidade reacdo e melhorar a produtividade do processo

de obtencgdo &cido lactobidnico e sorbitol com Z. mobilis imobilizada em alginato de célcio,
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Carra (2012) avaliou o efeito de diferentes concentracgdes (5, 10, 20 e 30 g/L) do biocatalisador
imobilizado em ensaios de bioconversdo com lactose/frutose 0,7 mol/L. Com o aumento da
concentracdo do biocatalisador, menor tempo de reacdo foi necessario para atingir 0 mesmo
percentual de conversdo do substrato; assim, a produtividade foi superior para a condi¢do 30
g/L. Embora Malvessi et al. (2013), em reacdo com células livres, tenham observado uma
diminuicdo na produtividade especifica em concentra¢@es de biocatalisador superiores a 25 g/L,
os resultados de Carra (2012) demonstram a possibilidade de utilizacdo de 30 g/L biocatalisador
imobilizado sem haver excesso de enzimas em relacdo ao substrato disponivel na reacdo. No
entanto, as dificuldades associadas ao processo nesta condi¢ao, com destaque para a diminuicdo
da quantidade de &gua disponivel para solubilizagdo dos substratos e problemas de
mistura/controle de processo em reatores com agitacdo magnética, resultaram na definicéo por
20 g/L do biocatalisador imobilizado.

A influéncia do pH e da temperatura no processo de producéo de acido lactobidnico e
sorbitol por Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio e posterior reticulacdo com
glutaraldeido foi avaliado por Malvessi et al. (2013). Os autores relatam superioridade na
atividade catalitica das enzimas em valores de pH de 7,0 a 8,0 e temperatura de 47 a 50°C,
alcancando um incremento de 24% e 35%, respectivamente, quando comprada com as
condigdes padréo descritas na literatura (39°C, pH 6,4). No entanto, em ensaios de bioconversdo
repetidos, obtencdo de rendimento maximo de 75% em &cido lactobidnico foi em pH 6,4 e nas
temperaturas de 39 ou 47°C. Esse resultado para temperaturas superiores se deveu,
possivelmente, a um efeito protetor do suporte as enzimas (MALVESSI et al., 2013).

A reutilizagdo em repetidas bateladas de bioconversdo de lactose e frutose em &cido
lactobibnico e sorbitol foi avaliada por Carra et al. (2015), que observaram queda na maxima
velocidade especifica de formacdo dos produtos e na produtividade especifica ao longo do
processo. Os autores sugerem que a reducdo nos parametros da reacao se deveu, provavelmente,
a reducéo na transferéncia de massa ocasionada pelo enrijecimento do suporte posteriormente

ao tratamento com CacCl..

3.5 BIORREATORES PARA BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS:
CARACTERISTICAS E CONFIGURACAO

O sucesso de processos realizados com o uso de biocatalisadores imobilizados
depende, adicionalmente, da escolha adequada do tipo de biorreator (PITCHER JR, 1978).

Embora exista uma variedade de reatores, bem como de formas de conducgéo da operacéo, esta
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defini¢do dependera das particularidades do processo, tais como as caracteristicas de mistura,
transferéncia de massa exigida, distribuicdo das células, atrito com o biocatalisador, cinética da
reacdo, controles empregados e custo do reator (NEMATI e WEBB, 2011). Os reatores
empregados para sistemas imobilizados podem ser de mistura completa com agitacdo mecanica
(STR) ou com agitacdo pneumatica, e de coluna, com leito fixo ou leito fluidizado (NEMATI
e WEBB, 2011). O regime de operagdo para tal aplicacdo pode ser descontinuo, descontinuo
alimentado ou com processo continuo (PITCHER JR, 1978). Embora o processo mais simples
seja em reator de mistura completa em regime descontinuo, a combinacao de diferentes tipos
de reatores e regimes de operacdo pode ser empregada (PITCHER JR, 1978; NEMATI e
WEBB, 2011).

Os reatores de mistura completa com agitacdo mecanica (Figura 10) sdo 0s mais
utilizados para crescimento microbiano e bioconversdo com células no seu estado livre, tanto
em escala laboratorial como em industrial (PITCHER JR, 1978; SHMIDELL et al., 2001). Isso
se deve a eficiéncia na mistura do meio, o que proporciona melhor transferéncia de calor e
massa e de controles de parametros como o pH e a temperatura (PITCHER JR, 1978;
SHMIDELL et al., 2001). Para isso, no entanto, este tipo de reator requer elevada quantidade
de energia, 0 que pode consistir num impecilho econdmico para o processo (SHMIDELL et al.,
2001). Apesar disso, a principal limitacdo destacada para este tipo de reator, aplicado aos
sistemas imobilizados, tem relacdo com a tensdo de cisalhamento provocada pelos impelidores
sobre suporte do biocatalisador imobilizado (NEMATI e WEBB, 2011).
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Figura 10. Desenho esquematico de um reator de mistura completa com agitagdo mecénica (adaptado
de TOWLER; SINNOTT, 2013).

Os impelidores sdo os responsaveis pelos fluxos do fluido no reator e, dependendo de
seu formato, provocam diferengas na caracteriza¢do da mistura. Logo, para contornar os efeitos

adversos do cisalhamento, ha a possibilidade de trabalhar com diferentes tipos de impelidores,
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que sejam capazes de promover a homogeneidade na mistura com menor cisalhamento
(NEMATI e WEBB, 2011).

Como alternativa para contornar os problemas impostos pelos impelidores nos reatores
de agitacdo mecanica, utiliza-se circulacdo de ar para promover a homogeneizagédo
(OBRADOVIC et al., 2004; MARGARITIS; KILONZO, 2005; NEMATI; WEBB, 2011). Esse
tipo de reator é representado na Figura 11. A injecdo de um gas pode ser avaliada como uma
forma conveniente para distribuir o meio de um biorreator. Com isso, tem-se a obtencao de uma
eficiente mistura e transferéncia de massa, em um ambiente com mais suavidade e com forcas
de cisalhamento distribuidas uniformemente. Este € um reator atrativo em grande escala devido
a suasimplicidade, facilidade de operacdo e consumo mais baixo de energia (NEMATI; WEBB,
2011). Saida dear

Entrada de ar

Figura 11. Desenho esquematico de um reator com agitacdo pneumatica (adaptado NEMATI; WEBB,
2011).

Biorreatores de leito fixo (Figura 12a) séo frequentemente utilizados em bioprocessos
com microrganismos anaerdbios e com biocatalisadores imobilizados, tendo como vantagens a
sua construcao simples e seu baixo custo de operacdo (NEMATI e WEBB, 2011). Estes reatores
consistem de uma coluna empacotada com o biocatalisador e sob o qual o meio é escoado
(PRADELLA, 2001). Estes reatores promovem a facil separacéo entre as fases e permitem taxas
de fluxo elevadas para substrato com baixa solubilidade. Sua limitacéo esta relacionada a baixa
transferéncia de calor e de massa, formacdo de caminhos preferenciais e falta de mistura no
reator, o que prejudica as velocidades de formag&o de produto. H& dificuldades, ainda, quanto
ao controle dos parametros de processo, como pH e temperatura (PRADELLA, 2001;
CANILHA et al., 2006; COVIZZI et al., 2007; NEMATI; WEBB, 2011).

Reatores de leito fluidizado (Figura 12b) podem ser compreendidos como sendo uma
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variacdo do sistema de leito fixo; aliando as caracteristicas de boas condi¢Bes de misturas as
baixas tensdes de cisalnamento (CANILHA et al., 2006; COVIZZI et al., 2007). Consistem de
uma coluna vertical, na qual o biocatalisador imobilizado é colocado na proporcéo de até 70%
do volume util do reator, sendo entéo fluidizado com injecéao de ar. A dificuldade de operacgéo

deste tipo de reator esta nos controles do processo, como pH e temperatura (PRADELLA, 2001;
CANILHA et al., 2006; COVIZZI et al., 2007)
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Figura 12. Desenho esquematico de um reator de leito fixo ou empacotado () e leito fluidizado (b)
(NEMATI; WEBB, 2011).

3.5.1 Aplicacdo de diferentes reatores e regimes de operacdo em reacdo com
biocatalisadores imobilizados em alginato de calcio

Na literatura, encontra-se uma ampla variedade de trabalhos empregando diferentes
configuragOes de reatores para conducdo de processos com biocatalisadores, microrganismos e
enzimas, imobilizados em alginato de calcio. Quanto as reagdes empregadas, tém-se desde
cultivos microbianos, com enfoque a produgdo de metabdlitos, até aplicacdo nas areas de
remediacdo e controle de poluicdo ambiental e para producdo de produtos farmacéuticos e
bioquimicos (PALLERLA; CHAMBERS, 1997; BECERRA et al., 2001; GONZALEZ et
al.,2001; GENARI ET AL., 2003; DOMINGUEZ et al., 2005; GABARDO et al., 2012;
RAKMALI; CHEIRSILP, 2016; KONTI et al., 2016; MISHRA et al., 2016).

No Quadro 1 estdo exemplificados alguns trabalhos para sistemas imobilizados em

alginato de calcio com destaque quanto ao reator empregado e ao biocatalisador utilizado.
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Reator Biocatalisador Referéncia

Airlift Trametes hirsuta Dominguez et al. (2005)
Ciclodextina glicosiltransferase Rakmai e Cheirsilp (2016)

Agitacdo Kluyveromyces lactis Genari et al. (2003)

mecanica Pseudomonas putida Gonzalez et al. (2001)

Konti et al. (2016)

Ciclodextina glicosiltransferase Rakmai e Cheirsilp (2016)

Leito Kluyveromyces marxianus Gabardo et al. (2012)

empacotado Saccharomyces cerevisiae Mishra et al. (2016)

Pseudomonas putida

Konti et al. (2016)

Leito fluidizado

Pseudomonas putida

Gonzalez et al. (2001)

Kluyveromyces marxianus

Gabardo et al. (2012)

Trametes versicolor

Pallerla e Chambers (1997)

Becerra et al. (2001)

Plug-flow )
Genari et al. (2003)

Kluyveromyces lactis

Quadro 1. Utilizacdo de diferentes configuragdes de reatores para biocatalisadores imobilizados em
alginato de célcio.

Para o caso especifico da conducdo do processo de obtencdo de acidos organicos
(&cido gliconico ou lactobidnico) e sorbitol por GFOR/GL, contidas em Z. mobilis imobilizada
em alginato de célcio, sdo convencionalmente descritas para reatores com agitacdo mecanica
ou magnética (CHUN; ROGERS, 1988; JUNG et al., 1990; PEDRUZZI et al., 2011; CARRA,
2012; MALVESSI et al., 2013; CARRA et al., 2015). Nesses casos, na maioria dos trabalhos,
utilizou-se o regime descontinuo (CHUN; ROGERS, 1988; PEDRUZZI et al., 2011; CARRA,
2012; MALVESSI et al., 2013; CARRA et al., 2015), embora o trabalho de Jung et al. (1990)
seja um exemplo do uso do regime continuo. Registros da conducdo destas reagcGes em regime
descontinuo alimentado ndo foram evidenciados, com excecdo do trabalho de Satory et al.
(1997) que fez uso da GFOR/GL purificada, como descrito no item 3.3.1.

Especialmente para a obtencéo de acido lactobidnico e sorbitol, Malvessi et al. (2006a)
avaliaram diferentes configuragdes de biorreatores (mistura completa, leito fixo e leito
fluidizado). Como resultados os autores destacaram que a maxima velocidade especifica de

formacéo de acido lactobidnico foi maior com o emprego de reator de mistura completa; isso,
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porque, neste tipo de reator, 0 contato entre enzima e substrato foi favorecido e os controles de
processos, como pH, foram facilitados. As reacdes em reator de mistura completa com agitacéo
magnética alcancaram rendimentos em produtos proximos a 70% (PEDRUZZI et al., 2011,
CARRA, 2012; MALVESSI et al., 2013; CARRA et al., 2015).

Diferentes sistemas de producéo de sorbitol e acido gliconico empregando GFOR/GL
contida em Z. mobilis imobilizada foram avaliados, também, utilizando-se como suporte k-
carragena (REHR et al., 1991; JANG et al., 1996), assim como ja mencionando anteriormente.
Nesses casos, as reacGes foram conduzidas em regime continuo de operacdo em reator de
mistura completa— CSTR (JANG et al., 1996) e de leito empacotado (REHR et al., 1991; JANG
et al., 1996). Rehr et al. (1991) relataram, ainda, a reacdo em regime descontinuo em reator de

leito empacotado.

Nos casos levantados na literatura, evidencia-se que a imobilizacdo em alginato de
calcio é uma das técnicas mais utilizadas para esse fim. Apesar disso, ndo sdo encontrados
relatos envolvendo a otimizacgdo das condi¢cdes de imobilizagdo de Z. mobilis neste suporte,
especificamente aplicadas ao processo de producdo de &cidos organicos e sorbitol. Ainda, nos
procedimentos de imobilizacdo descritos, inclui-se, em geral, uma etapa de inviabilizacdo das
células bacterianas por permeabilizacdo, seguida de outra em que o biocatalisador, livre ou
imobilizado, é reticulado com glutaraldeido. No entanto, ndo ha registros sobre a utilizagéo do
préprio glutaraldeido como agente de inviabilizacdo da bactéria, abrindo-se a possibilidade de
supressdo da etapa de permeabilizacdo celular, mesmo conhecendo-se a agdo biocida dessa
substancia contra bactérias Gram-negativas. Adicionalmente, a conducdo desse processo tem
sido realizada em reator de mistura completa, em regime descontinuo, com agitacdo magnética
ou mecéanica, com poucas referéncias a aplicacdo de outros regimes de operacdo e tipos de
reatores. Com isso, fica evidente que, apesar de vir sendo pesquisado ha duas décadas, o
processo de producdo de &cido lactobibnico e sorbitol requer, para o seu aprimoramento, Novos

estudos, envolvendo diferentes aspectos como o0s que sdo abordados no presente trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

41 MICRORGANISMO

A bactéria utilizada nesse estudo foi Zymomonas mobilis ATCC 29191 (NRRL B-
4492), adquirida do United States Departament of Agriculture (USDA). As culturas foram

mantidas em meio liquido, repicadas mensalmente e estocadas a 4°C.

4.2 PROCESSO CONVENCIONAL PARA PRODUGAO DE ACIDO LACTOBIONICO E
SORBITOL

A producdo de acido lactobidnico e sorbitol por GFOR/GL retido em células de Z.
mobilis imobilizada em alginato de calcio tem sido objeto de estudo no Laboratério de
Bioprocessos da Universidade de Caxias do Sul e para dar inicio ao processo, inicialmente, €
necessario a obtencdo da biomassa por meio do cultivo microbiano. Posteriormente, segue-se 0
procedimento de permeabilizacdo celular e reticulacdo com glutaraldeido. Entre cada uma
dessas etapas (cultivo, permeabilizacao e reticulacdo) a biomassa é centrifugada e concentrada.
As etapas subsequentes do processo consistem na imobilizacao celular e utilizacdo em ensaios
de bioconversdo de substratos em produtos.

Na Figura 13, é apresentado o fluxo deste processo, desde a etapa fermentativa de Z.

mobilis até os ensaios de bioconversdo. O detalhamento de cada etapa sera descrito nos itens a

sequir.
Cultivo | » Centrifugacio
microbiano . =
Reticulacdo com _
, Concentragdo
v glutaraldeido celular .
Centrifugacio ¥ Ensaios de
l Concentrago Imobilizagao blocor]yersao
Concentragéo ceIHIar celular
celular
A 4
Reticulacdo das

Permeabilizacéo
celular

h 4

Centrifugagdo esferas do suporte

Figura 13. Fluxograma do processo convencional desde a etapa fermentativa de Zymomonas mobilis
até os ensaios de bioconversdao em produtos.
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4.2.1 Meios e condigdes de cultivo microbiano

O meio de cultivo liquido utilizado para conservacdo e ativacdo da linhagem
microbiana, obtencdo do indculo e ensaios em biorreator foi o descrito por Malvessi et al.

(2006b) com a seguinte composicao (g/L):

(NH4)2S04 2,0
MgS0O4.7H20 1,0
KH2PO4 3,5
FeS04.7H20 0,01
Extrato de levedura 7,5

Para o preparo do meio de ativacdo e conservacdo da cultura, foram adicionados 20
o/L de glicose e o pH foi ajustado para 5,5. Na obtenc¢éo dos indculos, a concentracdo de glicose
utilizada foi de 100 g/L e o pH do meio ajustado para 5,5 e controlado com a adi¢do de CaCOs
na concentracgao de 5 g/L. A concentracdo de glicose para o cultivo no reator foi de 150 g/L. A
esterilizacdo do meio e da solucdo concentrada de glicose foi realizada em autoclave, a 1 atm
de pressdo manométrica, por 20 minutos.

A ativacéo de culturas foi realizada com a adi¢do de 4 mL da suspenséo bacteriana em
estoque a tubos com 36 mL de meio de ativacao, incubados a 30°C por 12 horas. A preparagdo
dos inoculos foi feita em frascos Duran contendo 405 mL do meio de cultura, com massas de
substrato e nutrientes necessarias para 450 mL, e 45 mL da cultura previamente ativada. Os
frascos de indculo foram mantidos sob agitacéo orbital de 200 rpm (Certomat U/H — B. Braun
Biotech, Alemanha), em anaerobiose, a 30°C por 10 horas.

O cultivo para producdo de biomassa e enzimas foi realizado em batelada, em
fermentador de bancada Tecnal modelo Techio com cuba com 7,0 L de volume total e 5,5 L de
volume util (Figura 14). A agitacdo do meio no reator foi proporcionada por trés turbinas do
tipo Rushton equidistantes 67 mm. A frequéncia dos impelidores foi de 450 rpm. O meio de
cultivo foi inoculado com o volume necessario para obter-se uma suspenséo celular de 20
unidades de absorbancia a 560 nm. A temperatura foi mantida a 30°C por meio de um banho
circulante ligado a um tubo em “U” conectado na tampa do reator e localizado no interior da
cuba. O controle de pH foi realizado pelo software TecBio-Soft versédo 2.2.9A, do proprio
reator, pela adicdo de NaOH 5 mol/L com o auxilio de uma bomba peristaltica. Nos 30 minutos
iniciais do cultivo, nitrogénio gasoso foi borbulhado no meio a fim de garantir a anaerobiose.
Ao término do cultivo, o meio fermentado foi recolhido e centrifugado (Centrifuga Sigma 4K-
15), a 6000 rpm (5836 x g), por 10 minutos.
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Figura 14. Biorreator de agitacdo mecanica Tecnal — modelo TecBio.

4.2.2 Permeabilizacéo celular

Para a permeabilizacdo das células de Z. mobilis seguiu-se a metodologia convencional
proposta por Rehr et al. (1991) com modificagdes. Apds a centrifugacdo do caldo fermentado,
a biomassa celular foi concentrada a 25 g/L e tratada com 0,2% (m/v) de brometo de cetil
trimetil amoénio (CTAB), a 4°C por 15 minutos. Posteriormente, a biomassa permeabilizada foi

centrifugada (Centrifuga Sigma 4K-15), a 6000 rpm (5836 x g), por 10 minutos.

4.2.3 Reticulacdo com glutaraldeido

O procedimento de reticulacdo das células com glutaraldeido seguiu a metodologia
proposta por Jung et al. (1990) com modificacdes. A biomassa celular, ap6s permeabilizada,
foi concentrada a 50 g/L e tratada com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de temperatura,
por 10 minutos. Posteriormente, a biomassa foi centrifugada (Centrifuga Sigma 4K-15), a 6000
rpm (5836 x g), por 10 minutos.

4.2.4 Imobilizacéo celular

Para o encapsulamento de Z. mobilis em alginato de calcio utilizou-se, como base, a
metodologia descrita por Carra (2012). Inicialmente, dissolveu-se alginato de sddio Algogel
5540 (Cargill SA) em &gua 4% (m/v) e manteve-se a solugdo sob agitacdo por 12 horas

(overnight). Apds, a solugéo de alginato de sddio foi misturada com igual volume da suspenséo
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celular (70 g/L), previamente permeabilizada e reticulada. Essa mistura permaneceu sob
agitacdo por cerca de 2 horas, até a perfeita homogeneizagdo das fases. Para a formacdo das
esferas de alginato de célcio, todo o volume da suspensdo celular + alginato de sodio foi
gotejado em solucdo de cloreto de calcio 0,3 mol/L. Posteriormente, as esferas de alginato de
calcio contendo o biocatalisador foram, mais uma vez, tratadas com solugdo de glutaraldeido
0,5% (v/v). Apbs a imobilizacdo, as esferas foram estocadas em &gua pH 7,0 a 4°C para

posteriores ensaios de bioconversao.

4.2.5 Ensaios de bioconversao

Os ensaios de bioconverséo foram realizados em reatores encamisados com 200 mL
de volume util, em meio reacional contendo solucdo de lactose 700 mmol/L e frutose 600
mmol/L, e 20 g/L de biocatalisador imobilizado (CARRA, 2012). O meio reacional foi mantido
a 39°C, com o uso de um banho termostatizado, sob agitacdo magnética. O pH foi controlado
em 6,4, com solucdo NaOH 7 mol/L contida numa bureta, com o uso de equipamento
Dosatronic pH 2900 acoplado a uma bomba peristaltica DosaMini 100 (Provitec, Brasil)
(Figura 15).

Figura 15. Sistema utilizado nos ensaios de bioconversé&o.
(1) Reator encamisado; (2) agitador magnético; (3) banho termostatizado; (4) controlador de pH;
(5) bomba peristaltica; (6) bureta com NaOH.

Tendo em vista que as esferas contendo as células de Z. mobilis imobilizadas séo
compostas por 91% de agua (CARRA, 2012), o volume de liquido para diluir a solugdo de substratos

(lactose + frutose) foi ajustado conforme a Equacéo 1.
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Vi=Vr-(M(x0,91) (1)

Onde:
V1 —volume de liquido para diluir os substratos (mL);
V1 — volume total da bioconverséo (200 mL);

Mo— massa inicial das esferas para a bioconverséo (g).

4.3 EXPERIMENTOS REALIZADOS

Neste item, sdo descritos os ensaios realizados neste trabalho, detalhando-se as
condicdes experimentais utilizadas. Na Figura 16, é apresentado o fluxograma dos

experimentos realizados.

Avaliacdo de condicbes de imobilizacdo de | Avaliacdo de métodos de inviabilizagéo do
Zymomonas mobilis em alginato de calcio metabolismo fermentativo de Zymomonas mobilis
fffffff e —— e A
v v v v ) v
CONGENtagdo ‘ ConceNiagdo ‘ Tempo de ‘ ‘ CTAB ‘ ‘ Glutaraldeido ‘ ‘ Sem tratamento
alginato de sédio cloreto de célcio gelificacdo

I

Avaliacdo de diferentes sistemas de producéo de
acido lactobibnico e sorbitol
\

|
‘ Concentragao biocatalisador ‘

‘ vy - - - - —= =
Descontinuo ' | Reator de a_gitacéo Reator tubular com [ Descontinuo
alimentado - mecanica agitagdo pneumatica | — — ™| gjimentado

Figura 16. Fluxograma dos experimentos realizados neste trabalho.

4.3.1 Avaliacdo de condicdes de imobilizacdo de Zymomonas mobilis em alginato de calcio

4.3.1.1 Influéncia da concentracdo do alginato de sodio e da solucdo de cloreto de calcio na
imobilizacédo celular

A preparacdo das esferas de alginato de calcio contendo biomassa de Z. mobilis seguiu,
como condigdo padrédo, a metodologia descrita por Carra (2012). Entretanto, as concentragoes
das solucdes de alginato de sddio e de cloreto de calcio foram avaliadas, como variaveis no
planejamento de experimentos, com o objetivo de manter-se a resisténcia do gel em ensaios de
bioconversdo e melhorar os pardmetros cinéticos da reagéo.

O desenho experimental foi feito com dois fatores e trés niveis: i) A1, concentracdo de
alginato de sodio (% m/v): 1(-1), 1,75 (0) e 2,5 (+1); ii) A2, concentracdo da solugéo de cloreto

de célcio (mol/L): 0,1 (-1); 0,3(0) e 0,5 (+1), conforme apresentado na Tabela 1. A concentracédo
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de alginato de sédio informada na Tabela 1 é aquela atingida apds a mistura com a suspensao
celular, antes do gotejamento sobre CaClo.

Tabela 1. Planejamento de experimentos codificados e decodificados para a concentracdo de alginato
de sddio (A1) e cloreto de célcio (A2) na imobilizagdo das células de Zymomonas mobilis.

Alginato de sodio — Al Cloreto de Calcio — A2

Experimento

(% m/v) (mol/L)
1 0 (1,75) 0(0,3)
2 +1 (2,5) +1 (0,5)
3 +1 (2,5) -1(0,1)
4 0(1,75) 0(0,3)
5 -1(1,0) +1 (0,5)
6 0 (1,75) 0(0,3)
7 0 (1,75) -1(0,1)
8 0 (1,75) 0(0,3)
9 -1(1,0) -1(0,1)
10 0(1,75) +1 (0,5)
11 0 (1,75) 0(0,3)
12 +1 (2,5) 0(0,3)
13 -1(1,0) 0 (0,3)

As esferas preparadas em cada condigéo foram submetidas a ensaios de bioconverséo
de lactose e frutose em acido lactobidnico e sorbitol, respectivamente, por 24 horas. As
variaveis resposta foram a produtividade especifica (p) e a maxima velocidade especifica de
formacdo dos produtos (upmax). A otimizacdo dos parametros de imobilizacdo foi realizada
usando Central Composite Design (CCD) e processados com o auxilio do programa estatistico
Minitab 16.

Em testes posteriores, nova imobilizacéo foi realizada com concentracfes de alginato
de sddio de 1,75, 2,5 e 3,25 % (m/v), e mantendo-se a concentracdo da solucdo de cloreto de
calcio em 0,3 mol/L. O objetivo foi avaliar o efeito de concentracGes elevadas de alginato nos
parametros cinéticos em bioconversdes repetidas. Ao final de 24 horas de bioconversao, as
esferas de alginato foram removidas do meio, lavadas com &gua destilada, tratadas com solucéo
de CaCl2 0,3 mol/L por 10 minutos, drenadas para remover 0 excesso de agua e pesadas.
Posteriormente, estas mesmas esferas, foram submetidas a novos ensaios de bioconversdo com
lactose e frutose. Neste caso, o parametro de avaliacdo foi a reducdo na maxima velocidade
especifica de formacao dos produtos (pp,max) entre a primeira bioconversdo e a seguinte.

Ao final dos ensaios de bioconversdo observa-se 0 aumento da massa das esferas, uma
vez que tém-se a difusdo de substratos, produtos e agua para dentro das esferas (CARRA, 2012).
Assim, para reutilizar o sistema imobilizado em nova batelada de bioconverséo, foi necessario

subtrair o volume de liquido retido no interior do gel, do volume de liquido da solucdo de
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substratos. A Equacéo 2 foi utilizada para determinar o volume da solugéo de substratos na
batelada repetida de bioconversao.
Vy=Vi-(Mp-Mp)  (2)
Onde:
V2 —volume de liquido para diluir os substratos na bioconverséo repetida (mL);
V1 —volume de liquido para diluir os substratos na primeira bioconverséo (mL);
MFr — massa das esferas ao final da bioconversao (g);

Mo — massa inicial das esferas na bioconverséo (g).

4.3.1.2 Influéncia do tempo de contato das esferas imobilizadas com a solucédo de cloreto de
calcio

Avaliou-se a influéncia do tempo de gelificacdo das esferas de alginato, contendo
biomassa de Z. mobilis, com a solucdo de cloreto de calcio. Esse ensaio teve por objetivo
verificar o efeito do tempo de contato entre a esfera de alginato recém-formada com a solucéo
de CaCly, a fim de promover a manutencdo na resisténcia dos géis em ensaios repetidos de
bioconversdo. A mistura de solucéo de alginato de sodio 4% (m/v) e da suspensdo celular, em
partes iguais, foi gotejada na solugcdo de CaClz 0,3 mol/L por 5 minutos. Apds, interrompeu-se
0 gotejamento e controlou-se o tempo de contato entre as esferas de suporte e a solucéo de
CaCl,. Os tempos avaliados foram de 10, 60 e 240 minutos.

Posteriormente, as esferas foram reticuladas com glutaraldeido, lavadas com &gua
destilada e utilizadas em ensaios de bioconversdo de lactose e frutose em bateladas repetidas
com 24 horas de duracdo. Ao final da primeira batelada, as esferas de alginato de calcio foram
separadas do meio reacional e seguiu-se a metodologia de tratamento com CaCl, 0,3 mol/L,
como descrito anteriormente. Neste grupo de ensaios, 0s parametros de avaliagdo foram a
concentracdo maxima de produtos, a produtividade especifica e a maxima velocidade especifica
de formac&o dos produtos obtida nos ensaios de bioconverséo com o biocatalisador imobilizado
em cada condicdo (10, 60 e 240 minutos).

Ao final, para a melhor condigdo encontrada de imobilizacéo, avaliou-se a utilizag&o
do biocatalisador em sete ciclos consecutivos de bioconversdo com o objetivo de avaliar a
possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador imobilizado para producéo de acido lactobidnico
e sorbitol. Nesses ensaios, o tempo de cada batelada foi de 24 horas ou até atingir 75% de

conversdo. Salienta-se que entre cada batelada, as esferas de alginato de célcio foram tratadas



35

com CaCl, como descrito previamente.

4.3.2 Avaliacdo de métodos de inviabilizacdo do metabolismo fermentativo de
Zymomonas mobilis

No procedimento de imobilizagdo celular, posterior & permeabilizagdo com CTAB, a
biomassa é reticulada com glutaraldeido com o fim de aumentar a estabilidade enzimatica e
para promover a reticulacdo das células. Assim, avaliou-se a possibilidade da substituicdo da
permeabilizacdo celular por CTAB pela simples exposicao das células ao glutaraldeido, uma
vez que ambos os tratamentos podem agir no sentido de inviabilizar o consumo dos substratos
através da via fermentativa. Os tratamentos avaliados para inibicdo no metabolismo
fermentativo da biomassa estdo descritos abaixo:

e CTAB - permeabilizacdo com brometo de cetil trimetil aménio 0,2% (m/v), a 4°C por 15
minutos (REHR et al., 1991).

e Glu 10 — reticulacdo com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de temperatura, por 10
minutos.

e Glu 20 - reticulacdo com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de temperatura, por 20

minutos.

4.3.2.1 Avaliacdo da inviabilizacdo do metabolismo fermentativo de Zymomonas mobilis
pelo consumo de substrato e por determinacdo de atividade enzimatica

A verificacdo da inativacdo celular foi preliminarmente realizada submetendo-se a
biomassa tratada (CTAB, Glu 10 e Glu 20) as condi¢des normais de cultivos em frascos
anaerobios, sob agitacdo orbital de 200 rpm (Certomat U/H — B. Braun Biotech, Alemanha),
por 20 horas de incubagéo, a 30°C. A concentracdo de glicose no meio de cultivo padrdo foi de
100 g/L. O pH foi ajustado em 5,5 e controlado com a adigédo de 5 g/L de CaCOz3. Em paralelo,
conduziram-se ensaios com biomassa néo tratada (Branco), a fim de avaliar a viabilidade das
células. Amostras foram coletadas no inicio do ensaio e apds 20 horas de incubacdo para
determinacdo de acucares, com o fim de avaliar o consumo de substrato. Posteriormente,
avaliou-se a influéncia destes tratamentos sobre a atividade enzimatica por meio da
determinacéo da atividade enzimética do complexo glicose-frutose oxidorredutase e glicono-o-

lactonase.
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4.3.2.2 Avaliacdo da bioconversdo com a biomassa tratada com glutaraldeido e isenta de
tratamento

Ensaios de bioconversdo foram realizados para avaliar o efeito do tratamento Gnico
com glutaraldeido sobre a atividade catalitica do complexo enzimético em condigdes de
producdo, ou seja, por longos periodos de reacédo, a fim de comprovar o acimulo dos produtos
de interesse no meio reacional. Desta forma, conduziram-se as reacdes de bioconverséo por 24
horas em condicgdes operacional padréo (pH 6,4; 39°C) e com 20 g/L do biocatalisador (livre e
imobilizado). Para estes ensaios solugdes equimolares dos substratos glicose e frutose e de
lactose e frutose foram utilizadas (Quadro 2). A utilizacao de glicose como substrato deveu-se
por este ser o carboidrato preferencial para a via fermentativa. As condi¢des com concentracfes
reduzidas de substratos objetivaram comprovar que o acimulo dos produtos da bioconversao
realmente decorreu do tratamento com glutaraldeido e ndo pela inibicdo do metabolismo

fermentativo da bactéria pelos substratos.

Concentragéo de Condicio do Concentracéo do
Identificacdo Substratos substratos equimolar | - ¢ biocatalisador
biocatalisador
(mmol/L) (g/L)
glicose e frutose 400 e 700 livre 20
Branco
lactose e frutose 400 e 700 livre 20
Gl glicose e frutose 400 e 700 livre 20
u
lactose e frutose 400 e 700 livre 20
glicose e frutose 400 e 700 imobilizado 20
Branco Imb
lactose e frutose 400 e 700 imobilizado 20
glicose e frutose 400 e 700 imobilizado 20
Glu Imb
lactose e frutose 400 e 700 imobilizado 20

Quadro 2. Condicdes testadas para tratamento nas células em diferentes concentrac@es iniciais de
substratos nos ensaios de bioconverséo.

A identificagdo de cada tratamento apresentado no Quadro 2 esté descrita abaixo:
e Branco — suspensdo celular isenta de tratamento para inviabilizar o metabolismo
fermentativo.
e Glu - suspensdo celular tratada com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de temperatura
por 10 minutos.

e Branco Imb — suspensé@o celular isenta de tratamento para inviabilizar o metabolismo
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fermentativo e imobilizada em alginato de calcio, com posterior reticulagdo das esferas do
suporte com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de temperatura por 15 minutos.

e Glu Imb — suspensdo celular tratada com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de
temperatura por 10 minuto, e imobilizada em alginato de calcio com posterior reticulacdo
das esferas do suporte com glutaraldeido 0,5% (v/v), sem controle de temperatura por 15
minutos.

No decorrer dos ensaios de bioconversdo, amostras foram coletadas para a avaliagéo

do consumo dos substratos e acimulo dos produtos. Para as rea¢cbes com biocatalisador livre, 0

volume coletado de amostra de 2 mL foi centrifugado (Centrifuga Sigma 4K-15), a 10.000rpm

(11180 x g) por 10 minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi diluido e armazenado

sob refrigeracdo para a posterior determinacdo da concentracdo dos substratos e produtos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em rea¢des com biocatalisador imobilizado,
amostras de 1 mL foram coletadas, imediatamente, diluidas e armazenadas sob refrigeracédo

para posterior analise por CLAE.

4.3.3 Estabilidade do sistema imobilizado em diferentes condicdes de estocagem

A estabilidade do complexo enzimatico de GFOR/GL contido nas células de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de célcio foi avaliada em duas condi¢cdes de estocagem: i) esferas
armazenas em agua pH 7,0 e ii) esferas armazenadas drenadas (isentas de agua livre). O periodo
de estocagem foi de 30, 90 e 150 dias. O objetivo destes ensaios foi propor diferentes condictes
para estocagem do biocatalisador visando facilitar o processo de armazenamento e utilizacéo
deste e manter a atividade das enzimas.

A estabilidade enzimaética foi avaliada, ainda, quanto aos diferentes tratamentos ao
qual a suspenséo celular foi submetida previamente a imobilizacdo. As esferas de alginato +
células foram armazenadas a 4°C em agua destilada por 15, 30, 60 e 120 dias. Posteriormente,
as esferas de alginato de calcio foram utilizadas em ensaios de bioconversdo com lactose e
frutose sob as condi¢bes operacionais padrdo (pH 6,4; 39°C). Os diferentes tratamentos
avaliados estdo descritos abaixo, sendo que para todas as condi¢des a suspensdo celular foi
imobilizada em alginato de calcio 2% (m/v), de acordo com o procedimento convencional
descrito por Carra (2012).

e Branco Imb - suspenséo celular néo tratada.
e Glu Imb - suspenséo celular tratada com glutaraldeido 0,5% (v/v).

e CTAB Imb - suspenséo celular permeabilizada com CTAB 0,2% (m/v), posterior reticulacdo
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com glutaraldeido 0,5% (V/v).

44 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DA LACTOSE E DO SAL DE
LACTOBIONATO EM AGUA

Embora a solubilidade das substancias seja descrita qualitativamente pela
Farmacopeia, nesse trabalho buscou-se estimar, de forma aproximada, a solubilidade da lactose
e do lactobionato de sodio nas condic¢des do ensaio de bioconversédo (pH 6,4 e 39°C).

Os testes de solubilidade foram realizados em reatores encamisados com 200 mL de
volume (til, contendo 100 mL de agua destilada. A solucdo foi mantida a 39°C, com o uso de
um banho termostatizado, sob agitacdo magnética. O pH da agua foi corrigido para 6,4 e foi
monitorado com o uso de equipamento Dosatronic pH 2900 (Provitec, Brasil). Adicionou-se
lactose e lactobionato de sodio parceladamente, anotando a massa adicionada, até que a solugdo
ficasse totalmente saturada. Ao final, a solugdo foi mantida sob agitacdo por 4 horas, para
confirmar a sua saturacao.

Com o valor em massa (g) da substancia adicionada até 0 momento antes da saturacdo

foi determinada a solubilidade dos componentes em funcéo do volume total (mL).

45 AVALIACAO DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO DE ACIDO
LACTOBIONICO E SORBITOL

Convencionalmente, os ensaios de bioconversdo em laboratério foram realizados em
reator de mistura completa sob agitacdo magnética, com regime de operacdo em batelada. Com
o fim aumentar a produtividade do processo e, ainda, propor diferentes sistemas de producéo
para uma possivel aplicacdo em escala industrial, avaliaram-se ensaios de bioconversdo em
reator de agitacdo mecanica e agitacdo pneumatica sob regimes de operacgdo descontinuo (RD)
e descontinuo alimentado (RDA). Adicionalmente, as rea¢fes foram avaliadas com diferentes
concentracgdes celulares.

A agitacdo do meio nos ensaios de bioconversdo conduzidos em reator de mistura
completa com agitagdo mecanica (Figura 17a) foi proporcionada por uma turbina do tipo ancora
(Figura 17b) acoplada a um agitador mecanico modelo 713D (Fisatom, Brasil). A frequéncia
de agitacdo do impelidor foi de aproximadamente 100 rpm. O reator encamisado tinha 800 mL

de volume util, e as dimensdes eram 110 mm de diametro e 160 mm de altura.
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1

Figura 17. Esquema do reator de agitacdo mecanica (a) e da turbina tipo ancora (b) utilizados nos
ensaios de bioconversdo em regime descontinuo e descontinuo alimentado.

Para os ensaios de bioconversdao com agitacdo pneumatica, utilizou-se um reator
tubular (Figura 18) e a agitacéo foi proporcionada pela injecao de ar na parte inferior do reator.
O ar foi previamente filtrado e aquecido. O fluxo de ar foi mantido em aproximadamente 1,0
L/min. As dimenses do reator foram 54 mm de didmetro e 300 mm de altura e o volume (til
era de 500 mL.

g [ | R

Figura 18. Esquema do reator tubular utilizados nos ensaios de bioconversdo em regime descontinuo e
descontinuo alimentado.

Em todos os ensaios de bioconverséo, o reator foi mantido a 39°C com um banho
termostatizado e o pH foi controlado em 6,4, com solu¢do NaOH 7 mol/L contida numa bureta,
com o uso de equipamento Dosatronic pH 2900 acoplado a uma bomba peristaltica DosaMini
100 (Provitec, Brasil).

Com o objetivo de verificar o efeito da concentracdo do biocatalisador na velocidade
da reacdo e na produtividade do processo, foram realizados ensaios com 20 e 30 g/L de
biocatalisador imobilizado.

Nos ensaios de bioconversdo RDA, a concentragéo inicial de substratos foi de 700
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mmol/L e 600 mmol/L para lactose e frutose, respectivamente. A alimentagéo de substratos foi
realizada a medida que os produtos foram sendo formados. Nesse caso, procurou-se manter a
concentracdo dos substratos iniciais por até 9 horas de processo. Assim, a cada 18 mmol/L de
produtos formados (&cido lactobidnico e sorbitol) adicionava-se quantidade equivalente em p6
para 18 mmol/L de lactose e 17 mmol/L de frutose. A massa de substratos utilizada nesses
ensaios que corresponderia a concentragdo para a condi¢do em batelada é a equivalente a lactose
1000 mmol/L e de frutose 900 mmol/L. O tempo de reacdo para esses ensaios foi 0 necessario
para que fosse consumida praticamente toda a frutose em solucao.

As condigdes utilizadas em ensaios em RD e RDA, nos dois tipos de reatores, estdo

descritas no Quadro 3.

Reator Regime de operacéo So (mmol/L) Xo (9/L)
. . . lactose 700
agitacdo mecénica descontinuo - RD frutose 600 20
agitacdo mecéanica descontinuo - RD :‘?S:gzg 288 30
agitacdo pneumatica descontinuo - RD i?ﬁ:g: 288 20
acitacio mecanica descontinuo alimentado - lactose 1000 20
grtac RDA frutose 900
agitacio mecanica descontinuo alimentado - lactose 1000 30
grtac RDA frutose 900
acitacio pneumatica descontinuo alimentado - lactose 1000 20
gitacao p RDA frutose 900

Quadro 3. Condigdes avaliadas nos ensaios de bioconversdo com diferentes reatores e regimes de
operacao.

46 METODOS ANALITICOS
4.6.1 Determinacdo da concentracao celular

A concentragdo celular no inoculo foi estimada indiretamente por densidade Optica.
Para cada 1 mL da amostra do inéculo adicionou-se 0,2 mL de HCI 2 mol/L, procedimento
realizado para a solubilizag&o do carbonato de calcio presente no meio. Na sequéncia, a amostra
foi diluida e a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (PG Instruments, EUA), a 560 nm.
As medidas de absorbancia foram realizadas em duplicata.

Nos cultivos em biorreator, a quantificacdo celular foi realizada por gravimetria.
Amostras de 3 mL do meio de fermentacgdo foram centrifugadas a 58369 por 10 minutos (Sigma,

modelo 4-15), o sobrenadante foi descartado e a biomassa celular foi lavada duas vezes com agua
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destilada. A massa de células centrifugada foi ressuspendida em agua e, entdo, transferida para
cadinhos, que foram mantidos em estufa a 100°C por 24 horas. Posteriormente, os cadinhos foram
mantidos em dessecador, a temperatura ambiente, por 20 minutos, para resfriamento e a massa
celular foi determinada em balanca analitica. Estes ensaios foram realizados em triplicata. A
concentracdo celular foi determinada pela divisdo da massa seca de células pelo volume de meio

utilizado para analise (3 mL).

4.6.2 Determinacdo da concentracgdo de agUcares redutores

A determinacdo de agUcares redutores foi realizada pelo método do acido 3,5-di-nitro-
salicilico — DNS (Miller, 1959). Para esta anélise, a 0,25 mL de amostra previamente diluida
foi adicionado 0,75 mL de DNS. Um branco foi preparado substituindo-se o volume de amostra
diluida por 4gua destilada. As amostras foram mantidas em banho a 100°C por 5 minutos, sendo
posteriormente colocadas em banho de gelo por 2 minutos. Ao final desta etapa, foram
adicionados 4 mL de &gua destilada e as absorbancias foram medidas em espectrofotémetro
(PG Instruments, EUA), a 545 nm, e convertidas para g/L empregando a curva padréo de glicose
entre 0,1e 1,0 g/L.

4.6.3 Estimativa das concentracdes de substratos e produtos nos ensaios de bioconversao

Como os produtos sdo formados em base equimolar, a concentracdo dos acidos
aldénicos e sorbitol formados nos ensaios de bioconversdo foram estimados indiretamente em
funcdo do volume e da concentracdo de NaOH utilizada para neutralizar o acido formado e
controlar o pH. A Equacéo 3 foi empregada para quantificar os produtos da reacao.

Vi X M
Pméxz NaOH NaOH (3)
Vtotal +VNaoH

Onde
Pmax - concentragdo méxima de produtos (acido aldénico ou sorbitol) (mol/L);
VnaoH - Volume de base consumida para controle pH na reagdo (mL);
MnaoH - concentracdo da base (mol/L);
Viotal - VOlume total da reacdo (mL).
A concentracdo de substratos foi determinada indiretamente em fungdo do consumo
de NaOH para controle do pH da reagdo. Como &cido aldonico e sorbitol s&o 0s Unicos produtos
da reacdo, o consumo dos substratos ocorre na mesma proporc¢do que a formacéo de produtos

em base equimolar. A Equacéo 4 foi empregada para estimar a concentra¢ao dos substratos na
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reacdo de bioconversao.

Sp= ( So*Viotal ) ) (VNaOH X MNaOH) (4)

ViotalTVNaOH ViotalTVNaOH

Onde

Sk - concentragdo de substratos residual na reacdo (mol/L);

So - concentragdo de substrato inicial (mol/L);

VnaoH - Volume de base consumida para controle pH na reagdo (mL);
MnaoH - concentracdo da base (mol/L);

Votal - VOlume total da reagdo (mL).

Salienta-se que, embora Pedruzzi et al. (2007) tenha mostrado a equivaléncia do
procedimento de quantificacdo de substratos e produtos por cromatografia liquida e em funcéo
do volume e concentragdo do NaOH, a confirmagédo dos resultados, em alguns ensaios, foi
realizada por CLAE.

O equipamento utilizado foi Agilent Technology, modelo 9100, acoplado aos
detectores de indice de refracdo (IR) e de ultravioleta visivel (UV-vis). Foi utilizada coluna
Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, 9 um). As condi¢Bes da analise cromatogréafica foram:
fase movel H2SO4 0,05 mmol/L (previamente filtrada em filtro de poliamida, 0,2um); fluxo,

0,4 mL/min; temperatura, 60°C, volume de amostra injetado, 5 pL.

4.6.4 Determinacao da atividade enzimatica do complexo glicose-frutose oxidorredutase
e glicono-o-lactonase

A determinacéo da atividade de GFOR/GL seguiu a metodologia descrita por Malvessi
et al. (2006b), com solugdo equimolar de glicose e frutose 700 mmol/L e 4 g/L de células de Z.
mobilis livres. Os testes foram realizados em reator de 200 mL, com temperatura controlada a
39°C, sob agitacdo magnética, por 30 minutos. O pH foi automaticamente controlado em 6,4
pela adi¢do de solucdo de NaOH 1 mol/L. Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a
quantidade de enzimas capaz de formar 1 mmol de &cido gliconico por hora, nas condi¢des do

teste, sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g).

4.7 PARAMETROS DE AVALIACAO
4.7.1 Fator de conversao de substrato inicial em produto

O fator de converséo de substrato inicial em produto nos ensaios de bioconverséo foi
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determinado conforme a Equagéo 5:

Yp /50 = (5)

Ms,
Onde:

Yp /e fator de conversdo de substrato inicial em produto (mmol produto/ mmol substrato
0

inicial)
Mp - quantidade de produto formado na reagdo (mmol);

Mg, — quantidade de substrato inicial (mmol).

4.7.2 Produtividades volumétrica e especifica

A produtividade volumétrica foi determinada por meio da Equacéo 6:

_ Pmélx
=-2% ()

Onde:
p - produtividade volumétrica (mmaol/L/h);
PL4x - cOncentracdo maxima de produtos (&cido alddnico ou sorbitol) (mmol/L);

t - tempo de processo (h).

A produtividade especifica foi determinada por meio da Equacédo 7:

)
Q== O

Onde:

g - produtividade especifica (mmol /g de célula seca /h);

Mp - quantidade de produto formado na reacdo — acido aldénico ou sorbitol — (mmol);
t - tempo de processo (h);

My - massa de células seca (Q).

4.7.3 Velocidade especifica de formagéo de produtos

A velocidade especifica de formagao de produtos (pp) Nos ensaios de bioconversao foi

determinada conforme Equacéo 8:

1 dM

p
=——8
h= o ©
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Onde
Hp - velocidade especifica de formacdo de produtos (mmol/g de célula seca/h);
My - massa de células seca (g);

dMp/dt — velocidade de formacéo de produtos (mmol/h).

4.7.4 Andlise estatistica dos resultados

As avaliagOes estatisticas apresentadas foram realizadas por anélise de variancia (one-
way ANOVA) e pos-teste de Tukey, utilizando nivel de probabilidade inferior a 5% (p < 0,05),
com o auxilio dos programas OriginPro 8.5 e IBM SPSS Statistics 20.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no presente
trabalho. Inicialmente, avaliou-se a técnica de imobilizacdo celular de Z. mobilis quanto ao
efeito das concentracdes de alginato de sddio e da solucao de cloreto de célcio, bem como do
tempo de contato entre as esferas de suporte e a solucdo de CaClz, na manutencéo da integridade
do suporte e na preservacdo da acdo catalitica das enzimas. Posteriormente, foi avaliada a
supressdo da etapa de permeabilizacdo celular com CTAB pelo tratamento Gnico com
glutaraldeido. Por fim, avaliaram-se diferentes sistemas, regimes de operacao e reatores para a

producdo de acido lactobidnico e sorbitol.

5.1 AVALIACAO DAS CONDICOES DE IMOBILIZACAO DE Zymomonas mobilis EM
ALGINATO DE CALCIO

Neste item, sdo discutidos os resultados obtidos nos ensaios de bioconversdo
conduzidos com o biocatalisador imobilizado em alginato de célcio, com diferentes condicdes

de preparo do suporte de imobilizacao.

5.1.1 Efeito da variacao das concentracfes de alginato de sodio e da solucéo de cloreto
de calcio

Potumarthi et al. (2008) relatam que, na imobilizacdo de biocatalisadores, o correto
dimensionamento das variaveis como, no caso, as concentracdes de alginato de sédio e de
cloreto de célcio, podem influenciar na resisténcia do gel. Desta forma, a imobilizacdo de Z.
mobilis foi avaliada em diferentes concentracGes de alginato de sodio (1,0, 1,75 e 2,5% m/v) e
de cloreto de calcio (0,1, 0,3 e 0,5 mol/L). Na Tabela 2, é mostrado o planejamento
codificado/decodificado e as variaveis resposta. Salienta-se que a concentragédo de alginato de
sodio informada nesta tabela é aquela atingida ap6s a mistura com a suspensao celular, antes
do gotejamento sobre CaClo.

O biocatalisador imobilizado nas diferentes condigdes foi utilizado em ensaios de
bioconversdo com lactose e frutose nas condi¢cdes padréo (39°C, pH 6,4). O planejamento de
experimentos foi avaliado com base nas maximas velocidades especificas de formagéo de
produtos e nas produtividades especificas. Adicionalmente, a fim de avaliar a estabilidade das
propriedades mecanicas dos géis, observou-se qualitativamente o aspecto das esferas do suporte

ao final dos ensaios de bioconversdo. Conforme descrito por Carra (2012), € comum que ocorra
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perda na rigidez do gel e aumento das esferas durante o processo, resultado do acumulo de
liquido no interior do suporte. Dessa forma, ao final dos ensaios de bioconversdo com o
biocatalisador imobilizado, recupera-se cerca de 50-60% do volume total da reacdo. Com base
nessas informacdes, procurou-se verificar se as alteracbes propostas para a técnica de
imobilizacdo teriam algum efeito positivo na integridade das esferas de alginato de célcio ao
final de 24 horas de reagéo.

Tabela 2. Fatores codificados e decodificados resultantes do uso da ferramenta central composite design
(CCD- 3?) para avaliar os efeitos da concentracdo de alginato de sddio e da concentracdo da solucao
CaCl, na méaxima velocidade especifica de formacgdo dos produtos e produtividade especifica.

Experimento Alginato de s6dio Cloreto de calcio Mp,méx q
Al (% m/v) A2 (mol/L) (mmol/g/h) (mmol/g/h)
1 0(1,75) 0(0,3) 2,50 1,13
2 +1(2,5) +1(0,5) 2,80 1,22
3 +1(2,5) -1(0,1) 2,90 1,20
4 0(1,75) 0(0,3) 2,80 1,15
5 -1(1,0) +1(0,5) 2,88 1,20
6 0(1,75) 0(0,3) 2,90 1,11
7 0(1,75) -1(0,1) 2,40 1,20
8 0(1,75) 0(0,3) 2,60 1,16
9 -1(1,0) -1(0,1) 2,60 1,22
10 0(1,75) +1(0,5) 2,60 1,20
11 0(1,75) 0(0,3) 2,70 1,20
12 +1(2,5) 0(0,3) 2,70 1,22
13 -1(1,0) 0(0,3) 2,88 1,20

Lp,max, Maxima velocidade especifica de formagdo dos produtos (acido lactobidnico ou sorbitol); g, produtividade
especifica.

O planejamento experimental foi avaliado estatisticamente com o fim de otimizar os
resultados em ensaios de bioconversao para as diferentes concentrac@es de alginato de sédio e
da solucdo de cloreto de calcio usadas na preparacdo do sistema imobilizado. A analise de
variancia em termos lineares foi verificada para os fatores e para a interacdo entre eles. Os
parametros como a maxima velocidade especifica de formacdo dos produtos e produtividade
especifica ndo foram afetados significativamente pela variagdo na concentracdo do alginato de
sodio e da solucdo de cloreto de célcio (p > 0,05). Da mesma forma, néo se verificou interagdo
significativa entre os dois fatores (p > 0,05). Na avaliacdo qualitativa das esferas ao final dos
ensaios de bioconversdo, ndo foram observadas diferencas, independentemente das variagoes
propostas na imobilizag&o.

Os resultados alcangados contrariam os encontrados por Kawaguti et al. (2011), que
observaram diferenga significativa na converséo de sacarose em isomaltulose por Erwinia sp.

imobilizada em alginato de célcio com diferentes concentracdes de alginato de sodio e de
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cloreto de calcio. Ainda, embora Blandino et al. (1999) tenham relatado influéncia das
concentracOes do polimero e de CaClz na cinética de formacéao do gel e, por consequéncia, nas
suas propriedades mecanicas, nao foi perceptivel qualquer diferenca na estrutura do suporte nas
condicdes estudadas no presente trabalho. Assim, a discordancia entre os resultados obtidos
nestes experimentos e aqueles descritos na literatura se devem, possivelmente, as diferencas em
termos de reacdes e processos, ressaltando-se que, na literatura, ndo ha informacdes disponiveis
para o caso especifico de reacdes de bioconversdo com Z. mobilis imobilizada em alginato de
calcio.

No decorrer dos ensaios de bioconversdo, observou-se a solubilizagdo das esferas do
suporte formadas com 1,0% (m/v) de alginato de sddio e 0,1 mol/L de cloreto de célcio
(experimento 9), o que impossibilitaria a sua reutilizacdo. Para as demais condicdes avaliadas,
0 aspecto das esferas ao final da bioconversao foi similar e, em todos 0s casos, seria necessario
tratarem-se as esferas com solucéo de CaCl» para permitir a sua reutilizagdo. Conforme descrito
por Carra (2012), o tratamento com CaCl, tem o inconveniente de promover o enrijecimento
do suporte, afetando a transferéncia de massa e resultando na queda na produtividade em acido
lactobibnico.

Na sequéncia, foram conduzidas novas imobilizagdes mantendo-se constante a
concentracdo de CaCl, em 0,3 mol/L e variando-se a concentracdo de alginato de sédio (1,75;
2,5 e 3,25% m/v). Ressalte-se que a concentracdo de alginato de sodio informada € aquela
atingida ap6s a mistura com a suspensdo celular, antes do gotejamento sobre CaCl,. As esferas
obtidas nessas condicdes foram utilizadas em ensaio de bioconversdo por 24 horas e, ap6s,
reutilizadas em novo ensaio de bioconversdo por mais 24 horas. Entre os ensaios, 0
biocatalisador imobilizado foi tratado com CaCl. conforme descrito previamente. O objetivo
destes ensaios foi avaliar o efeito da concentragdo de alginato de sodio sobre ppmax. Constatou-
se, de fato, uma significativa reducdo de ppmax entre a primeira bioconverséo e a repeticéo,
conforme € mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Percentual de reducdo na maxima velocidade especifica de formagdo dos produtos entre a
primeira bioconversdo e a repeticao, utilizando o biocatalisador imobilizado em diferentes concentragdes
de alginato de sodio (Substrato inicial: lactose 700 mmol/L e frutose 600 mmol/L; pH 6,4; temperatura
39°C; 20 g/L biocatalisador imobilizado).

Concentracédo Redug&o pp,max
alginato (% m/v) (%)
1,75 39,70 £ 8,0°
2,50 37,60 + 6,72
3,25 36,00 + 4,62

Lp,max, Maxima velocidade especifica de formag&o dos produtos (acido lactobidnico ou sorbitol). Letras iguais indicam
ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5% (p>0,05) para ensaios em triplicata.
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Os resultados foram avaliados estatisticamente, demonstrando-se ndo haver alteragdes
significativas (p > 0,05) no decréscimo de ppmax, para as diferentes concentragdes de alginato
avaliadas. De acordo com a literatura, seria esperado que diferentes concentracdes do polimero
afetassem os parametros cinéticos da reacdo, uma vez que o aumento na concentracdo do
polimero diminui a porosidade do suporte (BLANDINO et al., 1999), o que diminuiria a difuséo
entre enzima/substrato (TANAKA et al., 1984). Acredita-se que os resultados obtidos neste
trabalho, ndo condizentes com os relatados na literatura, possam estar relacionados com o
processo em questdo, ja que o pH da reacdo € controlado pela adicdo de NaOH, que pode afetar
negativamente a estrutura do alginato de célcio.

Desta forma, ndo sendo observada variagéo significativa em qualquer das condicGes
avaliadas, no sentido de melhorar as propriedades fisicas do gel, a metodologia convencional
para a técnica de imobilizacdo de Z. mobilis descrita previamente por Chun e Rogers (1988) e,

posteriormente, por Malvessi et al. (2010), foi mantida para a sequéncia dos estudos.

5.1.2 Efeito do tempo de gelificacdo do alginato com cloreto de célcio e reutilizacdo do
biocatalisador imobilizado

Gacesa (1988) afirma que embora a superficie das goticulas de alginato de célcio se
forme instantaneamente ao entrar em contato com a solucéo de cloreto de célcio, é necessario
um tempo mais longo para que os cations divalentes se difundam no interior do gel. Desta
forma, o autor sugere que o0 aumento do tempo de contato entre as esferas formadas e a solugéo
do cloreto de calcio pode promover melhor estabilidade mecénica do gel. O biocatalisador
imobilizado em alginato de calcio com diferentes tempos de gelificacdo (10, 60 e 240 minutos)
foi utilizado em ensaios de bioconversdo de lactose e frutose em &cido lactobinico e sorbitol.
Na Tabela 4, apresentam-se o0s resultados gerais obtidos em cada condicdo avaliada.

A formacdo de produtos nas diferentes condicGes avaliadas foi similar, com
concentragdo de cerca de 500 mmol/L e aproximadamente 80% de converséo. Em termos de
Hpmax, valores proximos entre si foram obtidos para a primeira bioconversdo apds a
imobilizacdo. Como uma das vantagens da imobilizacdo celular é a reutilizagdo do
biocatalisador em sucessivas bateladas, para estes casos, avaliou-se qualitativamente a
resisténcia do gel ap6s a primeira reacdo, nao tendo sido observadas diferencas,
independentemente da condicdo avaliada. Assim, foi necessario, em todos 0s casos, tratar as
esferas com CaCl, 0,3 mol/L antes de iniciar novas bateladas de bioconversao, como ja descrito

previamente.
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Tabela 4. Resultados gerais para ensaios repetidos de bioconversao com células de Zymomonas mobilis
imobilizadas em alginato de calcio com diferentes tempos de gelificacdo em solucéo de cloreto de célcio
(Substrato inicial: lactose 700 mmol/L e frutose 600 mmol/L; pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L
biocatalisador imobilizado).

Tempode 10 60 240
gelificagdo (min)

Batelada 12 28 12 28 12 28
Pmax (mmol/L) 514 499 515 495 518 496
t (h) 24 24 24 24 24 24
Ypiso (mmol/mmol) 0,79 0,77 0,80 0,76 0,80 0,76
p (mmol/L/h) 21,4 20,8 21,0 20,6 21,5 20,7
g (mmol/g/h) 1,15 1,12 1,14 1,11 1,16 1,11
Mp.max (mmol/g/h) 2,80 1,75 2,70 1,80 2,90 1,70
St (mmol/L) 133 149 131 151 128 152

Pmax, concentracdo maxima de produtos (acido lactobidnico ou sorbitol); t, tempo de processo; Ypsso, fator de
conversdo de substrato inicial em produto; p, produtividade volumétrica; q, produtividade especifica; Lpmax,
méaxima velocidade especifica de formacgdo dos produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol); St, concentragdo de

lactose residual. 13, primeiro ensaio de bioconversdo com biocatalisador imobilizado; 22, ensaio de bioconversio
com o hiocatalisador reutilizado.

Elevados tempo de gelificagdo poderiam resultar na diminuicao de alguns parametros
da reacdo, como produtividade especifica e da maxima velocidade especifica de formacao dos
produtos, conforme descrito previamente por Blandino et al. (1999) e Tanaka et al. (1984),
devido aos problemas difusionais. No entanto, os resultados obtidos nesse trabalho foram
préximos para as trés condi¢des avaliadas. Esses resultados podem estar atrelados as condi¢oes
especificas da reacdo, como o controle do pH em 6,4, com o uso de NaOH, e da temperatura
em 39°C, durante as 24 horas de reacdo, associado ao fluxo de substratos e produtos através do
suporte, que poderiam estar afetando negativamente a estabilidade do gel.

De uma forma geral, resultados similares foram alcancados em ensaios de
bioconversdo de lactose e frutose em acido lactobiénico e sorbitol, respectivamente, com o
biocatalisador sendo imobilizado em qualquer das condi¢cdes avaliadas nesse estudo.
Adicionalmente, foram realizados ensaios de bioconversdo por sete ciclos consecutivos e 0S
resultados gerais estdo apresentados na Tabela 5.

Nesses ensaios, as cinco primeiras bateladas de bioconversao tiveram a duracdo de 24
horas, enquanto na sexta e na sétima bateladas o tempo da reacdo foi o necessario para a
conversdo de no minimo 75% do substrato disponivel. Ao final de cada batelada, as esferas de
alginato foram removidas do meio, tratadas com solucgéo de cloreto de célcio 0,3 mol/L por 10

minutos, assim, como descrito anteriormente.
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Tabela 5. Resultados gerais referentes aos sucessivos ensaios de bioconversdo com o biocatalisador
imobilizado em alginato de célcio 2% (m/v) (Substrato inicial: lactose 700 mmol/L e frutose 600
mmol/L; pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador imobilizado).

Bateladas de bioconversido

10 20 30 40 50 60 70
Pmax (mmol/L) 51632 498+3% 493+10* 497182 488+20? 485132 493+22
t(h) 24 24 24 24 24 28 28
Yeiso 0,79+0,00* 0,76+0,00*® 0,76+0,01* 0,76+0,00*® 0,75+0,02*  0,75+0,00* 0,76+0,00?

(mmol/mmol)
p (mmol/L/h) 21,4+0,12  20,7#0,0*0  20,4+0,4*  20,5+0,2? 20,1+0,82 17,3+0,4°  17,4+0,0°

g (mmol/g/h) 1.16+0,01* 1.12+0,00° 1,10+0,02*¢ 1,10+0,02*2  1,09+0,03*  0,94+0,01° 0,95+0,00°

Ho.max 2,85+0,092 1,74+0,01° 1,70+0,07® 1,69+0,06° 1,61+0,18* 1,30+0,00° 1,30+0,01°
(mmol/g/h)
St (mmol/L) 130+32 150+32 156+10? 151+882 161+212 155+22 153+132

Pmax, concentracdo maxima de produtos (acido lactobi6nico ou sorbitol); t, tempo de processo; Y piso, fator de
conversdo de substrato inicial em produto; p, produtividade volumétrica; q, produtividade especifica; ppmax,
méaxima velocidade especifica de formagdo dos produtos (acido lactobibnico ou sorbitol); St, concentracdo de
lactose residual. Letras iguais indicam néo haver diferenca significativa ao nivel de 5% (p>0,05) entre as colunas
para ensaios em duplicata.

A utilizacdo do biocatalisador imobilizado em sucessivas bateladas de bioconversao
se mostrou como um processo Vidvel tecnicamente, uma vez que concentracdes de
aproximadamente 500 mmol/L de produtos foram alcancadas mesmo ap6s 176 horas de reacéo.
Embora, como ja observado, o tratamento com CaCl, provoque o enrijecimento do suporte de
imobilizacdo e, assim, dificulte a transferéncia de massa, os resultados apresentados neste
trabalho foram semelhantes durante todo o processo. Os parametros de avaliacdo de
produtividade foram reduzidos significativamente somente nas duas Ultimas bateladas. As
maximas velocidades especificas de formacdo de produtos entre a segunda e a sétima bateladas
foram significativamente menores que na primeira. Acredita-se que esta redu¢do no pp maxesteja
relacionada com a liberacdo do biocatalisador do suporte, decorrente das alteracdes na
conformacdo da esfera do suporte de imobilizacdo nas condi¢cdes de processo, conforme
descrito por Garin (2016). Entre a segunda e a quinta bateladas, constatou-se um
comportamento estvel do sistema enzimatico, que fica evidenciado pela observacdo dos
pardmetros de avaliacdo dependentes do tempo (U, p € q), €, em seguida, valores decrescentes
para estes mesmos parametros. Tal comportamento nas Ultimas bateladas teve, provavelmente,
relacdo com a instabilidade de GFOR ap0s longos periodos de reacdo, primeiramente descrita
por Gollhofer et al. (1995) e corroborada por Bertasso et al. (1996) e Malvessi et al. (2013).

Apesar de as modificacGes avaliadas na técnica de imobilizacdo em alginato de calcio,
discutidas no item 5.1, ndo terem resultado em incremento no processo, a possibilidade de

reutilizacdo do biocatalisador por longos periodos de reagdo, associada ao elevado valor
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comercial do &cido lactobibnico justifica os custos de obtencdo e preparo do sistema

imobilizado, visando a sua eventual aplicagdo em escala industrial.

5.2 AVALIAC}AO DA INVIABILIZAC}AO DO METABOLISMO FERMENTATIVO DE
Zymomonas mobilis

A permeabilizacao de células de Z. mobilis com brometo de cetil trimetil amodnio —
CTAB (REHR et al., 1991) tem sido empregada como forma de inibir o consumo de substrato
pela via fermentativa da bactéria. No processo convencional em uso no LBIO, posteriormente
a permeabilizacdo celular, tem-se a etapa de reticulacdo com glutaraldeido (JUNG et al., 1990).
Uma vez que glutaraldeido tem acdo biocida contra bactérias Gram-negativas (GORMAN;
SCOTT, 1980), é possivel que ambos os tratamentos, permeabilizacdo e reticulacdo, possam
atuar na inviabilizacdo da via fermentativa da bactéria.

Assim, para avaliar a possibilidade de supressédo da etapa de permeabilizagéo celular
com brometo de cetil trimetil aménio (CTAB), com a inviabilizacdo celular ocorrendo, apenas,
pelo tratamento com glutaraldeido, conduziram-se ensaios de crescimento bacteriano
posteriores aos diferentes tratamentos (CTAB e glutaraldeido) e com células isentas de
tratamento. Como forma de verificar a inviabilizacdo do metabolismo fermentativo, foi
determinado o percentual do consumo de substratos apds 20 horas de incubacdo, cujos

resultados sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Consumo de substrato por células de Zymomonas mobilis ndo tratadas ou tratadas com brometo
de cetil trimetil amonio e glutaraldeido, ap6s 20 h de incubacgdo em condi¢des de cultivo (Substrato inicial:
glicose 100 g/L; concentracdo celular inicial 0,5 g/L; pH 5,5-6,5; temperatura 30°C; frequéncia de
agitacdo 200 rpm).

Condicéo Substrato consumido (%)
Branco 99 £+ 07
CTAB 9+3°
Glu 10 7+£3°
Glu 20 15 + 4P

Branco, células ndo tratadas; CTAB, células tratadas com brometo de cetil trimetil amdnio por 15 minutos; Glu 10,
Glu 20, células tratadas com glutaraldeido por 10 e 20 minutos, respectivamente. Letras diferentes indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% (p<0,05) para ensaios em triplicata.
Observa-se para as células ndo tratadas (Branco) o consumo praticamente completo de
substrato em 20 horas de cultivo. Entretanto, para as células tratadas com CTAB, no mesmo
periodo de cultivo, observou-se limitagdo no metabolismo, uma vez que o consumo de substrato

foi significativamente reduzido, reafirmando, assim, a eficiéncia deste meétodo de
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permeabilizacdo celular na inviabiliza¢do da bactéria, conforme descrito por Rehr et al. (1991).
Resultados similares foram obtidos para o tratamento com glutaraldeido, indicando, da mesma
forma, a possibilidade deste tratamento na inibicdo do metabolismo fermentativo da bactéria.
Comparando-se os resultados para consumo de substrato por microrganismos sem tratamento
com aqueles observados ap0s os trés tratamentos de inviabilizac&o, é possivel afirmar que ha
diferenca significativa no consumo de substrato, como pode ser observado na Tabela 6. Por
outro lado, ndo foram identificadas diferencas significativas quanto ao consumo de substrato
entre os diferentes tratamentos. Desta forma, conclui-se que o tratamento das ceélulas com
glutaraldeido, por 10 ou 20 minutos, promoveu a inibigdo do crescimento bacteriano de forma
estatisticamente similar ao com CTAB.

Confirmando estes resultados, observou-se, também, o aumento da concentracédo
celular para a condicdo sem tratamento de 0,5 para 3,3 g/L. Salienta-se que as limitacfes no
consumo de substrato e no crescimento se deveram ao tratamento a que células foram
submetidas, uma vez que as condi¢des de cultivo foram totalmente propicias ao pleno
desenvolvimento celular.

Embora a atividade catalitica das enzimas GFOR/GL independa da viabilidade celular
(CHUN; ROGERS, 1988), é necessario comparar 0s resultados em termos da atividade
enzimatica determinada posteriormente aos diferentes tratamentos de inviabilizagdo. Na Tabela
7, estdo apresentados os resultados da influéncia dos tratamentos de inviabilizacéo celular sobre
a atividade de GFOR/GL.

Tabela 7. Atividade das enzimas glicose-frutose oxidorredutase e glicono-6-lactonase presente em
células de Zymomonas mobilis néo tratadas e tratadas com brometo de cetil trimetil aménio ou
glutaraldeido.

Atividade enzimatica

Condicéo (Ulg)
Branco 34412
CTAB 314228
Glu 10 35+02
Glu 20 35+02

Branco, células ndo tratadas; CTAB, células tratadas com brometo de cetil trimetil amdnio por 15 minutos; Glu
10, Glu 20, células tratadas com glutaraldeido por 10 e 20 minutos, respectivamente. Letras diferentes indicam
diferenca significativa ao nivel de 5% (p<0,05) para ensaios em duplicata.

Observaram-se resultados similares para atividades enzimaticas em todas as condigdes
avaliadas, ndo tendo sido observadas diferengas significativas nos resultados atingidos com as
células isentas de tratamento e aquelas submetidas aos tratamentos CTAB, Glu 10 e Glu 20.

Desta forma, constata-se que quando o metabolismo fermentativo da bactéria foi inviabilizado
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pelo tratamento com glutaraldeido, a atividade das enzimas GFOR/GL foi mantida, indicando
a possibilidade de utilizar-se este simples tratamento em substituicdo a permeabilizacdo da
parede celular com tolueno ou CTAB, como descrito respectivamente por Chun e Rogers (1988)
e Rehr et al. (1991).

53 AVALIACAO DA BIOCONVERSAO COM A BIOMASSA TRATADA COM
GLUTARALDEIDO E ISENTA DE TRATAMENTO

O tratamento de inviabilizagdo celular com glutaraldeido reduziu significativamente o
consumo de substrato e ndo provocou alteracdes significativas na atividade enzimatica. No
entanto, na técnica de determinacao de atividade a velocidade reacional, sdo avaliados somente
os 30 minutos iniciais da reacdo em que a elevada concentracdo inicial dos substratos pode
inibir a via fermentativa, impedindo o consumo dos substratos. Nesse contexto, ensaios de
bioconversdo foram conduzidos para avaliar o efeito do tratamento com glutaraldeido em

condicdes de producao, ou seja, por periodos mais longos de reacéo.

5.3.1 Bioconversao com células livres

Inicialmente, conduziram-se ensaios de bioconversdo com células livres de Z. mobilis
tratadas com glutaraldeido 0,5% (v/v) por 10 minutos em comparacdo com células isentas de
tratamento. Para avaliar a influéncia do tratamento de inviabilizacdo celular sobre o fator de
conversdo de substratos em produtos nos ensaios de bioconversdo, utilizaram-se solugdes
equimolares de glicose e frutose nas concentragdes de 400 mmol/L e 700 mmol/L. O uso de
glicose nestes ensaios se deveu ao fato de este carboidrato ser o preferencial para o0 metabolismo
fermentativo de Z. mobilis. J& os testes com concentracfes reduzidas de glicose e frutose
tiveram por objetivo evitar a inibi¢do do metabolismo fermentativo da bactéria pelos substratos,
conforme descrito por Silveira et al. (1999), e comprovar se 0 acumulo de produtos de
bioconverséo seria decorrente do tratamento com glutaraldeido.

Os resultados da concentracédo e do fator de conversdo de substratos em produtos nos
ensaios de bioconversédo para 400 mmol/L estdo mostrados na Tabela 8. A quantificacdo dos
substratos e dos produtos na reacdo de bioconversdo, a partir do volume e da concentracao de
NaOH utilizada no controle do pH foi confirmada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Embora Pedruzzi et al. (2007), ao utilizarem células de Z. mobilis imobilizadas,
tenham confirmado a equivaléncia entre os dois métodos de quantificacdo, nestes ensaios

procurou-se avaliar se 0s substratos disponiveis foram efetivamente convertidos em produtos e
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se 0 acido gliconico foi acumulado no meio ou direcionado para a via fermentativa.

Tabela 8. Resultados em termos de formacao de produtos nos ensaios de bioconversdo com células
livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em rea¢des com 400 mmol/L
de glicose e frutose (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).

Glicose e Frutose

400 mmol/L
Branco Glu
Pmax (mmol/L) 293+1 371 +1
Y eiso (mmol/mmol) 0,76 £ 0,00 0,98 £ 0,00
AG. (mmol/L) - 356 + 3
Y Gpsso (mmol/mmol) - 0,94 £0,00
SB (mmol/L) 258 +2 355+5
Y Spiso (mmol/mmol) 0,60 £ 0,01 0,94 + 0,00

Pmax, concentragdo maxima de produtos (acido glicbnico ou sorbitol); Y psso, fator de conversdo de substrato em
produtos; AG; SB, concentragdo méaxima em acido gliconico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE;
YGrso; YSeiso, fator de conversdo em 4cido gliconico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE.

Branco, células isentas de tratamento; Glu, células tratadas com glutaraldeido 0,5% (v/v) por 10 minutos.

Em concentrac@es iniciais de substratos de 400 mmol/L, com células ndo tratadas, o
acido gliconico formado foi totalmente metabolizado em aproximadamente 4,5 horas de reacéo.
Esses resultados corroboram os de Silveira et al. (1999), que, em ensaios de bioconversdo com
concentracdo equimolar inicial de substrato de 280 mmol/L e biomassa nédo tratada,
evidenciaram o total consumo do &cido glicbnico formado em 1 hora de reacdo. Assim, a
concentracdo final de acido gliconico foi nula, indicando que todo o gliconato produzido foi
convertido para 6-P-gliconato e direcionado para a via Entner-Doudoroff (Figura 19A). No
decorrer da bioconversdo, observou-se, também, a formacdo de gas, provavelmente CO,, e
espuma, caracteristicos de fermentacao.

Para a mesma concentracdo de substratos (400 mmol/L), porém utilizando-se células
tratadas com glutaraldeido, a inviabilizagdo do metabolismo fermentativo das células foi
confirmada, promovendo acimulo dos produtos de interesse no meio reacional. Nesse caso, as
concentragfes dos produtos de interesse foram similares aquelas estimadas pela adigdo de
NaOH 7 mol/L durante o ensaio de bioconversdo. Na Figura 19, sdo mostrados os perfis
cinéticos dos ensaios de bioconversdo com células tratadas e ndo tratadas com concentracao

inicial de substrato de 400 mmol/L.
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Figura 19. Concentragdes de produtos e substratos em funcdo do tempo, em ensaios de bioconverséo
com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com glutaraldeido (B) em meio
com glicose e frutose 400 mmol/L (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).
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Para a condi¢cdo com maior concentracao inicial de substratos, 700 mmol/L (glicose e
frutose), os resultados dos ensaios de bioconversao estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados em termos de formacao de produtos nos ensaios de bioconversdo com células
livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em rea¢6es com 700 mmol/L
de glicose e frutose (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).

Glicose e Frutose

700 mmol/L
Branco Glu
Pmax (mmol/L) 526 +1 611 +1
Yeiso (Mmol/mmol) 0,81 +0,00 0,96 +0,00
AG. (mmol/L) 186 +0 620 +9
Y Gpsso (mmol/mmol) 0,29 +0,05 0,97 £0,02
SB (mmol/L) 281 +4 600 +1
Y Spiso (mmol/mmol) 0,44 +0,02 0,95 +0,01

Pmax, concentragdo maxima de produtos (acido glicbnico ou sorbitol); Y psso, fator de conversdo de substrato em
produtos; AG; SB, concentracdo maxima em &cido glicénico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE;
YGersso; Y Spiso, fator de conversdo em &cido gliconico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE.

Branco, células isentas de tratamento; Glu, células tratadas com glutaraldeido 0,5% (v/v) por 10 minutos.

Observa-se que para a condicdo com concentracdo inicial de substratos de 700
mmol/L, o fator de converséo de glicose em acido gliconico, com células isentas de tratamento,
foi de apenas 0,29 mmol/mmol, enquanto que pelo consumo de NaOH o valor estimado seria
0,81 mmol/mmol. Neste caso, 0 pequeno acumulo de &cido glicdnico esta de acordo com 0s
resultados de Silveira et al. (1999), que relataram a inibicdo parcial no metabolismo
fermentativo de Z. mobilis para concentracdo de substratos de 800 mmol/L, evitando o total
consumo deste produto. Na condicdo com células tratadas, entretanto, percebe-se o0 acumulo
dos produtos de interesse com o decorrer do tempo, alcancando rendimentos proximos ao
tedrico estimado pelo consumo de NaOH.

Observa-se ainda, que, neste grupo de ensaios, utilizando-se células nédo tratadas (400
e 700 mmol/L), tem-se o rendimento final em sorbitol reduzido, em comparacdo ao valor
estimado pelo consumo de NaOH. Esses resultados se devem ao fato de que parte dos substratos
disponiveis foi consumido através do metabolismo fermentativo da bactéria. Ainda, percebe-se
que a concentracéo de sorbitol ao longo do tempo manteve-se constante conforme demonstrado
por Silveira et al. (1999). Na Figura 20, sdo mostrados os perfis cinéticos dos ensaios de
bioconversdo com células tratadas e ndo tratadas com concentracdo inicial de substrato de 700

mmol/L.
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Figura 20. Concentragdes de produtos e substratos em funcdo do tempo, em ensaios de bioconversédo
com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com glutaraldeido (B) em meio
com glicose e frutose 700 mmol/L (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).
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Ensaios similares foram realizados com substratos lactose e frutose, pois, embora a
lactose ndo seja uma fonte de carbono assimilavel pela bactéria (SWINGS; DE LEY, 1977), a
frutose pode ser convertida a frutose-6-P e posteriormente, a glicose-6-P pela enzima glicose-
6-fosfato isomerase, e ser consumida pela via fermentativa, desta forma reduzindo a
concentracdo dos produtos de interesse no meio reacional.

Na Tabela 10, sdo mostrados os resultados para o fator de converséo de substratos em
produtos e a maxima concentracao de produtos encontrados nos ensaios de bioconversdo com
lactose e frutose nas concentracdes de 400 mmol/L com células livres de Z. mobilis isentas de
tratamento e tratadas com glutaraldeido.

Tabela 10. Resultados em termos de formacéo de produtos nos ensaios de bioconverséo com células
livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em reagcdes com 400 mmol/L
de lactose e frutose (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).

Lactose + Frutose

400 mol/L
Branco Glu
Pmax (mmol/L) 254 +3 311 £2
Yeiso (Mmol/mmol) 0,65 +0,00 0,81 +£0,00
AL (mmol/L) 127 +4 315 +7
Y Leiso (Mmol/mmol) 0,33 +0,02 0,82 +0,02
SB (mmol/L) 128 +3 303 7
Y Spiso (mmol/mmol) 0,33 £0,02 0,80 +0,02

Pmax, concentracdo maxima de produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol); Ypso, fator de conversao de substrato
em produtos; AL; SB, concentracdo maxima em acido lactobibnico e sorbitol, respectivamente, obtida por
CLAE; YLpsso; YSeiso, fator de conversdo em acido lactobidnico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE.
Branco, células isentas de tratamento; Glu, células tratadas com glutaraldeido 0,5% (v/v) por 10 minutos.

O fator de conversdo de substratos em produtos para rea¢des com células isentas de
tratamento foi de apenas 0,33 mmol/mmol, indicando, assim, que parte da frutose disponivel
foi consumida pelo metabolismo fermentativo da bactéria. Nesse caso, o fator de converséo de
substratos em produtos estimado pelo consumo de NaOH também foi baixo (0,65 mmol/mmol).
Acredita-se que esse resultado possa estar atrelado, também, ao metabolismo fermentativo, uma
vez que nas reagdes com a biomassa tratada o valor estimado foi de 0,81 mmol/mmol. Assim
como na condicao utilizando-se glicose e frutose, o tratamento com glutaraldeido permitiu o
acumulo de elevada concentracdo final em &cido lactobiénico (315 mmol/L) e sorbitol (303

mmol/L). Os perfis cinéticos dessas reagdes estdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21. Concentracdes de produtos e substratos em funcdo do tempo, em ensaios de bioconversédo
com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com glutaraldeido (B) em meio
com lactose e frutose 400 mmol/L (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).
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Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados dos ensaios de bioconversdo para a

condic¢do 700 mmol/L de lactose e frutose.

Tabela 11. Resultados em termos de formag&o de produtos nos ensaios de bioconversdo com células
livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas e tratadas com glutaraldeido, em reagdes com 700 mmol/L
de lactose e frutose (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).

Lactose e Frutose

700 mol/L
Branco Glu
Pmax (mmol/L) 336 1 506 +4
Yeiso (Mmol/mmol) 0,50 +0,00 0,78 +0,00
AL (mmol/L) 142 +2 496 +10
Y Leiso (mmol/mmol) 0,21 £0,00 0,77 £0,03
SB (mmol/L) 165 +9 471 £6
Y Spiso (mmol/mmol) 0,25 +0,00 0,74 +0,01

Pmax, concentracdo méxima de produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol); Yeso, fator de conversdo de substrato
em produtos; AL; SB, concentracdo maxima em &cido lactobi6nico e sorbitol, respectivamente, obtida por
CLAE; YLpsso; YSpso, fator de converséo em &cido lactobibnico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE.
Branco, células isentas de tratamento; Glu, células tratadas com glutaraldeido 0,5% (v/v) por 10 minutos.

Da mesma forma que nos ensaios anteriores, o baixo valor para conversdo de
substratos em produtos, 0,21 e 0,25 mmol/mmol em &cido lactobiénico e sorbitol,
respectivamente, para a condicdo com células ndo tratadas, indica o consumo de frutose para
via fermentativa do microrganismo. Por outro lado, o tratamento com glutaraldeido
proporcionou a obtencdo de resultados superiores a 0,75 mmol/mmol, valores que corroboram
os obtidos por Malvessi et al. (2013) e Carra (2012) utilizando células de Z. mobilis livres e
permeabilizadas. Os perfis cinéticos de consumo dos substratos e formacdo dos produtos estéo
apresentados na Figura 22.

Comparando-se os perfis cinéticos, na auséncia de tratamento, é possivel observar que
embora o0s substratos tenham sido adicionados de forma equimolar, o consumo se deu de forma
distinta. A concentracdo de produto formado, no entanto, foi igual, corroborando, assim, a
hipdtese de fermentacdo da frutose para atividades metabolicas da célula. Por outro lado, nos
ensaios com a biomassa tratada com glutaraldeido, comportamentos semelhantes entre

consumo e formacao de produtos foram observados.
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Figura 22. Concentragdes de produtos e substratos em fun¢do do tempo, em ensaios de bioconverséo
com células livres de Zymomonas mobilis ndo tratadas (A) e tratadas com glutaraldeido (B) em meio
com lactose e frutose 700 mmol/L (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador livre).
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Embora o crescimento da bactéria Z. mobilis aconteca na faixa de pH 5 a 7 e de
temperatura entre 25 e 31°C, e raro crescimento seja observado em temperaturas proximas a
40°C (SWINGS; DE LEY, 1977), observou-se, para todas as condi¢des estudadas com células
livres e ndo inviabilizadas, o consumo do produto formado — caso do acido gliconico — e/ou do
substrato disponivel para a via fermentativa — glicose e frutose. Desta forma, enfatiza-se a
necessidade de tratamento para inviabilizagdo celular, independentemente dos substratos
utilizados, para que os produtos de interesse sejam acumulados ao utilizarem-se células livres

NO Processo.

5.3.2 Bioconversao com células imobilizadas

De uma forma geral, a substituicdo da permeabilizacdo pelo Unico tratamento com
glutaraldeido se mostrou tecnicamente possivel, mantendo-se o rendimento e a produtividade
do processo, além de favorecer a sua economia, ja que permite suprimir uma etapa onerosa no
fluxograma de produgdo. No entanto, ainda mais interessante seria a utilizagdo da biomassa,
gue ndo tivesse recebido qualquer tratamento prévio a imobilizacdo em alginato de célcio, desde
gue uma simples reticulacdo do suporte contendo células integras com glutaraldeido fosse
suficiente para inibir o metabolismo fermentativo da bactéria. Neste caso, duas etapas do
processo previamente desenvolvido poderiam ser omitidas, 0 que reduziria ainda mais o custo
de producdo. Assim, neste grupo de ensaios, procurou-se avaliar se o tratamento posterior das
esferas do suporte com glutaraldeido seria suficiente para inibir o metabolismo fermentativo de
Z. mobilis e permitiria 0 acumulo dos produtos de interesse em concentracfes apreciaveis.

Conduziram-se ensaios de bioconversdo com células de Z. mobilis imobilizadas em
alginato de calcio, comparando-se o sistema imobilizado contendo células previamente tratadas
com glutaraldeido 0,5 % (v/v) por 10 minutos e sem qualquer tratamento prévio.

Assim como nos testes realizados com ceélulas livres, nesses ensaios, utilizaram-se
solugdes equimolares de glicose e frutose, bem como lactose e frutose, nas concentragdes de
400 mmol/L e 700 mmol/L. As reacGes foram conduzidas por 24 horas em condicdes
operacionais padrao (39°C, pH 6,4). Os resultados dos ensaios estdo apresentados na Tabela
12.
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Tabela 12. Resultados em termos de formag&o de produtos nos ensaios de bioconversédo com células de
Zymomonas mobilis, sem tratamento prévio e previamente tratadas com glutaraldeido, imobilizadas em
alginato de célcio sob diferentes concentracdes inicias de substratos (pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L
biocatalisador imobilizado).

Glicose e Frutose Glicose e Frutose
400 mmol/L 700 mmol/L
Branco Imb Glu Imb Branco Imb Glu Imb
Pmax (mmol/L) 361+2 360+1 598 + 2 598 + 2
Yeiso (Mmol/mmol) 0,95+ 0,00 0,94 £ 0,00 0,93 + 0,00 0,93 + 0,00
AG. (mmol/L) 355+5 355+4 500+ 4 500+1
Y Gpiso (mmol/mmol) 0,94 +0,01 0,94 +0,01 0,92 +0,01 0,92 + 0,00
SB (mmol/L) 360 +4 360+0 589+ 3 589 + 3
Y Spiso (Mmol/mmol) 0,95 + 0,01 0,95+ 0,00 0,92 + 0,01 0,92 +0,01
Lactose e Frutose Lactose e Frutose
400 mmol/L 700 mmol/L
Branco Imb Glu Imb Branco Imb Glu Imb
Pmax (mmol/L) 304 +1 317+1 497 £ 2 471 +2
Y riso (mmol/mmol) 0,79 +£0,00 0,83+ 0,00 0,76 £ 0,01 0,72 +0,01
AL. (mmol/L) 315+6 319+7 542 £+ 4 559 + 2
Y Lpsso (mmol/mmol) 0,82 + 0,02 0,83 +£0,02 0,83 +0,01 0,85+0,01
SB (mmol/L) 316 +7 317+8 540+ 4 563+ 4
Y Spiso (mmol/mmol) 0,82 +0,02 0,83+0,02 0,83 +0,01 0,86 + 0,02

Pmax, concentracdo maxima de produtos (acido gliconico, lactobidnico ou sorbitol); YP/SO0, fator de conversdo de
substrato em produtos; AG; AL; SB, concentracdo maxima em &acido glicnico, acido lactobi6nico e sorbitol,
respectivamente, obtida por CLAE; YGP/S0 ; YLP/SO ; YSP/SO0, fator de conversdo em &acido gliconico, &cido
lactobibnico e sorbitol, respectivamente, obtida por CLAE. Branco Imb, suspenséo celular isenta de tratamento
para inviabilizar o metabolismo fermentativo e imobilizada em alginato de célcio, com posterior reticulacdo das
esferas do suporte com glutaraldeido 0,5% (v/v); Glu Imb, suspensdo celular tratada com glutaraldeido 0,5% (v/v)
e imobilizada em alginato de célcio com posterior reticulacao das esferas do suporte com glutaraldeido 0,5% (v/v).

Os resultados medidos por CLAE para a concentracdo inicial de 400 mmol/L de
glicose e frutose foram estatisticamente iguais ao estimado pelo consumo de NaOH
independentemente do tratamento testado. Nesses casos, rendimentos na ordem de 95% foram
obtidos corroborando os resultados de Chun e Rogers (1988) para bioconversdao com células
permeabilizadas de Z. mobilis imobilizada em alginato de calcio. Igualmente, 0s ensaios com
maior concentracdo inicial de substratos, 700 mmol/L de glicose e frutose, alcancaram
resultados semelhantes aos estimados por NaOH. Os resultados obtidos nesse caso, com 400
mmol/L e 700 mmol/L de substratos, comprovam que o Unico tratamento das esferas do suporte
com glutaraldeido foi suficiente para inviabilizar a via fermentativa da bactéria.

No caso da utilizacdo de lactose e frutose como fonte de substratos, novamente, 0s
resultados do fator de conversdo de substratos em produtos e da concentragdo méaxima de
produtos foram proximos aos estimado pelo consumo de NaOH. Assim, confirma-se para
lactose e frutose a inviabilizacdo do metabolismo fermentativo das células com o Unico
tratamento das esferas do suporte.

Na Figura 23 estdo apresentados os perfis cinéticos de consumo de substrato e



64

formagé&o de produtos para as condi¢Oes avaliadas.
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Figura 23. Concentragdes de produtos e substratos em func¢éo do tempo, em ensaios de bioconversdo
com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio em meio contendo
glicose/frutose (A e B) e lactose/frutose (C e D).

Isentas de tratamento prévio a inviabilizacdo celular (azul) e tratadas com glutaraldeido (preto) (pH 6,4;
temperatura 39°C; 20 g¢/L biocatalisador imobilizado). (m) Glicose/Lactose (o) Frutose (o) Acido
gliconico/lactobibnico (o) Sorbitol.

Observa-se que para as duas condi¢des avaliadas, com e sem tratamento prévio com
glutaraldeido, o consumo de substratos e a formacao de produtos ocorreu de forma equimolar,
comprovando, assim, que o substrato disponivel esta sendo totalmente convertido em produtos.
Desta forma, a analise dos perfis cinéticos permite admitir-se a possibilidade de simplificacdo
do processo convencional utilizado, por meio da substituicdo dos tratamentos prévios a
imobilizacdo e, com isso, a diminuigcdo dos custos operacionais de um eventual processo em
escala industrial.

Nos perfis cinéticos apresentados na Figura 23, é possivel ainda observar que, para as
reacfes com glicose e frutose, a velocidade reacional € maior na condicdo das células isentas
de tratamento prévio (linha azul) quando comparadas com as tratadas previamente com

glutaraldeido (linha preta). Esse resultado pode estar relacionado com o fato de o duplo
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tratamento com glutaraldeido provocar inativagcdo de algumas enzimas, como descrito por
Gorman e Scott (1980) para a acdo biocida com bactérias Gram-negativas. Por outro lado, este
comportamento ndo € observado para reacbes com lactose e frutose, isso porque, nessa
condicdo, a velocidade da reacdo é limitada pela baixa afinidade pelo substrato lactose,

conforme descrito por Satory et al. (1997) e Malvessi et al. (2013).

5.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE ENZIMATICA EM CELULAS DE Zymomonas
mobilis  IMOBILIZADAS EM ALGINATO DE CALCIO EM DIFERENTES
CONDICOES DE ESTOCAGEM

Neste item, foi avaliada a estabilidade GFOR/GL, contida em células de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de calcio, frente ao tempo e a forma de estocagem. Essas informacdes
seriam importantes, especialmente na escala industrial, considerando-se eventuais interrupcoes
e retomadas do processo por razdes técnicas ou reducdo de demanda dos produtos. Inicialmente,
compararam-se os diferentes tratamentos na biomassa, prévios a imobilizacdo em estudo nesse
trabalho (Glu Imb e Branco Imb) com a condi¢do convencional (CTAB Imb) por até 120 dias
de estocagem. O biocatalisador foi estocado em &gua destilada, pH 7,0, a 4°C, e 0s ensaios de
bioconversdo com lactose e frutose, realizados para avaliacdo, foram conduzidos apés 15, 30,
60, 90 e 120 dias de estocagem.

O rendimento em produtos, para todas as condigdes, imediatamente antes da
armazenagem, foi de aproximadamente 80%, atingindo-se concentragfes da ordem de 500
mmol/L em 24 horas de reacdo (Figura 24A). Por outro lado, a maxima velocidade especifica
de formacéo dos produtos (Figura 24B) para a condi¢do Glu Imb (2,3 mmol/g/h) foi superior
em 20% ao obtidos para as demais condigdes (Branco Imb e CTAB Imb). Sugere-se que 0
elevado valor de ppmax para Glu Imb esteja associado as ligacdes formadas entre o glutaraldeido
e as enzimas da bactéria, que, apesar de ndo serem claramente compreendidas, promovem um
aumento na atividade enzimatica (MIGNEAULT et al., 2004). A produtividade especifica antes
da armazenagem, para as trés condicdes, foi semelhante (Figura 24C), com valores proximos a
1,1 mmol/g/h, resultados que corroboram os de Carra (2012) para condi¢cdo convencional.
Percebe-se que ao longo dos dias de armazenamento, nas condi¢es Branco Imb e Glu Imb, os
valores para a concentracédo final de produtos foram proximos aos do tempo inicial. Em termos
de produtividade especifica (Figura 24C) e mé&xima velocidade especifica de formacdo dos
produtos (Figura 24B), para o Branco Imb, observam-se resultados superiores aos encontrados

no tempo inicial. Em reagcdes com Glu Imb nota-se uma constancia na produtividade ao longo
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do tempo, no entanto, uma leve redugdo em pmax pode ser evidenciada.
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Figura 24. Efeito dos diferentes tratamentos na concentragdo maxima de produtos [A], maxima
velocidade especifica de formacdo dos produtos [B] e na produtividade especifica [C], em ensaios de
bioconversdo apés diferentes dias de estocagem do biocatalisador imobilizado. (m) Glu Imb, suspenséo
celular tratada com glutaraldeido 0,5% (v/v); (A) Branco, suspensdo celular ndo tratada; (e) CTAB
Imb, suspensdo celular permeabilizada com CTAB 0,2% (m/v) e com posterior reticulagdo com
glutaraldeido 0,5% (v/v). (Substrato inicial: lactose 700 mmol/L e frutose 600 mmol/L; pH 6,4;
temperatura 39°C; 20 g/L biocatalisador imobilizado)

Para a condicdo CTAB Imb, constatou-se uma queda acentuada nos parametros
avaliados, resultados que corroboram os obtidos por Carra (2012), que, nessa condigédo, em 15
dias de estocagem em agua destilada percebeu reducdo de 8% na concentragdo final de

produtos. Embora sem uma base experimental, é possivel sugerir-se que o tratamento com
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CTAB, ao promover a abertura de poros na parede celular, leve ao extravasamento parcial das
enzimas para 0 meio externo no decorrer da reagdo. Vignoli et al. (2006) relatam que a
combinacéo entre o processo de permeabilizacdo e de imobilizacdo resulta em acentuada queda
na producao de sorbitol.
Na andlise estatistica dos resultados gerais dos ensaios de bioconversdo no tempo zero

e no tempo 120 dias (Tabela 13) e para as condi¢des Glu Imb e Branco Imb, observa-se que
ndo ha diferenca significativa entre os parametros avaliados (p > 0,05). Como discutido
anteriormente, o Unico tratamento das esferas do suporte de imobilizacdo com glutaraldeido
(Branco) foi capaz de promover o acumulo dos produtos de interesse no meio reacional e, além
disso, nesta condigdo manteve-se a estabilidade a estocagem por 120 dias de teste.

Tabela 13. Resultados gerais dos ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis

imobilizadas em alginato de célcio, com diferentes condi¢es de tratamento em 120 dias de

armazenagem (Substrato inicial: lactose 700 mmol/L e frutose 600 mmol/L; pH 6,4; temperatura
39°C; 20 g/L biocatalisador imobilizado).

Tempo (dias) Zero 120 dias
Tratamento Glu Imb Branco Imb Glu Imb Branco Imb
Pmax (mmol/L) 511 +12 514 + 222 506 +42 521 + 342
t (h) 24 24 24 24
Yriso (Mmol/mmol) 0,78 + 0,002 0,8 +0,03% 0,77 £ 0,00? 0,8 + 0,062
p (mmol/L/h) 4,6 £0,0 4,6 £0,32 4,6 £0,0 4,7+0,32
g (mmol/g/h) 1,14 + 0,002 1,14 + 0,062 1,13 +£0,04% 1,17 + 0,282
Hp,max (mmol/g/h) 2,34+0,08% 161+0,16° | 1,99+012%  1,93+0,04°
St (mmol/L) 137 + 32 135 + 25° 143 + 42 126 + 37°

Pmax, concentracdo méaxima de produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol); t, tempo de processo; Yesso, fator de
conversdo de substrato em produto; p, produtividade volumétrica; q, produtividade especifica; ppmax, maxima
velocidade especifica de formagdo dos produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol); St, concentragdo de lactose
residual. Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5% (p>0,05) entre as colunas para
ensaios em duplicata.

Ainda, considerando que a imobilizacdo de células de Z. mobilis contendo GFOR/GL
em alginato de calcio € um processo trabalhoso e oneroso, especialmente em escala de producéo
industrial, torna-se interessante verificar a possibilidade de armazenar-se o biocatalisador, a fim
de reutiliza-lo conforme a demanda pelos produtos. Desta forma, avaliou-se a estabilidade em
duas condi¢des de armazenagem: i) esferas armazenas em dgua pH 7,0 e ii) esferas armazenadas
drenadas (isentas de agua livre) por 30, 90 e 150 dias. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 14.

Resultados semelhantes foram obtidos nas duas condicdes de estocagem, em agua pH
7,0 e drenadas. A concentracéo final de produtos foi superior a 500 mmol/L e a converséo de
lactose em éacido lactobidnico foi proxima de 0,80 mmol/mmol ao longo dos dias de

armazenagem. A maxima velocidade especifica de formacdo dos produtos (ppmax) também
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manteve-se ao longo dos dias, no entanto, para a condi¢do drenadas percebeu-se uma tendéncia
de reducdo apds 150 dias. A avaliacdo geral dos resultados obtidos nesses ensaios revela duas
possibilidades de armazenamento, em agua pH 7,0 ou drenadas, para o sistema imobilizado em
alginato de calcio com manutencéo da atividade catalitica das enzimas.

Tabela 14. Resultados gerais de produgdo de &cido lactobi6nico em diferentes condi¢BGes de
armazenamento das esferas de alginato de calcio contendo Zymomonas mobilis (Substrato inicial:
lactose 700 mmol/L e frutose 600 mmol/L; pH 6,4; temperatura 39°C; 20 ¢/L biocatalisador
imobilizado).

Tempo (dias) 0 30 90 150
Condicao - Agua Drenadas | Agua Drenadas | Agua  Drenadas
Pmax (mmol/L) 510 541 533 511 529 542 512

t (h) 24 24 24 24 24 24 24
Yeiso (Mmol/mmol) 0,78 0,83 0,82 0,78 0,82 0,84 0,79

p (mmol/L/h) 46 | 49 48 4.6 4.8 4.9 4.6

q (mmol/g/h) 114 | 1,21 1,20 1,15 1,19 1,22 1,15
Hp.max (Mmol/g/h) 229 | 223 2,20 217 214 2,20 1,63
St (mmol/L) 139 106 114 139 119 104 136

Pmax, concentracdo maxima de produtos (acido lactobidnico ou sorbitol); t, tempo de processo; Y psso, fator de
conversdo de substrato em produto; p, produtividade volumétrica; q, produtividade especifica; ppmax, Maxima
velocidade especifica de formagdo dos produtos (acido lactobiénico ou sorbitol); St, concentragdo de lactose
residual.

55 AVALIACAO DE DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO DE ACIDO
LACTOBIONICO E SORBITOL

Na literatura, embora haja, como visto, um expressivo volume de dados sobre
diferentes aspectos do processo em estudo, sdo escassos 0s estudos voltados a transferéncia da
tecnologia ao setor industrial. Assim, neste item, sdo discutidas alternativas para execuc¢édo do
processo de bioproducdo de acido lactobibnico e sorbitol por Z. mobilis imobilizadas em
alginato de calcio.

Inicialmente, avaliou-se o aumento da concentracdo celular nas reacOes de
bioconversdo em reator de agitacdo mecanica operando em regime descontinuo (RD). Esses
ensaios tiveram por objetivo avaliar a utilizacdo de reatores mecanicamente agitados, visando
contornar as limitagdes do sistema com agitacdo magnética em termos de mistura. Nesta
condigdo, comparou-se o desempenho do processo com 20 e 30 g/L de células de Z. mobilis
imobilizadas, o que ndo seria possivel no reator magneticamente agitado. Neste caso, para
promover a mistura do meio, a opgao pelo uso do impelidor do tipo &ncora se justifica pelo fato
de este promover a agitacdo do meio com menor turbuléncia (BERTRAND et al., 1996;
TANGUY et al., 1996), o que poderia resultar em menor cisalhamento do suporte de

imobilizacdo. Na Tabela 15, estdo apresentados os resultados desses ensaios.
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Tabela 15. Resultados gerais para ensaios de bioconversdo de Zymomonas mobilis imobilizadas em
reator de agitacdo mecénica com 20 g/L e 30 g¢/L de biocatalisador imobilizado em regime
descontinuo. (Substrato inicial: lactose 700 mmol/L e frutose 600 mmol/L; pH 6,4; temperatura
39°C).

Concentracéo biocatalisador (g/L) 20 30
Pmax (mmol/L) 532 +1° 532 + 22
t(h) 24 24
Yeiso (mmol/mmol) 0,81 +0,01% 0,82 + 0,012
p (mmol/L/h) 22,1+0,1° 22,2 +£0,0
g (mmol/g/h) 1,19 0,012 0,81 +0,01°
Hp.max (mmol/g/h) 2,47 +0,25% 1,73 £ 0,05°
St(mmol/L) 117 £ 22 116 + 3°

Pmax, concentracdo maxima de produtos (acido lactobiénico ou sorbitol); t, tempo de processo; Y gso, fator de
conversdo de substrato em produto; p, produtividade volumétrica; g, produtividade especifica; ppmax, Maxima
velocidade especifica de formacdo dos produtos (&cido lactobiénico ou sorbitol); S, concentragdo de lactose
residual. Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5% (p>0,05) entre as colunas para
ensaios em duplicata.

Concentrac0es finais de produtos (&cido lactobidnico e sorbitol) semelhantes, cerca de
530 mmol/L, foram alcancadas em RD empregando as concentragdes de 20 e 30 g/L do
biocatalisador imobilizado. Da mesma forma, valores semelhantes para fator de conversédo de
substratos em produtos (0,80 mmol/mmol) e a produtividade volumétrica (22 mmol/L/h) em 24
horas foram obtidas. Por outro lado, 0 aumento da concentragdo celular representou um
decréscimo na produtividade especifica e na maxima velocidade especifica de formacdo dos
produtos. 1sso, porgue essas constantes cinéticas sao expressas em funcdo da concentracdo do
biocatalisador. Carra (2012), para esse mesmo processo, observou que com o uso de 30 g/L do
biocatalisador imobilizado a velocidade da reacdo foi aumentada em comparagdo com a
condicdo convencional (20 g/L), uma vez que menos tempo foi necessario para converter 70%
dos substratos em produtos. A autora destaca, ainda, dificuldades atreladas ao processo de
mistura com agitacdo magnética. Entretanto, no presente trabalho, ao utilizar-se agitacao
mecénica, as condi¢des de misturas foram mantidas durante toda a reagdo para 20 e 30 g/L e,
ainda assim, os resultados foram semelhantes ao final de 24 horas de reacao.

Uma das alternativas para aumentar a velocidade da reacdo e, por sua vez, a
concentracdo final de produtos é o aumento da concentracgdo inicial de substratos, uma vez que
0 Km de GFOR para lactose, em combinacdo com frutose, é alto (SATORY et al., 1997,
MALVESSI et al., 2013). A solubilidade de frutose em agua, a 20°C, € proxima de 4,4 mol/L
(MERK, 2015), enquanto o sorbitol & normalmente comercializado em solugdes 70% (m/v)
(aproximadamente 3,9 mol/L) (SILVEIRA; JONAS, 2002), mostrando que, por este lado da

reacdo, ndo haveria dificuldades. Entretanto, o uso de elevadas concentracBes de lactose é
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limitado pela sua solubilidade, cerca de 0,6 mol/L (SATORY et al., 1997). No caso, essa
limitacdo pode ser contornada pela operagdo em regime descontinuo alimentado (RDA), uma
vez que a alimentacdo de substratos pode ser executada a medida que os produtos séo formados.
Para isso, € necessario que a solubilidade dos produtos seja maior que a dos substratos, nas
condicBes da reagdo (pH 6,4; 39°C). Delagustin (2017) relatou ser possivel preparar uma
solugdo 1,3 mol/L lactobionato de sddio, tendo caracterizado este composto como facilmente
soltvel. No presente trabalho, a solubilidade da lactose e do lactobionato de sédio foi estimada
em agua 39°C e pH 6,4. Como resultado, confirmou-se a maior solubilidade para lactobionato
de sédio (> 1,3 mol/L) em comparacdo a da lactose (0,94 mol/L), atendendo, assim, a exigéncia
para a condugéo do processo em RDA.

A alimentacdo dos substratos nos ensaios foi realizada a medida que os produtos foram
sendo formados e, para isso, foi considerado o consumo de NaOH como pardmetro de
estimativa. A concentracdo dos substratos no inicio da reacdo foi a convencional (700 mmol/L
de lactose e 600 mmol/L de frutose) e, para cada 18 mmol/L de produtos formado, adicionavam-
se quantidades equivalentes para 18 mmol/L de lactose e 17 mmol/L de frutose. Os substratos
foram adicionados na forma de pd, a fim de minimizar a variacdo de volume da reacdo. A
concentracéo final equivalente dos substratos em batelada corresponderia a 1000 mmol/L de
lactose e 900 mmol/L de frutose. Essas reagdes foram realizadas com 20 g/L e 30 g/L do
biocatalisador imobilizado, pois, embora em RD resultados semelhantes foram alcan¢ados em
24 horas de reacdo, desejava-se avaliar se a adi¢ao de substratos seria vantajosa para a condicdo
com maior concentracdo celular. Os resultados dos ensaios em RDA estdo apresentados na
Tabela 16.

Os ensaios de bioconversio em RDA levaram ao aumento significativo da
concentracdo final de produtos. Embora, concentracdes finais em produtos estatisticamente
iguais tenham sido obtidas para as duas condi¢des em RD (20 e 30 g/L), os resultados para 30
g/L em RDA foram superiores a 770 mmol/L ao final de 32 horas de reagéo, enquanto que com
20 g/L a concentracdo maxima de 745 mmol/L somente foi alcancada apds 42 horas de reagéo.
Esses resultados foram superiores aos obtidos em RD neste trabalho e, também, aos descritos
na literatura, cuja concentracdo méaxima alcancada foi na ordem de 500 mmol/L (CARRA,
2012; MALVESSI et al., 2013; CARRA et al., 2015). Os resultados obtidos para RDA no
presente trabalho levaram a conversdo do substrato inicial em produtos de 85%, ligeiramente
superior a de RD. Fazendo uso do sistema imobilizado em alginato de célcio, Pedruzzi et al.
(2011), Malvessi et al. (2013) e Carra et al. (2015) relataram conversdo da ordem de 75%.



71

Pedruzzi et al. (2011) relataram concentragdes proximas a 600 mmol/L em &cido lactobibnico,
em RD; no entanto, foram necessarias 108 horas de reacdo com o biocatalisador no seu estado
livre para que fosse atingia esta concentracdo. Da mesma forma, Malvessi et al. (2013)
alcancaram 750 mmol/L com o biocatalisador livre, mas a elevada concentracao inicial de
lactose (1,2 mol/L) reduziu a conversédo em produtos a 72%. No presente trabalho, os ensaios
em RDA mostraram claramente a influéncia da concentracéo da lactose sobre a velocidade de
formacéo dos produtos, assim como descrito previamente por Satory et al. (1997), Pedruzzi et
al. (2011) e Malvessi et al. (2013).

Tabela 16. Resultados gerais para ensaios de bioconversdo de Zymomonas mobilis imobilizadas em
reator de agitagdo mecénica com 20 g/L e 30 g/L de biocatalisador imobilizado em regime
descontinuo alimentado. (Substrato inicial equivalente: lactose 1000 mmol/L e frutose 900 mmol/L;
pH 6,4; temperatura 39°C).

Concentracéo biocatalisador (g/L) 20 30
Pmax (mmol/L) 745 + 2b 776 + 32

t (h) 42 32
Yriso (Mmol/mmol) 0,84 £ 0,01* 0,85 £ 0,01%
p (mmol/L/h) 17,4 +0,9° 23,9+0,62
g (mmol/g/h) 0,97 £ 0,04% 0,91 £ 0,02*
Mp,max (mmol/g/h) 1,70 £ 0,042 1,58 £ 0,022
St (mmol/L) 139 + 42 134 + 6°

Pmax, concentragdo maxima de produtos (acido lactobidnico ou sorbitol); t, tempo de processo; Y psso, fator de
conversdo de substrato em produto; p, produtividade volumétrica; q, produtividade especifica; ppmax, Maxima
velocidade especifica de formacéo dos produtos (acido lactobidnico ou sorbitol); Sy, concentracdo de lactose
residual. Letras iguais indicam ndo haver diferenga significativa ao nivel de 5% (p>0,05) entre as colunas para
ensaios em duplicata.

Em consequéncia da elevada concentracdo equivalente de substratos que pode ser
empregada em RDA, a menor relagdo enzima /substrato com o uso de 30 g/L de biocatalisador
imobilizado — 30 g/mol de lactose em RDA e 43 g/mol em RD — permitiu que uma
produtividade volumétrica de 23,9 mmol/L/h fosse alcancada. Esse valor foi superior aquele
obtido em RDA com 20 g/L de biocatalisador (17,4 mmol/L/h) e em RD (22,1 mmol/L/h) para
as duas concentracdes (20 e 30 g/L). Comparando-se estes resultados com os da literatura, os
valores obtidos sdo ainda mais interessantes, uma vez que a mais alta produtividade relatada é
de cerca de 19 mmol/L/h, para aproximadamente 480 - 500 mmol/L de acido lactobidnico
(PEDRUZZI et al., 2011; MALVESSI et al., 2013; CARRA et al., 2014; CARRA et al., 2015).

Ao final dos ensaios de bioconversdo, detectaram-se apenas tracos de concentracGes
de frutose, mas a concentracao residual de lactose minima foi da ordem de 100 — 130 mmol/L.
Este fato se deve a baixa afinidade entre GFOR e lactose, fazendo com que haja

obrigatoriamente residuo desta aldose ao final da reagdo, assim como descrito previamente na
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literatura (SATORY et al., 1997; PEDRUZZI et al., 2011; MALVESSI et al., 2013).
Na Figura 25, apresentam-se os perfis de formacdo de produtos em funcéo do tempo

para 0s ensaios em reator mecanicamente agitados em RD e RDA.
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Figura 25. Concentracao de produtos (&cido lactobionico ou sorbitol) em funcéo do tempo, em ensaios
de bioconversdo com 20 g/L (@) ¢ 30 g/L (m) de células de Zymomonas mobilis imobilizada em alginato
de célcio utilizando em reator de agitacdo mecanica em regime descontinuo [A] e descontinuo
alimentado [B].

E possivel observar que, embora em RD a concentracao final de produtos atingida em
24 horas foi a mesma para as duas condicGes, a velocidade da reacdo para a condi¢cdo com 30
g/L foi superior. Ao comparar-se a concentracao de produtos em um intervalo menor de tempo,
em 16 horas, por exemplo, verificam-se resultados estatisticamente diferentes (500 mmol/L
para 30 g/L e 480 mmol/L para 20 g/L). O mesmo perfil é observado para reacfes em RDA.
Nesse caso, mesmo apos 44 horas, a concentracdo de produtos formado para 20 g/L ndo atinge
aquela obtida em 32 h para 30 g/L, fato que demonstra a possibilidade de operar-se com 30 g/L
biocatalisador imobilizado sem haver excesso de enzimas em relacdo ao substrato disponivel
na reacao, corroborando os resultados de Carra (2012).

Na Figura 26, sdo confrontados os perfis de concentracdo equivalente de lactose e de
velocidade reacional em funcgdo do tempo nos diferentes regimes de operagdo em ensaios em
reator de agitacdo mecénica. Nesses graficos, o valor informado para a concentracao de lactose
foi determinado pela soma das massas adicionada na alimentacéo e residual na solugéo dividida

pelo volume total da solugdo no momento de cada adigé&o.
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Figura 26. Perfil de consumo de substratos e da velocidade de formacao dos produtos em ensaios de
bioconversdo em reator mecanicamente agitado sob regime de operagdo descontinuo — RD (preto) e
descontinuo alimentado - RDA (azul) com 20 g/L [A e A’] e 30 g/L [B e B’] de biocatalisador
imobilizado.

Nas reacdes com alimentacdo de substratos, é possivel observar que a velocidade
reacional se manteve no maximo pelo tempo em que a concentracao de lactose ficou préxima
a 700 mmol/L. No entanto, para a condi¢cdo em RD, a velocidade é maxima apenas nos instantes
iniciais da reacdo e percebe-se sua reducdo comparativamente mais acelerada a medida que se
reduz a concentracdo de lactose, e também de frutose, no meio reacional. A alimentacdo
manteve alta a concentracdo de substratos, o que favoreceu a velocidade especifica de formacgéo
dos produtos, assim como descrito previamente por Pedruzzi et al. (2011). Malvessi et al. (2010)
relataram que a maxima atividade catalitica de GFOR se da em concentracdo de substratos entre
0,7 e 1,3 mol/L, no caso de utilizar-se o par glicose/frutose. No caso da utilizacdo de lactose, a
méaxima atividade de GFOR ocorre com substratos entre 0,9 e 1,2 mol/L (MALVESSI, 2008),
fato atrelado ao elevado valor de Ky da GFOR para a lactose, como ja discutido anteriormente.

A velocidade inicial em RD foi superior aquela em RDA,; acredita-se que isso se deva
a uma provavel inibicdo pelo substrato logo no inicio da reacdo, uma vez que a adi¢do dos
substratos ja acontece nos primeiros 30 - 40 minutos. Como alternativa, sugere-se que a

estratégia de alimentacdo deveria ser otimizada a fim de favorecer a velocidade inicial.
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As reagdes com regime de operacdo com alimentacao de substratos mostraram-se uma
alternativa viavel para o processo, ja que resultaram em aumento na concentracdo final de
produtos de cerca de 50% em relacdo ao processo descrito na literatura. Ainda, nesse caso, 0
aumento da concentracdo do biocatalisador imobilizado para 30 g/L levou a resultados
superiores, que justificaria sua utilizacdo em substituicdo a concentragdo de 20 g/L; no entanto,
em termos de processo, 0 aumento da concentracdo celular representa maior quantidade de
esferas no reator. Como descrito anteriormente, ao final dos ensaios de bioconversao é comum
que ocorra 0 acimulo de liquido no interior do suporte, reduzindo o volume de caldo
recuperavel da reacdo. Assim, o aumento na quantidade do biocatalisador imobilizado (30/L)
levou a recuperacdo de apenas 25% do caldo. Salienta-se, que este ndo é um fato isolado para
a condicdo 30 g/L; no entanto, com concentracdo atual (20 g/L) recupera-se cerca de 50-60%
de caldo.

Na sequéncia, ensaios de bioconversdo foram conduzidos em reator tubular sob
agitacdo pneumatica em RD e RDA com 20g/L do biocatalisador imobilizado. Esse ensaio teve
por objetivo propor uma nova configuracao de reator visando a simplicidade e a facilidade de
operacdo. Na Tabela 17, estdo apresentados os resultados para 0s ensaios realizados.

Tabela 17. Resultados gerais para ensaios de bioconversdo de Zymomonas mobilis imobilizadas em
reator tubular com agitacdo pneumética em regime descontinuo e descontinuo alimentado (pH 6,4;
temperatura 39°C; fluxo de ar 1 L/min; 20 g/L de biocatalisador imobilizado)

Regime de operacéo do reator Descontinuo De_scontmuo
alimentado
Pmax (mmol/L) 501 + 12° 753 + 14°
t (h) 24 47
Yeiso (mmol/mmol) 0,77 +0,02° 0,89 + 0,032
p (mmol/L/h) 21,3+ 0,02 16,28 +0,3"
g (mmol/g/h) 1,15 + 0,00° 0,90 +0,02°
Hp.max (mmol/g/h) 1,83 +0,00° 1,90 + 0,032
St (mmol/L) 150 + 132 139 + 142

Pmax, concentragdo maxima de produtos (acido lactobidnico ou sorbitol); t, tempo de processo; Yeso, fator de
conversdo de substrato em produto; p, produtividade volumétrica; q, produtividade especifica; ppmax, Maxima
velocidade especifica de formacdo dos produtos (&cido lactobidnico ou sorbitol); Sf, concentracdo de lactose
residual. Letras iguais indicam ndo haver diferenca significativa ao nivel de 5% (p>0,05) entre as colunas para
ensaios em duplicata.

Em regime descontinuo concentracdo de 500 mmol/L em produtos foram obtidas em
24 horas de processo. Entretanto, valores superiores (753 mmol/L) foram alcangcados com a
alimentacdo de substratos. O aumento no tempo da reacdo em RDA levou a queda na

produtividade, quando comparado com a reacdo em RD. Valores superiores, no entanto, foram

alcancados para o fator de conversdo de substratos em produtos (superior em 16%). Estes
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resultados foram semelhantes aos obtidos para as reagdes conduzidas em reator de agitacdo
mecanica.

Em termos da méaxima velocidade especifica de formacéo dos produtos, determinaram-
se valores maiores para a condicdo com alimentacdo. Na Figura 27, & apresentado o
comparativo do efeito da concentracdo de substrato (lactose) sobre a velocidade de formagéo
de produto para as duas condi¢bes em reator de agitacdo pneumatica.
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Figura 27. Perfil de consumo de substratos e da maxima velocidade especifica de formacdo dos
produtos em ensaios de bioconversdo em reator com agitagdo pneumaética sob regime de operagdo
descontinuo (preto) e descontinuo alimentado (azul) com 20 g/L de biocatalisador imobilizado.

Observa-se que, embora a velocidade logo no inicio da reacéo tenha sido maior para
condicdo em RD, este valor é reduzido a medida que os substratos sdo consumidos. Por outro
lado, a alimentag&o de substratos promoveu um aumento na velocidade, resultando em valores
maiores do que na condicdo descontinua, de forma semelhante a observada anteriormente em
reator de agitacdo mecanica. Ainda, a maxima velocidade nesse caso manteve-se por 12 horas
de reacdo, enquanto que para RD a maxima foi instantanea no inicio da reagéo.

As reacdes de bioconversdo a acido lactobidnico e sorbitol descritas na literatura
foram, em sua maioria, conduzidas em reator de mistura completa, como apresentado no
referencial tedrico desta dissertacdo. Exceto pelo trabalho de Malvessi et al. (2006a), nenhuma
outra informacdo foi levantada com respeito ao uso de reatores tubulares com agitacdo

pneumatica nesta reagao.
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Os ensaios conduzidos em reatores mecanicamente agitados em RD levaram a valores
estatisticamente superiores (p < 0,05) nos pardmetros Pmax € [pmax quando comparado com a
reacao em reator tubular; corroborando os resultados de Malvessi et al. (2006a), que observaram
melhores condi¢bes de mistura no reator de agitacdo mecanica. No entanto, pardmetros
importantes, como a produtividade e o rendimento foram similares (p > 0,05) nos dois tipos de
reatores. De uma forma geral, essas reagcOes podem ser conduzidas, tanto em reatores de
agitacdo mecanica como nos de agitacdo pneumatica, ja que os resultados foram semelhantes
aos descritos em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (MALVESSI et al., 2013; CARRA
et al., 2015). Em termos de processo, a injecdo de ar promove a agitacdo com mais suavidade,
provocando menor cisalhamento no suporte de biocatalisador imobilizado, como descrito por
Obradovic et al. (2004), Margaritis e Kilonzo (2005) e Nemati e Webb (2011). No entanto, ndo
foram evidenciadas diferencas na integridade do suporte independentemente do reator em que
as reacdes foram conduzidas. Acredita-se que este fato possa estar relacionado com a vazéo de
ar (1 L/min) necesséria para promover o suporte em suspensao e garantir as condi¢des da reacdo
ou, ainda, ao fato de utilizar-se o impelidor do tipo ancora, no reator de agitacdo mecanica, que
por promover a mistura do meio com menor tensdo de cisalhamento, pode ter minimizado as
diferencas na integridade do suporte (BERTRAND et al., 1996; TANGUY et al., 1996). Ainda
assim, como vantagem para o reator tubular cita-se sua simplicidade e o baixo consumo de
energia (NEMATI; WEBB, 2011).

Nos ensaios em RDA, a alimentacdo de substratos manteve alta a relacéo
substrato/enzima por mais tempo, o que favoreceu a velocidade da reacéo e resultou em elevada
concentracéo final de produtos para ambos os reatores, mecanicamente agitado e tubular com
agitacdo pneumatica. Concentra¢des em acido lactobidnico e sorbitol na ordem de 750 mmol/L
representa um incremento de 50% em relacdo aos melhores resultados descritos na literatura
(500 mmol/L). Ainda, a conversdo dos substratos em produtos foi 85% do maximo
estequiométrico possivel, enquanto que na melhor condicdo descrita na literatura o alcancado
foi 75%. De fato, nesses casos, em funcdo da alimentacdo de substratos, o tempo de reagéo foi
maior do que as 24 horas em RD, o que provocou reducdo da produtividade volumétrica (17,4
mmol/L/h) e especifica (0,97 mmol/g/h) em comparagéo aos resultados do grupo, 19 mmol/L/h
e 1,15 mmol/g/h. No entanto, os resultados em 24 horas de reagdo, em RDA, também foram
superiores aos obtidos em RD, alcan¢ando 630 mmol/L em produtos, com produtividades de
24 mmol/L/h e 1,50 mmol/g/h. Neste tempo de reacgdo, a concentracao residual de lactose e

frutose eram 280 mmol/L e 188 mmol/L, respectivamente. O maior tempo de reacdo permitiu
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reduzir a concentragédo residual de lactose para 139 mmol/L, com teores insignificantes de
frutose, 0 que seria vantajoso para a execucdo da etapa de recuperacdo e purificagdo dos

produtos do processo.
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6 CONCLUSAO

De um modo geral, os resultados deste trabalho confirmam as condi¢bes da
imobilizacdo de Z. mobilis em alginato de calcio convencionalmente descritas na literatura.
Adicionalmente, a técnica de obtencdo do biocatalisador imobilizado foi simplificada,
mantendo-se o rendimento da reacao de bioconversdo de lactose e frutose em &cido lactobidnico
e sorbitol. A avaliacdo dessa reacdo em diferentes sistemas de conducdo do processo
possibilitou manter a maxima velocidade de formacdo dos produtos por maior tempo em
decorréncia do uso do regime de operacao descontinuo alimentado.

A partir dos resultados deste trabalho é possivel que se formulem as conclusdes
apresentadas a seguir.

- As alteracOes propostas na técnica de imobilizacdo celular em alginato de célcio —
concentracdo do polimero e da solucdo de cloreto de calcio e do tempo de gelificacdo - ndo
levaram a alteracGes significativas nas propriedades do gel para reutilizacdo em bateladas
repetidas de bioconversdo. Os resultados podem estar relacionados com o préprio processo,
uma vez que o pH da reacao é controlado por meio da adicdo de NaOH, que pode estar afetando
negativamente a estabilidade do alginato de calcio. Assim, a técnica de imobilizacéo celular em
alginato de célcio mantem-se da forma convencional, com concentracdo de alginato de sodio
de 4% (m/v) e da solucdo de cloreto de célcio 0,3 mol/L.

- A estabilidade do biocatalisador imobilizado por longos periodos — 176 horas de
reacdo, em sete bateladas de bioconversdo consecutivas —, juntamente com elevado valor
comercial do &cido lactobibnico, indica que o processo tem potencial de aplicacdo industrial.

- A permeabilizagdo celular de Zymomonas mobilis, convencionalmente feita com
detergentes catibnicos como o CTAB, pode ser excluida, uma vez que o tratamento com
glutaraldeido 0,5% (v/v) mostrou-se suficiente para inativar o metabolismo microbiano, sem
afetar negativamente a atividade catalitica de GFOR/GL-

- O tratamento para inviabilizacéo celular com glutaraldeido é necessario nos ensaios
de bioconversdo, com glicose ou lactose, utilizando células de Z. mobilis em seu estado livre,
assim evitando o consumo dos produtos para via fermentativa. Por outro lado, em ensaios de
bioconversdo com células imobilizadas em alginato de calcio, o Unico tratamento com
glutaraldeido nas esferas do suporte — posteriormente a imobilizagdo — € suficiente para inibir
0 metabolismo fermentativo das células.

- Para as condic0es testadas, a estabilidade enzimética do biocatalisador imobilizado
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em alginato de célcio, armazenado em agua destilada a 4°C, manteve-se constante por 120 dias.
No que diz respeito a forma de armazenamento, ambas as condi¢Bes avaliadas, suspensdo em
agua pH 7,0 ou drenado, a atividade catalitica do biocatalisador imobilizado se mantém por 150
dias.

- A conducéo do processo em regime descontinuo alimentado possibilitam o0 aumento
da concentragdo final de produtos em cerca de 50% em relagdo ao regime descontinuo.

- O processo pode ser realizado com sucesso tanto em reator de agitagdo mecanica
quanto em reator tubular com agitacdo pneumatica, sendo esta Ultima uma alternativa viavel
para a reducdo dos custos do processo pela simplicidade de construcdo e pelo baixo gasto
energético.

Como perspectivas para a continuidade da pesquisa, sugere-se o aprofundamento de
novos estudos envolvendo os seguintes aspectos:

- otimizacgdo da estratégia de alimentacdo de substratos no processo em regime descontinuo
alimentado;

- avaliacdo da conducdo do processo em outras configuracfes de reatores, como de coluna com
leito fixo e com leito fluidizado;

- estudo em cultivos de Z. mobilis, com o fim de obter-se enzimas com maior atividade
catalitica;

- aprimoramento das condic¢des de processo visando a melhora nas propriedades mecéanicas do

gel ao final dos ensaios de bioconversao.
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