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RESUMO

Acidos maltobidnico e lactobidnico sio formados pela oxidagio de maltose ou lactose,
ao passo que, em base equimolar, sorbitol é formado pela reducdo de frutose, por meio da
acdo catalitica do complexo enzimatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-
lactonase (GL), enzimas periplasméticas de Zymomonas mobilis, os quais tém importantes
aplicacOes na industria farmacéutica e de cosméticos. Este trabalho objetivou avaliar a sintese
biocatalitica de sorbitol e dos acidos maltobiénico e lactobidnico pelo complexo enzimatico
GFOR/GL utilizando células/enzimas de Z. mobilis permeabilizadas livres ou imobilizadas
em alginato de calcio e empregando, além de maltose e lactose, matérias-primas complexas
como xarope de maltose (42% maltose) e soro do leite (79% de lactose). Em ensaios
enzimaticos utilizando maltose e frutose, 0,19 e 0,22mol/L foram obtidos, respectivamente,
como constantes de Michaelis-Menten e Vs de 25 unidades de GFOR/GL por grama de
células secas (U/g), onde U corresponde a mmol de produto formado por hora. As constantes
cinéticas foram também definidas para xarope de maltose e frutose, com a obtencédo de Ky de
0,03 e 0,39 mol/L, respectivamente, e Vmax de 56 U/g, indicando o efeito da maior afinidade
relativa a presenca de glicose no xarope. Em bioconversfes de maltose e xarope de maltose
com celulas permeabilizadas livres, foram atingidas concentragdes dos acidos organicos de
550 e 600 mmol/L, com rendimentos médios de 80 e 90%, respectivamente. Utilizando-se
lactose ou soro do leite liofilizado, nas mesmas condicdes de processo, foram atingidas
concentracBes finais de acidos organicos de 490 e 430 mmol/L, nessa ordem, com
rendimentos aproximados de 76 e 66%. Foram conduzidas, também, bioconversées com
células imobilizadas, a partir de maltose e xarope de maltose, resultando 570 e 580 mmol/L
em concentracdo de produto e rendimentos aproximados de 90%. Empregando-se lactose e
soro do leite, nas mesmas condicGes operacionais, obteve-se 490 e 430mmol/L de acidos
organicos com conversdes de 76 e 65%, respectivamente. Frente aos resultados obtidos com
maltose, avaliou-se o efeito do pH (entre 6,0 e 7,2) e da temperatura (de 36 a 47°C), com 0
sistema GFOR/GL imobilizado em alginato de célcio. Condi¢cdes mais favoraveis em termos
de formacédo de produto foram pH 6,4 e 39°C. O controle do pH da bioconversdo, por meio da
adicdo de NaOH, resultou na formacgdo dos sais de sodio, maltobionato ou lactobionato, de
acordo com o substrato empregado. Esses sais foram precipitados com o uso de etanol,
procedimento que demonstrou-se eficiente, favorecendo a recuperacgdo/purificacdo dos

produtos finais.
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ABSTRACT

Maltobionic and lactobionic acid are formed through the oxidation of maltose and
lactose, whereas sorbitol is formed in equimolar amount through the reduction of fructose, by
means of the catalytic action of the glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and glucono-o-
lactonase (GL) enzymatic complex, periplasmic enzymes from Zymomonas mobilis, which
have important applications in the pharmaceutic and cosmetic industries. This work aimed to
evaluate the biocatalytic synthesis of sorbitol and maltobionic and lactobionic acids by the
enzymatic complex GFOR/GL using permeabilized cells/enzymes of Z. mobilis, free or
immobilized in calcium alginate, and employing, besides maltose and lactose, complex raw
materials such as maltose syrup (42% maltose) and whey (79% lactose). In enzymatic assays
using maltose and fructose, 0.19 and 0.22 mol/L were obtained, respectively, as Michaelis-
Menten constants, and a Vmax of 25 units of GFOR/GL per dry cell gram (U/g) was obtained,
where U corresponds to mol of product formed per hour. Kinetic constants for maltose and
fructose syrups were also defined, with the attainment of KM of 0.03 and 0.39 mol/L,
respectively, and Vmax of 56 U/g, indicating the effect of higher affinity related to the
presence of glucose syrup. In bioconversions of maltose and glucose syrup with free
permeabilized cells, concentrations of organic acids of 550 and 600 mmol/L were achieved,
with mean yields of 80 and 90 %, respectively. Using lactose or lyophilized whey, under the
same process conditions, final concentrations of organic acids of 490 and 430 mmol/L were
achieved, in this sequence, with aproximate yields of 76 and 66%. Bioconversions with
immobilized cells were also performed from maltose and maltose syrup, resulting in 570 and
580 mmol/L of products and a yield of approximately 90%. Employing lactose and whey,
under the same operational conditions, 490 and 430 mmol/L of organic acids were obtained
with conversions of 76 and 65%, respectively. In face of the results obtained with maltose, the
effect of pH (between 6.0 and 7.2) and temperature (from 36 to 47°C) were evaluated, with
the GFOR/GL system immobilized in calcium alginate. The most favorable conditions in
terms of product formation were pH 6.4 and 39°C. The pH control of the bioconversion,
through NaOH addition, resulted in the formation of maltobionic and lactobionic sodic salts,
in accordance with the substrate employed. These salts were precipitated with ethanol,
procedure that was demonstrated to be efficient, promoting the recuperation/purification of

final products.



1 INTRODUCAO

A bactéria anaerébia Zymomonas mobilis € conhecida por sua potencialidade para a
producdo comercial de etanol. Em estudos sobre a utilizacdo de diferentes carboidratos por
esta bactéria, foi verificada, ainda, a formacao de sorbitol e de &cido glicbnico quando frutose
e glicose, ou sacarose, eram utilizadas como substratos de fermentagdo. Posteriormente,
identificaram-se as enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR), com a
coenzima NADP acoplada, e glicono-6-lactonase (GL), como responsaveis pela formacgéo
destes produtos.

A partir deste sistema enzimatico, foi identificada a capacidade de oxidar substratos
alternativos a glicose, possibilitando a composi¢cdo de um conjunto de produtos de interesse
(acidos organicos e seus diferentes sais), como os acidos lactobibnico e maltobibnico
produzidos, respectivamente, com o uso de lactose e maltose, que tém aplicacBes voltadas
para areas farmacéutica, cosmética, quimica e de alimentos. Surge, nesse contexto, a
perspectiva de uso de fontes alternativas de lactose e maltose, como xaropes comerciais com
alta concentracdo de maltose e soro de leite liofilizado, entre outros, visando a reducdo no
custo de obtencao desses produtos de interesse.

Ademais, a utilizacdo de maltose e matérias-primas complexas, como o soro do leite
liofilizado e xarope de maltose, na etapa de bioproducdo de &cidos alddnicos, carece de
estudos aprofundados considerando-se a potencialidade de aplicacdo desses produtos.

Para a obtencdo dos acidos organicos e sorbitol por Z. mobilis, é realizada,
primeiramente, a etapa fermentativa de obtencdo de biomassa celular com alta atividade de
GFOR/GL, e de etanol. Na sequéncia, apos a inativacdo da biomassa por permeabilizacéo, a
mesma €& empregada na bioconversdo, que consiste no uso do agente biolégico ou

biocatalisador - complexo enzimatico GFOR/GL — na conversdo de agucares em produtos.



Destaca-se, nesta etapa, 0 emprego de imobilizacdo celular, processo que envolve a retencéo da
célula/enzima em uma matriz polimérica, por proporcionar maior estabilidade enzimética e
facilidade na separagdo dos produtos. Deste modo, tendo em vista as aplicagdes e valor de
mercado dos produtos (&cido lactobidnico, maltobi6nico e sorbitol), os custos da imobilizacéo
de células num processo em maior escala seriam facilmente absorvidos, o que caracteriza
outra vantagem do processo de imobilizacéo.

Na mistura reacional resultante da bioconversdo de frutose e aldoses, estdo presentes o
sal, sorbitol e concentragdes residuais dos substratos, sendo essas as substancias que exigem
atencdo nas etapas de separacdo e de recuperacdo dos produtos do processo. Em funcdo da
diferenca de solubilidade dos compostos, estes podem ser separados por precipitacdo com a
adicdo de etanol a mistura reacional. O co-produto sorbitol é soldvel em etanol, podendo,
posteriormente, ser recuperado a partir da destilacdo do etanol. Salienta-se o uso do etanol
como uma alternativa em funcao de este ser obtido na etapa de fermentacdo de Z. mobilis,
contribuindo, portanto, com a diminui¢do do custo de recuperacédo de produtos.

A UCS, desde 2007, tem depositado no INPI um pedido de patente para processo de
producdo biotecnoldgica de acidos organicos por Z. mobilis. O tema da proposta,
desenvolvido na UCS ha cerca de 10 anos, estd relacionado a avaliacdo do processo de
bioproducéo de acidos organicos (ou seus sais) e sorbitol, a exemplo do acido lactobibénico ou
lactobionato de sodio.

Nesse contexto, este trabalho tem por objetivo avaliar as condi¢es do processo de
producdo de sorbitol e dos acidos lactobiénico e maltobidnico pelo complexo enzimatico
glicose-frutose oxidorredutase / glicono-lactonase (GFOR/GL) de Zymomonas mobilis. Para
alcancar este objetivo, algumas atividades foram desenvolvidas, elencadas como objetivos

especificos, relacionados a seguir:



- avaliar o ajuste do complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis ao modelo de
Michaelis-Menten frente ao uso de maltose e matérias-primas complexas (xarope de maltose e

soro de leite liofilizado);

- avaliar a agdo catalitica do sistema GFOR/GL, contido em células permeabilizadas
de Z. mobilis, na conversdo de frutose e substratos purificados — lactose e maltose - ou
matérias-primas complexas - soro de leite liofilizado e xarope de maltose, em sorbitol e

respectivos acidos organicos (ou sais);

- estabelecer as condigdes de producdo de acidos organicos utilizando células/enzimas
permeabilizadas e imobilizadas em alginato de calcio frente aos substratos purificados e

matérias-primas complexas;

- identificar os efeitos do pH e da temperatura sobre a acdo de GFOR/GL presente em
células permeabilizadas e imobilizadas de Z. mobilis, em ensaios de producdo de acido

maltobibnico;

- realizar a etapa de recuperacdo dos acidos lactobidnico e maltobidnico e de sorbitol

por precipitacdo com solventes organicos.



2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Zymomonas mobilis: CARACTERISTICAS E METABOLISMO

Bactéria anaerdbia, Gram-negativa, Zymomonas mobilis tem dimensfes que variam de
1 a 6um de comprimento e 1 a 1,4um de didmetro. Essa bactéria pode se apresentar de forma
isolada, aos pares ou em cadeia; ndo forma capsulas tampouco esporos (Swings & De Ley,
1977; Viikari, 1984).

Z. mobilis se desenvolve preferencialmente em anaerobiose, sendo, entretanto, capaz
de tolerar a presenca de oxigénio. A bactéria utiliza, como fontes de carbono, somente
glicose, frutose e sacarose, substratos metabolizados pela via de Entner-Doudoroff, com
rendimentos aproximadamente equimolares de etanol e CO; (Doelle et al., 1993).

Viikari (1984) verificou a presenca de sorbitol e acido gliconico quando sacarose ou
uma mistura de frutose e glicose eram utilizadas como substratos de fermentacdo. Entretanto,
a elucidacdo deste mecanismo bioquimico de obtencdo dos compostos foi, posteriormente,
descrita por Zachariou & Scopes (1986). Os autores identificaram a presenca de glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) (E.C. 1.1.1.99), enzima presente no periplasma das células de
Z. mobilis, responsavel pela oxidacdo de glicose a glicono-lactona e reducdo de frutose a
sorbitol. A glicono-lactona €, entdo, convertida a acido glicdnico (gliconato) pela enzima
glicono-lactonase (GL) (E.C. 3.1.1.17). Este processo catalitico de GFOR, demonstrado na
Figura 1, opera num classico mecanismo ping-pong, onde duas meias-rea¢@es sdo envolvidas.
Com a oxidacéo da glicose a glicono-lactona a coenzima NADP™ é reduzida a NADPH, que é
posteriormente reoxidada em fungdo da reducdo da frutose a sorbitol (Hardman & Scopes,

1988).
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Figura 1: Conversdo de glicose e frutose em acido gliconico e sorbitol, respectivamente,
pelas enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL) de

Zymomonas mobilis. Fonte: Adaptado de Zachariou & Scopes (1986)

O processo fermentativo para o crescimento celular/producdo de enzimas e de etanol
por Z. mobilis pode ser conduzido em regime descontinuo ou descontinuo alimentado. Efeitos
relacionados a inibicdo pela concentracdo de substrato foi relatado por Erzinger (1996) e
Wisbeck et al. (1997), que destacam que altas concentrac@es iniciais de glicose, em cultivo de Z.
mobilis em regime descontinuo, levam a significativa reducdo da produtividade. Malvessi
(2008) relata que a inibicdo do crescimento de Z. mobilis ATCC 29191 por glicose pdde ser
evitada com a conducdo do processo em regime descontinuo alimentado, 0 que permite a
obtencdo de elevados rendimentos em etanol - proximos a 95% - e de alta atividade do

complexo enziméatico GFOR/GL.



Com relagdo as fontes de carbono e nitrogénio, Swings & De Ley (1977), em estudos
comparativos de diferentes cepas de Z. mobilis, observaram que a maioria apresentava
capacidade de crescer em meio contendo 30 a 40% (m/v) de glicose, destacando, ainda, a sua
dependéncia de vitaminas como biotina e &cido pantoténico (Erzinger et al., 2003). Nesse
sentido, surge a possibilidade do uso de extrato de levedura bruto (Prodex Lac®) como fonte
de vitaminas e nitrogénio organico (Malvessi et al., 2006).

A temperatura empregada em processos visando ao crescimento, a producdo de
enzimas e etanol por Z. mobilis, é relatada entre 25 e 35°C, sendo a cultura caracterizada por
possuir tolerancia a meios acidos e por crescer na ampla faixa de pH de 3,5a 7,5 (Swings &

De Ley, 1977).

2.2 PRODUCAO DE SORBITOL E ACIDOS ALDONICOS

Dentre as diferentes formas de producdo de sorbitol destaca-se, do ponto de vista
industrial, a sintese por meio de hidrogenacdo catalitica do xarope de glicose, em
concentracdo 70% (m/v). O catalisador empregado no processo é o niquel (Ni**), em
temperatura e pressdo meédia de 120-150°C e 40-50 atm, respectivamente. Ao final do
processo, o xarope de sorbitol resultante da reacdo sofre resfriamento, com a eliminacéo do
catalisador por meio de precipitacdo e filtracdo. O sorbitol, por sua vez, é purificado
empregando-se cromatografia de troca ibnica e carvdo ativado (Haidegger, 1977, apud
Silveira & Jonas, 2002).

Outrossim, diferentes mecanismos podem ser utilizados para a producdo de &cido
glicdnico e seus sais, dentre eles: processos quimicos, eletroliticos, cataliticos ou bioldgicos.
Diversas desvantagens sdo enfrentadas quando da utilizagdo de mecanismos que envolvam

processos quimicos, eletroquimicos e cataliticos uma vez que 0s mesmos apresentam baixo



rendimento (60 a 80%), resultam produtos indesejaveis juntamente com o produto de
interesse, sdo de dificil isolamento e purificacdo e apresentam problemas ambientais com
agentes oxidantes (Hustede et al., 1985).

Por outro lado, o uso de processos biotecnoldgicos para a obtencdo de produtos
industriais apresenta vantagens em relacdo a outras rotas de producdo. Isso se da,
principalmente, no que tange a preservacdo ambiental, visto que os bioprocessos sdo, em
geral, conduzidos em condi¢Ges operacionais mais amenas e com reduzida formacédo de
subprodutos, o que facilitaria a etapa de separacdo, minimizando, ainda, 0s impactos
ambientais relacionados a geracao de efluentes industriais (Borzani et al., 2001).

Desse modo, em processos biotecnologicos em escala industrial, os microrganismos
comumente empregados para a producdo de acido gliconico sdo Aspergillus niger e
Gluconobacter suboxydans. Quando A. niger é utilizado na producdo de acido glicénico, o
mesmo € produzido por meio da desidrogenacdo da glicose em reagédo catalisada pela enzima
glicose oxidase, com a obtencdo de rendimento médio da ordem de 80% em relacdo ao valor
méaximo teorico (Hustede et al., 1985).

A partir dos relatos de Zachariou & Scopes (1986) sobre 0 mecanismo bioquimico de
obtencdo de sorbitol e &cido glicbnico pela acdo de GFOR/GL de Z. mobilis, mencionado
anteriormente, houve um aumento do interesse de grupos de pesquisa no desenvolvimento de
alternativas biotecnologicas para a producdo simultanea de ambas as substancias. Em
decorréncia disso, um expressivo niumero de artigos cientificos foi publicado, resultando no
incremento do numero de depdsitos de patentes relacionados a producdo de sorbitol e acido
glicdnico ou seus sais (Hardman & Scopes, 1988; Rehr et al., 1991; Silveira et al., 2007).

Em um cultivo de Z. mobilis utilizando sacarose ou mistura em concentragdo
equimolar de glicose e frutose, em batelada convencional, etanol é o principal produto e o

acumulo de sorbitol corresponde a cerca de 11% do substrato consumido (Viikari, 1984).



Visto que a agdo do complexo GFOR/GL de Z. mobilis resulta na formagdo equimolar
de seus produtos de oxidacdo e reducdo, seu uso industrial é ainda inviavel devido a menor
demanda comercial de acido glicénico em relagdo ao sorbitol (Jonas & Silveira, 2004).
Entretanto, cabe salientar que o complexo GFOR/GL pode ser usado na producéo de outras
aldonolactonas além de gliconolactona (Zachariou & Scopes, 1986; Satory et al., 1997).

Em ensaios de bioconversdo de substratos em produtos via GFOR/GL, Satory et al.
(1997), Malvessi (2008) e Malvessi et al. (2013) demonstraram que GFOR é capaz de
catalisar a oxidacdo de diversas aldoses aos seus respectivos acidos aldonicos, bem como de
reduzir varias cetoses aos seus respectivos polidis. Os autores testaram varios substratos
alternativos na reacdo de oxidacgdo catalisada por GFOR, onde a frutose foi utilizada como
substrato aceptor de elétrons e outros carboidratos redutores foram utilizados em substituicdo
a glicose como, por exemplo, maltose, galactose e lactose. Por meio destes resultados, é
possivel verificar que, embora haja uma ampla gama de substratos que pode ser utilizada por
GFOR objetivando a producéo dos seus acidos correspondentes, a afinidade por estes deve ser
considerada. O uso de GFOR para a producédo dos acidos aldénicos, como € o caso dos acidos
lactobidnico e maltobiénico é muito promissor, pois a enzima tem a capacidade de catalisar a
conversao de solucBes de acUcares em produtos que apresentam potencial de aplicacdo em
areas diversas.

A producdo de acidos organicos pode ocorrer por meio de diversos processos. Para a
producdo de acido lactobidnico via processo bioquimico, a conversdo da lactose com o
emprego de enzimas de Pseudomonas graveolens foi relatada por Nishizuka & Hayaishi
(1962). Na referida reacdo, a oxidacdo da lactose a lactobiono-6-lactona é seguida da
hidrélise, por agdo enzimatica da lactonase, a &cido lactobidnico.

Outra forma de obtencdo de &cido lactobiénico foi estudada por Miyamoto et al.

(2000) que, em cultivo de Pseudomonas sp LS13 em meio contendo soro de leite, com



aproximadamente 50 g/L de lactose e 5 g/L de peptona, foi obtido aproximadamente 44 g/L
de 4cido lactobiénico em 60 horas de processo. Outros testes foram realizados e, utilizando-se
concentragdes crescentes de lactose, rendimentos de 90% foram alcancados com 150 ou 200
g/L de lactose. Além disso, os autores relatam a baixa eficacia do emprego do soro do leite em
batelada alimentada em funcdo do aumento de viscosidade do meio. Contudo, os autores
relatam a obtencdo de 290 g/L de &cido lactobibnico ao final de 155 horas de cultivo
utilizando 150 g/L de lactose inicial com adicdo intermitente de 50 g de lactose + 0,8 g de
peptona.

O estudo realizado por Severo (2008) vem ao encontro do uso de outras aldoses para a
producéo dos respectivos acidos alddnicos, em alternativa ao uso da glicose, ao trabalhar com
a producéo de acido lactobibnico a partir de lactose como carboidrato redutor. Nesse sentido,
0 autor demonstrou que a principal vantagem do uso do complexo GFOR/GL de Z. mobilis
em relacdo aos processos tradicionais de obtencdo de &cido lactobibnico e sorbitol é a
operagdo em condi¢des mais amenas, resultando um menor gasto energético.

Ainda, empregando soro de leite como matéria-prima, Alonso et al. (2011) avaliaram,
em cultivo de Pseudomonas taetrolens, o efeito do pH sobre a producdo de acido
lactobidnico. Para tanto, com o pH do cultivo mantido acima de 6,5 durante a fase de
crescimento celular e controlado em 6,5 no periodo da formacdo do acido, produtividade de
1,12 g/L/h foi atingida. Igualmente, Alonso et al. (2015) demonstraram a possibilidade de
obtencdo de &cido lactobibnico em um sistema de co-metabolismo, empregando soro do leite
juntamente com glicose, glicerol ou lactose. Conforme a alteracdo do co-substrato empregado
juntamente com o soro de leite, diferentes resultados foram observados ao final da
fermentacdo realizada por P. taetrolens. Dessa forma, utilizando-se soro de leite e glicose, o
resultado da fermentagéo foi a producéo simultanea de acido lactobidnico e glicdnico; com o

uso de soro do leite com glicerol como co-substrato, foi obtida maior biomassa em detrimento
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do acido lactobibnico formado e, ainda, utilizando-se soro do leite e lactose, a fermentacéo
resultou em maior quantidade de éacido lactobiénico formado em comparacdo aos demais
experimentos.

Mirescu (2007) relata a producdo de &cido lactobidnico e maltobi6nico por meio da
oxidacdo quimica de lactose e maltose, respectivamente, por catalise quimica empregando
ouro como catalisador. Embora o uso de processos biotecnolégicos apresentem diversas
vantagens frente aos processos quimicos, sdo raros os relatos na literatura especializada
referentes a bioproducéo de acido maltobibnico.

Meiberg et al. (1990) relatam a utilizacdo de maltose e lactose em processo
fermentativo de Pseudomonas cepacia para a producao de &cido maltobibnico, lactobidnico e
respectivos sais. Nesse sentido, os autores conduziram 0s ensaios de fermentacdo com o pH
mantido na neutralidade por meio da adicdo de solucBes aquosas alcalinas, formando os sais
referentes aos respectivos acidos alddnicos. Por fim ¢ relatada etapa de separacdo do produto
da biomassa por filtracdo, sendo atingida converséo entre 70 a 95% de &cido lactobibnico.

Também com o uso de bactérias do género Pseudomonas, Byford & Stodola (2011),
reportam a oxidacdo de maltose a &cido maltobiénico por P. graveolens, onde o principal
interesse foi a obtencdo dos respectivos sais de calcio, seguido da etapa de precipitacdo com o

uso de etanol visando sua potencialidade de aplicacdo na industria farmacéutica.

2.3 MATERIAS-PRIMAS PARA A BIOSSINTESE DE ACIDOS ALDONICOS

2.3.1 Lactose

Formada pela condensacdo de monossacarideos - a partir de uma molécula de glicose

e uma de galactose - esse dissacarideo (Figura 2) presente no leite, sintetizado naturalmente, é
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responsavel por conferir a ele sabor levemente adocicado (Budavari, et al., 1996). A lactose,
de férmula molecular C1,H,,041, € um pé branco, cristalino, soltvel em agua e insolivel em
alcool e éter. Conforme Carminatti (2001), a molécula de lactose torna-se sensivel as
modificacBes enzimaticas e/ou quimicas em funcdo do seu nimero de sitios ativos. E essa
caracteristica que permite que sejam aplicados processos de modificacdo enzimatica e/ou
quimica para a obtencdo de produtos de diversas aplicacoes, a exemplo do acido lactobibnico.

A lactose pode ser obtida do soro do leite bovino industrial, por meio de purificacéo,
retirando-se proteinas, gorduras, vitaminas e minerais. A utilizacdo do soro do leite para a
obtencdo de lactose € um processo que encontra justificativa no fato deste ser um residuo da
industria de queijo que ndo pode ser descartado sem tratamento prévio (Brito, 2007).

Sob a 6tica industrial, a lactose encontra aplicacdo, sobretudo, na industria alimenticia,
no preparo de leites melhorados, farinhas, entre outros. N&o obstante, a mesma pode ser
empregada na inddstria biotecnoldgica, em meios de cultura e, ainda, pode ser amplamente
utilizada na industria farmacéutica, no preparo de formulacdes, em injecdes intravenosas entre
outros (Rowe et al., 2009).

Biotecnologicamente, lactose encontra também aplicacdo na producao de etanol como
relata Murari (2013), que empregou lactose oriunda do soro do leite para a producdo desse

combustivel utilizando Kluyveromyces marxianus 229.

2.3.2 Soro do leite

O soro do leite ou soro do queijo é um subproduto da industria queijeira, originado
durante o processo de producdo de queijos, sendo caracterizado como o liquido restante da
precipitacdo e remoc¢do da caseina do leite, por meio do processo de coagulacdo acida ou

enzimatica. O soro do leite representa, aproximadamente, 85 a 90% do volume de leite
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utilizado para a transformagdo em queijo, conservando cerca de 55% dos nutrientes presentes
no leite (Guimardes et al., 2010; Carvalho et al., 2013). Ainda, o soro em pé é definido como
0 produto adequado para 0 consumo humano oriundo da desidratacdo do soro ou soro &cido,
por meio de processos industriais tecnologicamente compativeis (Codex Alimentarius, 2005).

Para que seja produzido o soro do leite em p0, diferentes operacdes unitarias podem
ser empregadas. Dentre elas, as principais sdo a separacdo por membranas, a evaporagdo a
Vacuo, a cristalizacdo e a secagem em spray dryer (Perrone, 2010).

O crescimento da producéo de queijo traz, por consequéncia, 0 aumento da geracéo de
soro do leite, subproduto dessa industria. Esse subproduto é um poluente em potencial e,
quando descartado de forma incorreta, pode causar grandes impactos no meio ambiente, vez
gue 0 mesmo possui grande carga organica, oferecendo riscos a natureza.

Nesse sentido, o aproveitamento do soro do leite como matéria prima para a industria
de laticinios j& foi considerado oneroso. Porém, com as constantes modificacdes e restricdes
impostas pela legislacdo ambiental, proibindo o descarte desse material in natura em funcédo
do seu potencial poluidor, relacionado a grande Demanda Bioldgica de Oxigénio (DBO) e,
com as comprovacdes cientificas do valor nutricional de seus componentes, aliadas ao avango
na tecnologia de fracionamento, o soro do leite tem se tornado largamente requisitado como
ingrediente ou, ainda, como precursor de ingredientes na industria alimenticia (Gernigon, et
al., 2010 apud Perrone, 2010).

Nesse contexto, o soro pode ter, basicamente, trés principais destinos. O primeiro seria
0 processamento do mesmo até produtos diversos, em funcdo de suas propriedades
alimentares, dentre os quais pode-se citar iogurtes, sorvetes, bebidas lacteas, alimentos
infantis. O segundo destino seria sua utilizacdo diretamente na alimentacdo animal, também
muito usado pelas industrias, ja que algumas possuem, junto a producédo de queijo, a producéo

leiteira. Haveria também a possibilidade do emprego de técnicas de tratamento
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quimico/bioloégico do soro do leite para posterior lancamento no esgoto ou recurso hidrico
permitido (Brand&o, 1994 apud Carminatti, 2001).

Conforme Perrone (2010), a variacdo na composic¢ao do leito ao longo do ano, assim
como as diferentes tecnologias empregadas nas indudstrias de queijo, tem por consequéncia
grandes variagdes na composicdo fisico-quimica do soro de leite produzido. Na Tabela 1 é

apresentada a composicao média e algumas caracteristicas fisico-quimicas do soro do leite em

po.

Tabela 1: Composi¢do média e caracteristicas fisico-quimicas do soro do leite em p6

Caracteristica fisico-quimica ou constituinte Concentragéo
Sedimentos Méaximo 200 mg.L™
pH (apos dissolucéo) Minimo 6,3

Acidez titulavel (apos dissolucao) Maximo 0,12%
Acido Latico Méaximo 200 mg.L™
Gordura Maximo 0,05%
Lactose 70 — 74%
Proteinas Minimo 12%
Célcio Méaximo 300 mg.L™
Magnésio Méaximo 100 mg.L™
Cloro Méximo 1200 mg.L™

Fonte: Westergaard (2001)

Em se tratando de composicdo do soro do leite, segundo Mizubuti (1994), a
quantidade média de proteinas presentes no soro € de 0,7%, o que equivale a,

aproximadamente, 20 a 25% do total de proteinas encontradas no leite.
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Do mesmo modo, o0 carboidrato mais importante presente no leite e,
consequentemente, no soro do leite, é a lactose, sendo identificadas, ainda, concentracdes
muito baixas de outros monossacarideos, a exemplo da glicose e da galactose (Perrone, 2010).

Em funcéo da composi¢do rica em proteinas, nutrientes e carboidratos, o soro do leite
encontra emprego, atualmente, como substrato alternativo e de baixo custo para a condugéo
de bioprocessos. Inimeras pesquisas tém corroborado o potencial de uso desse substrato em
processos biotecnolégicos, tais como na producdo bioetanol (Gabardo, 2015), de enzimas
(Zhou et al., 2013), de &cidos organicos (Ramchandran et al., 2012), de biogas (Perna et al.,
2013), de polissacarideos (Silva et al., 2009), dentre outros compostos.

Ainda no contexto biotecnologico, Burlani (2014) relata a obtencdo de concentragdes
entre 10 e 15 g/L de bioetanol a partir do soro do leite por K. marxianus como alternativa ao
descarte deste subproduto da inddstria de queijo.

Outro emprego do soro do leite na industria biotecnoldgica é para a producéo de
bioaromas. Luz (2010) descreve o emprego de soro do queijo para a producao dos principais
constituintes do aroma de queijo suico por meio de processo fermentativo com

Propionibacterium freudenreichii.

2.3.3 Maltose

Formada por duas moléculas de glicose unidas por ligagdes a-1,4, a maltose é um
dissacarideo redutor. A maltose possui higroscopicidade muito baixa, em todas as umidades
relativas, se comparada aos sacarideos com maior grau de polimerizacdo. Dessa forma, pode
ser aplicada na quimica de alimentos, no controle da atividade de 4gua. Atualmente, um novo

mercado para o uso de maltose esta vinculado ao uso de malto-oligossacarideos como forma
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de fonte de energia e fibra alimentar para bactérias laticas probioticas (Gaouar et al., 1997
apud Limberger, 2012; Marchal et al., 1999; Cereda & Vilpoux, 2003).

Esse dissacarideo também tem aplicacdo na industria farmacéutica, em formulagdes
orais e parenterais e é, de forma genérica, considerado uma substancia atdxica e ndo irritante
(Rowe et al., 2009).

Na &rea da biotecnologia, ha relatos do emprego de maltose como substrato para o
cultivo de leveduras produtoras de etanol (Silveira, 2013) e, também, alusdo a fermentacdo de
maltose realizada por Saccharomyces cerevisiae (Hollatz, 2004). Ademais, maltose encontra
aplicacdo na producao de acido maltobidnico por rota biotecnologica, por meio de linhagens

de Pseudomonas (Meiberg et al.,1990; Byford & Stodola, 2011).

2.3.4 Xarope de maltose

Tradicionalmente, o xarope de maltose é obtido por meio da hidrdlise acida ou
enzimatica do amido de milho, utilizado como fonte de carboidrato. Contudo, outras fontes de
carboidrato podem ser utilizadas para a producdo de xarope de maltose, a exemplo do
emprego de arroz e mandioca, largamente cultivada no Brasil (Eduardo, 2002; Limberger,
2012).

De forma geral, o xarope de maltose € produzido em trés fases, quais sejam,
gelatinizacdo e liquefacdo em altas temperaturas, seguidas pela etapa de sacarificacdo, com o
emprego de o-amilase e B-amilase. Por meio desses processos, € possivel a obtencdo de
xaropes com até 60% de maltose. Cabe salientar que o uso de enzimas para a producdo de
xarope de maltose agrega diversos beneficios, a exemplo da operagdo em condi¢cdes mais
brandas, havendo menos rea¢Ges secundérias e evitando o escurecimento do produto desejado.

Relatos da literatura demonstram a possibilidade de se produzir um xarope com altissimo teor
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de maltose (cerca de 85% de maltose) por meio do uso de enzimas desramificadoras, a
exemplo da isoamilase, que rompem a ligagdo glicosidica da amilopectina, juntamente com a
a-amilase que, por sua vez, ndo tem capacidade de rompé-las (Maldonado & Lopez, 1995
apud Eduardo, 2002).

Diferentes tipos de maltose podem ser produzidos industrialmente e classificados de
acordo com sua composicdo. A Tabela 2 apresenta os trés diferentes tipos de xarope
produzidos na industria de maltose e sua Dextrose Equivalente (DE) que, por sua vez,
expressa a quantidade de agucares redutores presentes no produto, apresentada em

porcentagem do total da substancia.

Tabela 2: Tipos de xaropes de maltose comerciais e Dextrose Equivalente (DE)

Xarope Glicose (%) Maltose (%) DE (%)
Xarope de alta conversao 35 30-45 62-63
Xarope de alta concentracéo de maltose 5 48-52 48-52
Xarope de altissima concentracdo de 5 70-85 50-60
maltose

Fonte: Adaptado de Limberger (2012)

O xarope de maltose, em virtude de suas caracteristicas singulares, encontra aplicacdo
em diversos processos industriais na area de alimentos, a exemplo dos processos de
fermentacdo, panificacdo, confeitaria e na indUstria de bebidas. Relatos na literatura apontam
para 0 uso de xarope de maltose para fins farmacéuticos, como veiculo de transporte de
vacinas, antibidticos, nutrientes intravenosos e para a producdo de adogante maltitol sendo,
esse Ultimo uso, restrito ao xarope com teor de maltose superior a 70% (Eduardo, 2002;

Limberger, 2012; Shaw & Sheu, 2014).
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Outrossim, Venturini Filho e Cereda (1998) relatam que, na industria cervejeira, é
possivel realizar a substituicdo parcial do malte, utilizado para a producdo de cerveja, por
xaropes de alto teor de maltose com a finalidade de se reduzir os custos de produgdo,
constituindo nisso, outro emprego industrial para o xarope de maltose.

Ndo obstante, conforme o descrito, o xarope de maltose é uma fonte
predominantemente de maltose que tem potencial de aplicacdo, ainda, na producdo de &cido

maltobidnico por meio do uso do complexo enziméatico GFOR/GL de Z. mobilis.

2.4 SORBITOL E ACIDOS ALDONICOS: APLICACOES

Sorbitol é um polialcool, também conhecido como D-sorbitol ou D-glicitol,
amplamente encontrado na natureza, em varias espécies vegetais, principalmente em frutas
(Freitas, 1990). E largamente utilizado na industria de alimentos como edulcorante, como
condicionador de umidade e inibidor da cristalizacdo de acucares. E também empregado
industrialmente como biossurfactante em produtos de limpeza, como matéria-prima basica
para producdo do &cido ascorbico e como emoliente em cosméticos (Silveira & Jonas, 2002;
Nitschke & Pastore, 2002; Jonas & Silveira, 2004).

Entre os acidos organicos, destaque é dado ao é&cido lactobibnico, resultado da
oxidacao da lactose, devido ao seu alto valor comercial e importantes aplicacdes nas areas
médica, farmacéutica, quimica, de alimentos e nanotecnologia (Gutiérrez et al., 2012; Alonso
et al., 2013).

O é&cido lactobibnico (&cido 4-O-B-D-galactopiranosil-D-gliconico) é composto por
uma unidade de galactose quimicamente ligada por um éter a uma molécula de acido
glicdnico, conforme pode ser observado na Figura 2 (Budavari et al., 1996). Devido as suas

atividades farmacologicas, o acido lactobidnico apresenta possibilidades de aplicagdes em
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formulacbes cosméticas em fungdo do seu poder hidratante, cicatrizante e anti-radicais livres,
bem como pode ser aplicado no melhoramento da solubilidade de antibidticos tais como a

eritromicina e a claritromicina (Tasic-kostov et al., 2012; Gutiérrez et al., 2012; Alonso et al.,

2013).
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Figura 2: Férmula estrutural do acido lactobidnico. Fonte: Budavari et al. (1996)

Ainda no contexto farmacéutico, o acido lactobidnico pode ser empregado em
formulacdes destinadas a suplementacéo de calcio e como ingrediente em desinfetante a base
de clorexidina (Gutiérrez et al., 2012; Alonso et al., 2013). O &cido lactobiénico € também
empregado como componente de solucBes usadas na estabilizacdo de drgdos antes de serem
transplantados, capaz de suprimir os danos causados aos tecidos pelos radicais livres,
contribuindo para a preservacdo extra-corpérea de 6rgdos por até 48 horas (Sumimoto &
Kamada, 1990). E empregado, ainda, na vetorizacdo de drogas, como estratégia terapéutica de
liberacdo do principio ativo em sitios especificos de acdo como, por exemplo, no figado (Kim
& Kim, 2002; Kim et al., 2004; Valle et al., 2013; Villa et al., 2013) e, ainda, com possiveis
efeitos pré-bidticos (Schaafsma, 2008; Gutiérrez et al., 2012).

No ambito alimenticio, o acido lactobiénico encontra aplicacdo sob a forma de
acidulante na producdo de queijos (Koka et al., 2002), como agente de endurecimento,
portador de célcio em bebidas funcionais, atua na reducdo de acidificagdo e tempo de

maturacdo para a producdo de queijo e iogurte, é usado no aperfeicoamento de sabores, na
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melhoria do gosto amargo ou azedo de alguns alimentos, na preservacdo do aroma e frescor e,
também, na preparacdo de produtos lacteos com reduzido teor de lactose (Merril & Singh,
2009; Nakano et al., 2010; Playne & Crittenden, 2009; Gutierrez et al., 2012).

J& nas esferas quimica e nanotecnoldgica, o acido lactobidnico obtém destaque como
fon sequestrante em solucgdes detergentes, como co-constituinte biodegradavel em sabGes em
po, nos revestimentos anti-corrosivos, sob a forma de seletor quiral para a separagdo de
farmacos bésicos por eletroforese capilar (claritromicina, lactobionato) e na engenharia de
tecidos (Gerling, 1998; Yu et al., 2011; Chung et al., 2002; Gutierrez et al., 2012).

Ainda como alternativa ao uso de glicose ou lactose como fonte doadora de elétrons,
ha relatos da conversdo de maltose a acido maltobidnico pela acdo do complexo enzimatico
GFOR/GL (Satory et al., 1997; Malvessi et al., 2013). O acido maltobi6nico, por sua vez,
(Figura 3) pode ser usado para ajudar a preservar o colageno e proteger células da pele do
estresse oxidativo, atuando com funcdo antioxidante. O acido maltobibnico tem alta
capacidade umectante, com maior capacidade de retencdo de agua quando comparado ao
acido lactobibnico e a outros agentes hidratantes tradicionais. Segundo os autores, € ainda,
anti-alérgico, ndo-irritante para a pele humana, melhora a textura da pele e auxilia na reducéo

de linhas e rugas (Green & Briden, 2009; Brouda, et al., 2010).

CH,OH CH,0H
I_o — O H
I’ \l I’ COOH
OH /
o I—I’ o \OH_
OH OH
D-glicose Acido glicénico

Figura 3: Férmula estrutural do &cido maltobi6nico. Fonte: Neostrata Company (2010).
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Farris et al. (2012) testaram formulages de cosméticos contendo acido maltobibnico,
para 0 melhoramento da pele, contemplando parametros como a aparéncia, rugas,
pigmentagdes irregulares e perda de firmeza. Os testes apresentam resultados positivos na
melhora da pele, demonstrando que o &cido maltobibnico, devido as suas propriedades,
apresenta potencial de aplicacdo na industria farmacéutica e vem ganhando espaco nas
tecnologias que dizem respeito a industria cosmetoldgica.

Nesse sentido, foi registrada uma patente que compreende 0 uso de acido maltobiénico
para a formulacdo de produtos com a finalidade cosmetoldgica e dermatologica. Esses
produtos sdo empregados nos cuidados gerais com 0 corpo amenizando eritemas cutaneos e
nos cuidados com a pele, cabelo, unhas, mucosas oral e vaginal, incluindo sua utilizacdo nos
processos associados ao envelhecimento de origem intrinseca e extrinseca, a exemplo dos
danos causados por fatores como a luz solar, radiagdo, poluicdo do ar, vento, frio, calor,
umidade, produtos quimicos, fumaca e em decorréncia do tabagismo (Yu & Van Scott, 2006).

Estudos revelam o uso de complexos de baixo peso molecular entre ferro e acido
maltobibnico, que podem ser administrados por via parenteral, intramuscular ou por via
subcutanea, no tratamento de estados anémicos, causadas por deficiéncia de ferro e em
formulagdes farmacéuticas indicadas para este uso (Modena, et al., 2013).

Contudo, o uso de maltose na etapa de bioconversdo para acido maltobionico pelo
complexo enzimatico GFOR/GL estaria condicionada a obtencdo de matérias-primas
complexas em substituicdo a maltose purificada, como xaropes para fins de aplicacdo
industrial, ou ainda, hidrolisados enzimaticos, de modo a minimizar os custos de producao.
Este aspecto diz respeito também a lactose, com a identificacdo de outras fontes complexas

contendo lactose, a serem empregadas na bioproducdo de acido lactobidnico.
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2.5 IMOBILIZACAO DE BIOCATALISADORES E BIOCONVERSAO

A imobilizagdo de biocatalisadores esta relacionada ao confinamento fisico de células
e/ou enzimas numa certa regido ou ligadas a uma matriz, de forma que sua atividade catalitica
esteja preservada total ou parcialmente e que possam ser utilizadas continua e repetidamente
(Szczodrak, 2000; Kourkoutas et al., 2004). A utilizacdo de células imobilizadas em
bioprocessos é relativamente recente, cujas vantagens estdo relacionadas a possibilidade de
uso de altas concentragdes celulares no reator, eliminacdo de reciclos externos de células,
obtencdo de maiores fatores de conversdo de substrato em produto, maior facilidade em
termos de controle do processo, melhor uniformidade do produto, e ainda, 0 emprego de altas
taxas de diluicdo sem que haja o arraste das células (Zanin & Moraes, 2004).

A enzima ligada a um suporte tem sua mobilidade restringida perdendo parte da sua
acessibilidade ao substrato, o que resulta huma aparente reducdo da atividade, provocada,
dentre outros fatores, por restricbes difusionais, ou seja, limitacdes de acesso do substrato ao
sitio ativo. Essas limitacdes difusionais podem acarretar em acumulo de produto proximo ao
sitio ativo, 0o que pode afetar a cinética da reacdo, pela reducdo da velocidade, ou ainda
provocar alteracdo do pH no microambiente da enzima (Zanin & Moraes, 2004).

Na maioria dos casos estudados e relatados na literatura, o processo de imobilizacdo
atua no sentido de aumentar a estabilidade da atividade catalitica das enzimas (Cowan &
Fernandez-Lafuente, 2011).

Para a implementacdo da tecnologia de imobilizacdo em escala industrial, os custos do
processo devem ser compensados com o aumento do rendimento em produto, sendo, portanto,
avaliados suportes de baixo custo para simplificar o processo fermentativo, principalmente no

que diz respeito as condigdes operacionais (Vignoli et al., 2006).
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De um modo geral, o sucesso da tecnologia de imobilizagdo mostra que as vantagens
deste processo superam suas limitagdes. Porém, alguns fatores devem ser destacados, ndo
como uma desvantagem do processo, mas sim como pontos a serem evitados ou prevenidos.
Dentre esses podem ser citados a possivel perda de atividade durante o processo de
imobilizacdo, a instabilidade do biocatalisador e as questdes relacionadas a difusdo de
substratos e produtos através do suporte (Zanin & Moraes, 2004; Kourkoutas et al., 2004).
Esses efeitos podem ser evitados ou diminuidos pela escolha criteriosa do suporte, pelo
método de imobilizacdo ou pelas condi¢cdes de operacdo do biorreator (Zanin & Moraes,
2004).

Para a imobilizacdo por encapsulamento do complexo enziméatico GFOR/GL de Z.
mobilis, é descrito o emprego de suportes como alginato de calcio (Chun & Rogers, 1988;
Bertasso et al., 1996; Malvessi et al., 2010), k-carragena (Rehr et al., 1991) e ainda diferentes
polimeros (Ferraz et al., 2000).

O processo de imobilizacdo por encapsulacdo em gel envolve a retencdo da enzima em
uma matriz polimérica. No interior da matriz ou da esfera ndo existe mistura, e neste caso a
difusdo € o unico meio de promover a transferéncia de massa. Dependendo do tamanho dos
poros, o substrato ndo alcanca o interior da esfera. Desta forma, apenas as enzimas
imobilizadas na superficie da esfera podem exercer sua atividade catalitica. Como alternativa
para contornar esta caracteristica indesejavel para o sistema, pode-se aumentar o tamanho dos
poros ou diminuir o didmetro da esfera. Entretanto, sdo as condi¢fes do processo e o
biorreator utilizado que limitam o tamanho da particula a ser empregada (Sassolas et al.,
2011).

Rehr et al. (1991), comparando o uso de células de Z. mobilis ATCC 29191,
permeabilizadas e imobilizadas em k-carragena, em processo descontinuo, relatam a obtencéo

de velocidades maximas especificas de produgdo de sorbitol e acido glicbnico de 1,8 e 2,1
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g/g.h, para células livres e de 1,4 e 1,8 g/g.h, para células imobilizadas em «-carragena
respectivamente. Os autores sugerem que os valores inferiores obtidos com células
imobilizadas foram devidos a problemas difusionais ou ainda causados pela inativacéo parcial
da enzima durante a imobilizacdo. Em ensaio em biorreator de leito fluidizado, as esferas de
k-carragena foram tratadas com glutaraldeido e polietilamina, substancias que tém a fungéo de
estabilizar a atividade da enzima e reforcar a reticulacdo das esferas de «-carragena,
prevenindo o extravasamento das células. A estabilidade operacional foi marcadamente
afetada, pois apenas 3,5% de perda de atividade foi observada em um periodo de 75 dias de
processo continuo.

Utilizando células imobilizadas em suporte de alginato de calcio, Malvessi et al.
(2010) relatam a estabilidade do sistema enzimatico ao ser utilizado em operacdes de longo
prazo. Os autores observaram, ainda, em funcdo da barreira difusional representada pelas
esferas de alginato de célcio, o transporte de &cido gliconico do interior das esferas para o
meio externo foi dificultado. Esse fato acarretou, possivelmente, a formacdo de ambiente
inadequado para a acdo das enzimas, sugerindo a necessidade de maiores estudos acerca do
tema com o emprego de outras técnicas e/ou suportes de imobilizacdo e a definicdo de

biorreatores mais eficientes.

2.6 RECUPERACAO DOS PRODUTOS DA BIOCONVERSAO

Silveira et al. (2007) demonstraram a possibilidade de separar os produtos finais da
reacdo utilizando sucessivas precipitacdes com solventes organicos comuns como etanol,
metanol, &cido acético glacial, dentre outros. Destaque é dado para a utilizagdo de etanol, uma
vez que este solvente é o produto principal da fermentacéo de glicose por Z. mobilis. No caso,

a separacao e a precipitacdo seriam praticaveis porque os compostos formados no processo —
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lactobionato e/ou maltobionato de sodio - sdo praticamente insoluveis e sorbitol é solivel em
etanol. De acordo com Valle et al. (2013), a utilizacdo desta técnica de recuperacao
proporciona a obtengdo de elevada pureza isomérica do lactobionato de sodio.

Além disso, ha relatos do emprego de etanol para a precipitacdo dos respectivos sais
de sdédio ou de célcio dos &cidos lactobiénico e maltobidnico, como forma de recuperacdo dos
produtos de fermentacdo por diferentes microrganismos (Meiberg et al., 1990; Byford &

Stodola, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMO

Foi utilizada a bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 (adquirida do DSM 3580),
cedida pelo Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ,
Braunschweig, Alemanha). As culturas foram mantidas em meio liquido, repicadas

mensalmente e estocadas a 4°C (Malvessi et al, 2006).

3.2 MEIO DE CULTIVO

Para as etapas de ativacdo e conservacdo das culturas, preparo de inoculo e na
producdo de biomassa/enzimas foi utilizado o meio liquido descrito por Malvessi et al. (2006)
que continha em sua composicao (g/L): (NH2)2S04, 2,0; MgS0a4.7H20, 1,0; KH2PO4, 3,5; extrato
de levedura bruto (Prodex Lace, Prodesa S.A, Brasil), 7,5.

No preparo do meio de ativacdo e conservacao da cultura foram adicionados 20 g/L de
glicose e o pH ajustado para 5,5. Para a producdo de inoculo, a concentracdo de glicose
presente no meio foi de 100 g/L, com a suplementacdo de 5 g/L de CaCO3 com a finalidade
de manter-se o pH em torno de 5,5. Para os cultivos em biorreator de bancada, foi preparada
uma solucéo concentrada de glicose (500 g/L), sendo adicionado ao meio 0 volume necessario
desta solucdo para atingir-se a concentracdo desejada (150 g/L).

A esterilizacdo de todos os meios, bem como a solucdo de glicose, foi feita em

autoclave, a 1 atm, por 15 min.
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3.3 PRODUCAO DE CELULAS/ENZIMAS E ETANOL

O indculo foi preparado em frascos de 500 mL contendo 450 mL de meio, inoculados
com 45 mL da cultura previamente ativada. Os meios foram mantidos sob agitacdo orbital de
200 rpm (Certomat U/H — B. Braun Biotech, Sartorius), a 30°C, por cerca de 12 horas, em
condigdo de anaerobiose. Os frascos eram dotados de filtros esterilizados, que permitiam a
liberagdo de CO; decorrente do metabolismo microbiano.

A producéo de biomassa e enzimas foi realizada em regime descontinuo, em biorreator
de bancada com agitagdo mecanica, de 7,0 litros de volume total e 5,5 litros de volume util. O
meio de cultivo foi inoculado com o volume necessario para obter-se uma suspensédo celular
de 20 unidades de D.O. (densidade otica). A temperatura foi mantida a 30°C, com controle de
pH em 55 pela adicdo automéatica de NaOH 5 mol/L. Com a finalidade de garantir a
anaerobiose, durante a primeira hora de cultivo foi borbulhado nitrogénio gasoso no meio, a
vazdo de 0,5 L/min. Apds, a anaerobiose foi proporcionada pelo CO, produzido pelo préprio
microrganismo.

Ao término do cultivo, o meio fermentado foi recolhido e centrifugado (Centrifuga
Sigma 4K-15), a 5836 xg, por 10 minutos. Determinada aliquota de sobrenadante foi estocada
visando a posterior analise do etanol formado. A biomassa concentrada foi ressuspensa em
agua destilada, permeabilizada, estocada para a utilizacdo e, quando necessario, imobilizada

em alginato de calcio.

3.4 PERMEABILIZACAO DE CELULAS/ENZIMAS DE Zymomonas mobilis

A permeabilizacdo celular foi feita com o intuito de inativar o metabolismo

fermentativo e evitar que, em ensaios enzimaticos e de bioconversdo, ocorresse crescimento
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celular e a conversdo do substrato em etanol. Este procedimento, entretanto, ndo exerce efeito
negativo sobre a atividade de GFOR, uma vez que trata-se de uma enzima periplasmatica e,
ainda, o NADP®, cofator essencial para a enzima, permanece ligado a proteina. A
permeabilizacdo celular foi realizada com base na metodologia descrita por Rehr et al. (1991),
com algumas modificagdes. A uma suspensdo de células de concentracdo 25 g/L, foi
adicionado igual volume de solucéo 0,2% (m/v) de brometo de cetil trimetil amdnio (CTAB).
A mistura foi mantida a 4°C, sob agitacdo magnética, por 10 minutos. Posteriormente, a
suspensdo foi centrifugada (Centrifuga Sigma 4K-15), a 5836 xg, por 10 minutos, sendo o

sobrenadante descartado e a biomassa centrifugada ressuspensa em agua destilada.

3.5 IMOBILIZACAO DE CELULAS/ENZIMAS DE Zymomonas mobilis

A metodologia empregada para o encapsulamento de Z. mobilis em alginato de célcio
seguiu a metodologia descrita por Carra (2012). Primeiramente, o alginato de célcio foi
dissolvido em agua (4% m/v) e mantido sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente.
Apos esse periodo, a solucdo de alginato de calcio, foi adicionado igual volume de suspensédo
de células de Z. mobilis permeabilizadas em 70 g/L, previamente tratada com glutaraldeido
0,5% (m/v). A mistura foi novamente mantida sob agitacdo por cerca de 2 horas para a
perfeita homogeneizacdo. Para a formacdo das esferas de alginato de calcio e imobilizacdo
das células, todo o volume da suspensdo foi lentamente gotejado através de agulhas
hipodérmicas, com auxilio de uma bomba peristaltica, em solucdo de CaCl, 0,3 mol/L. Apos
essa etapa, as esferas foram reticuladas com glutaraldeido 0,5% (m/v), sob agitacdo
magnética, a temperatura ambiente por 10 minutos, objetivando-se tornar a estrutura mais
rigida para impedir o extravasamento das células. As esferas foram lavadas e, posteriormente,

armazenadas em agua, a 4°C.
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3.6 ENSAIOS ENZIMATICOS PARA A DETERMINACAO DOS PARAMETROS
CINETICOS DE GLICOSE-FRUTOSE OXIDORREDUTASE E GLICONO-6-

LACTONASE DE Zymomonas mobilis

Os ensaios de atividade enzimética foram realizados em reator de 200 mL, contendo
100 mL de solucdo de substratos. Os substratos avaliados em associagdo a frutose e utilizados
em diferentes concentragdes, foram maltose monohidratada (Sigma-Aldrich/SP, 99% de
pureza) e as matérias-primas complexas xarope de maltose (Maltegill 45/82, gentilmente
cedido por Cargill Agricola S.A./SP.) e soro de leite (cedido por Laticinios Porto Alegre Ind.
e Com. Ltda, MG). Os laudos de analise das referidas materias-primas sdo apresentados nos
Anexos 1le 2.

A temperatura da reacdo foi mantida em 39°C por meio de banho termostatizado e o
pH foi controlado em 6,4 pela adicdo automatica de solucdo de NaOH contida em uma bureta,
acoplada ao controlador de pH. A concentracdo da solucdo de NaOH empregada foi
dependente da velocidade reacional, sendo utilizadas solu¢ées entre 0,25 e 1,0 mol/L.

Os parametros cinéticos Ky e Vimsx da equacdo de Michaelis-Menten foram estimados
utilizando-se, para tanto, solucdes de maltose/frutose, xarope de maltose/frutose e soro de
leite/frutose, em testes com células/enzimas livres, previamente permeabilizadas com CTAB.
A concentracdo de biocatalisador utilizada foi de 0,05 g/L, conforme definido por Carra
(2012) para os substratos lactose e glicose. Na conducdo dos ensaios enzimaticos, a
concentracdo de um dos substratos foi mantida constante e alta (0,7 mol/L), enquanto a
concentracdo do outro substrato foi variada, seguindo a metodologia descrita por Zachariou &
Scopes (1986).

Para os testes empregando-se maltose e frutose, a atividade enzimatica foi avaliada: i)

fixando-se a concentracéo inicial de maltose em 0,7 mol/L e variando-se a concentragédo
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inicial de frutose de 0,08 a 0,7 mol/L; ii) fixando-se a concentracdo inicial de frutose em 0,7
mol/L e variando-se a concentragéo inicial de maltose entre 0,05 e 0,7 mol/L.

Nos ensaios enzimaticos com o uso de xarope de maltose e frutose, a quantidade de
xarope (utilizada em solucdo) foi determinada de forma a conter a massa de maltose desejada,
visto que o xarope comercial utilizado possuia, aproximadamente, 42% de maltose. Nestas
condi¢des, a atividade enzimatica foi avaliada: i) fixando-se a concentracdo inicial de maltose
presente no xarope de maltose em 0,7 mol/L e variando-se a concentracéo inicial de frutose de
0,02 a 0,7 mol/L; ii) fixando-se a concentracao inicial de frutose em 0,7 mol/L e variando-se a
concentracdo inicial de maltose (contida no xarope) entre 0,01 e 0,7 mol/L.

Da mesma forma, os ensaios utilizando-se soro do leite e frutose foram conduzidos de
modo que a quantidade de soro do leite foi determinada a partir da concentracdo de lactose
presente no soro do leite liofilizado (aproximadamente 79%).

A atividade enzimatica foi avaliada: i) mantendo-se constante a concentracdo inicial
de lactose (contida no soro de leite) em 0,7 mol/L e variando-se a concentracdo inicial de
frutose entre 0,02 e 0,7 mol/L; ii) mantendo-se constante a concentracao inicial de frutose em
0,7 mol/L e variando-se a concentracdo de lactose (contida no soro) de leite entre 0,01 e 0,7
mol/L.

Os parametros cinéticos (Km e Vms) da equacdo de Michaelis-Menten foram
calculados pelo método de linearizacdo de Lineweaver-Burk (duplo reciproco), com o auxilio

do programa Microcal Origin 8.0.

3.7 ENSAIOS DE BIOCONVERSAO

Com o intuito de avaliar a formacdo dos produtos via acdo do sistema enzimatico

GFOR/GL de Z. mobilis frente aos diferentes substratos, foram realizados ensaios de
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bioconversdo com células permeabilizadas livres e também, posteriormente, com o
biocatalisador imobilizado em alginato de célcio. Os resultados apresentados demonstram a
média dos valores obtidos para os diversos ensaios realizados.

O sistema utilizado para a determinacdo da atividade do complexo enzimatico

GFOR/GL e nos ensaios de bioconversdo esta ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema do sistema empregado nos ensaios enzimaticos e nos processos de
bioconversédo. (1) biorreator enzimatico, sob temperatura controlada; (2) agitador magnético;
(3) eletrodo de pH; (4) bureta contendo NaOH; (5) adicdo de NaOH; (6) controlador de pH.

Fonte: Malvessi (2008)

Os ensaios de bioconversdao foram realizados em reator com agitacdo magnética
contendo 100 mL de meio reacional. As condicdes experimentais padrdo de pH e temperatura
foram 6,4 e 39°C, respectivamente e foram utilizados 20 g/L de biocatalisador — livre ou

imobilizado em alginato de céalcio. A mistura reacional foi mantida com pH controlado pela
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adicdo automatica de solucdo alcalina (NaOH 7 mol/L), proveniente de uma bureta de 50 mL,

acoplada ao controlador de pH.

3.7.1 Bioprodugéo de acido maltobidnico

Para a avaliacdo da producédo de acido maltobiénico foram conduzidos, nas condi¢fes
supracitadas, ensaios de bioconversdo com células livres e, ainda, com células/enzimas
imobilizadas em alginato de célcio. Os ensaios foram procedidos com concentragéo inicial de
maltose e frutose de 700 mmol/L. Como fontes de maltose para a producdo de acido
maltobibnico foram empregadas, respectivamente, maltose monohidratada e xarope de
maltose. Salienta-se que, quando do uso de xarope de maltose a concentracdo de 700 mmol/L
foi definida em relacéo ao teor de maltose presente no xarope.

A fim de se determinar o efeito do pH e da temperatura na acao catalitica do sistema
GFOR/GL imobilizado em alginato de calcio, foram realizados ensaios de bioconversao com
a utilizacdo de 700 mmol/L de maltose monihidratada + frutose e 20 g/L de biocatalisador. O
efeito do pH foi avaliado mantendo-se a temperatura da reacdo enzimatica constante em 39°C,
em valores de pH de 6,0; 6,4; 6,8 e 7,2. Para a determinacdo do efeito da temperatura na
producdo de acido maltobibnico, o pH reacional foi mantido constante em 6,4 e a reacao foi

conduzida a 36, 39, 43 e 47°C.

3.7.2 Bioproducéo de acido lactobidnico

A avaliagdo da producdo de acido lactobibnico, frente ao uso dos substratos lactose

monohidratada (Vetec/RJ) e soro do leite liofilizado, foi realizada por meio de ensaios de

bioconversdo com células permeabilizadas livres e imobilizadas em alginato de célcio. Todos
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0s ensaios foram conduzidos em temperatura padréo de 39°C e pH 6,4, empregando-se 20 g/L
de biocatalisador livre ou imobilizado, em meio reacional de 100 mL, contendo concentractes
de substrato de 700 mmol/L de lactose e frutose.

E importante ressaltar que, quando foi empregado soro do leite como fonte de lactose
nos ensaios de bioconversao, a concentracdo de soro do leite foi determinada de acordo com a
concentracdo de lactose contida no soro do leite, para que houvesse, no inicio da

bioconversdo, 700 mmol/L de lactose.

3.8 DESPROTEINIZACAO DO SORO DO LEITE

A precipitacdo das proteinas presentes no soro de leite foi realizada por meio de
método quimico, com acidificacdo do meio até o ponto isoelétrico das proteinas soluveis
presentes em maior concentracao (pH 5,1) com acido latico (84,5 — 85,5%) P.A. (Vetec), sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente, seguindo metodologia adaptada de
Barbosa(2007).

Apos realizada a acidificacdo da solucao de soro de leite, foram separadas as proteinas
precipitadas por centrifugacdo, realizada por 10 minutos (Sigma, modelo 4-15). O
sobrenadante foi recolhido para concentracdo da solucdo em rotaevaporador (Buchi Vacuum
Controler V-850) a temperatura de 60°C e, posteriormente, utilizado em testes de

bioconversdo. A massa de proteina precipitada foi descartada.

3.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As esferas de alginato de calcio foram submetidas a analises de microscopia eletrénica

de varredura (MEV), no Laboratério Central de Microscopia Professor Israel Baumvol da



33

Universidade de Caxias do Sul, antes e ap0s o0s ensaios de bioconversdo. Para tanto foi
utilizado microscopio Shimadzu modelo SSX 550. O preparo das amostras foi realizado

conforme a metodologia descrita por Fernandes (2013) adaptada de Echlin (2009).

3.10 RECUPERACAO DOS PRODUTOS DE BIOCONVERSAO

No decorrer do processo de bioconverséo o pH da reacéo foi controlado pela adicéo de
hidroxido de sodio (NaOH 7 mol/L), conforme descrito anteriormente. A adicdo de solugéo
alcalina ao meio implica a formacdo dos sais correspondentes, ou seja, para o acido
maltobibnico o sal formado foi maltobionato de sodio e, de igual maneira, para o acido
lactobi6nico, o sal formado foi o lactobionato de sodio.

A separacdo dos sais de sodio e do sorbitol presentes no meio reacional ao final do
processo de bioconversdo foi preliminarmente avaliada utilizando-se os solventes etanol,
metanol, éter, acetona e acido acético. Apds a identificacdo do melhor agente precipitante, a
separacdo foi realizada por meio de sucessivas precipitacbes do sal (lactobionato ou
maltobionato de sodio) utilizando-se etanol (Murakami et al., 2003; Silveira et al., 2007).

Foi adicionado a solucdo resultante do processo de bioconversdo (contendo o sal de
interesse, sorbitol e concentracdes residuais dos substratos utilizados) etanol em concentracéo
de 90 a 96% (m/v) até uma concentracdo final de solvente na solucdo de 75% (m/v). A etapa
de precipitacdo foi conduzida a temperatura constante de 45°C por meio de banho
termostatizado, sob agitacdo magnética e a vazdo de adicdo de etanol foi mantida constante
em 9 mL/min, controlada por meio do auxilio de bomba peristéltica (Oliveira et al., 2015).
Posteriormente, a solucdo foi mantida em temperatura inferior a 0°C pelo periodo minimo de

12 horas. Transcorrido esse periodo, as duas fases formadas foram separadas e o0s cristais
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depositados foram ressolubilizados em agua destilada, até obter-se volume igual ao volume
inicial de solug&o de bioconverséo utilizada.

Com 0 objetivo de obter-se maior grau de pureza dos produtos da bioconversao, a
etapa de precipitacdo e ressolubilizacdo supra descrita foi repetida até a totalizacdo de trés
precipitacbes. O sobrenadante, resultado das etapas de precipitacdo, foi destilado para a

recuperacgéo do solvente.

3.11 METODOS ANALITICOS

3.11.1 Coleta e tratamento de amostras

As amostras dos cultivos de Z. mobilis foram retiradas periodicamente para a
determinacgdo da concentragédo de acgucares redutores e formacgéo de biomassa. Ao téermino dos
cultivos, o meio foi submetido a centrifugacdo, a 11.180 xg por 10 minutos, as células

concentradas foram ressuspensas em agua destilada e armazenadas sob refrigeracéo, a 4°C.

3.11.2 Determinacdo da concentracéo celular

Para os cultivos em biorreator, a determinacdo da concentracdo celular foi realizada
diretamente por gravimetria, onde, um volume conhecido de amostra foi submetido a
centrifugacdo, em tubo Eppendorf, por 10 minutos a 11.180 xg, ap0s, os sélidos centrifugados
foram lavados, novamente centrifugados e transferidos para um cadinho previamente limpo,
seco e pesado. O cadinho foi seco em estufa a 90°C por 24 horas e, ap06s o resfriamento em

desumidificador, a massa de células secas foi estimada por pesagem, descontando-se a massa
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inicial do cadinho. Dessa forma, a concentragéo celular foi determinada pela divisdo da massa
de células secas pelo volume da amostra.

Em ensaios fermentativos, a concentragdo celular foi também determinada pela
medida da absorbancia, a 560nm, de suspensbes diluidas de células e convertida em

concentracdo, massa de matéria seca por unidade de volume, por uma curva de calibracao.

3.11.3 Determinacao de acucares redutores (AR)

Os carboidratos soluveis redutores foram analisados pelo método do acido 3,5 di-
nitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). Para tanto, as amostras foram convenientemente
diluidas em agua destilada, levando-se em consideracdo o tempo de cultivo. Em tubo de
ensaio, foram adicionados 0,25 mL de amostra diluida a 0,75 mL de solugcdo DNS. O branco
foi feito substituindo-se o0 volume de amostra diluida por &gua destilada. Os tubos foram
colocados em banho a 100°C por 5 minutos, sendo, em seguida, resfriados em banho de gelo
e, apds, foram acrescentados 4mL de &gua destilada as preparacGes. Desse modo, a
absorbéancia das preparac6es foi lida em espectrofotémetro (Aurora Instruments, EUA) a 545
nm e a concentracdo de agucares redutores presente nas amostras foi determinada através de
curva de calibragcdo construida com solugdes de glicose entre 0,1 e 1,0 g/L, submetidas ao

mesmo procedimento.

3.11.4 Determinacao de etanol

O teor de etanol obtido ao final do cultivo de Z. mobilis foi determinado em

equipamentos acoplados Densimat e Alcomat (Gibertini, Italy), em que a concentracdo do

alcool é obtida com base na densidade da solucao.
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3.11.5 Determinagéo de frutose

O método utilizado para a quantificacdo de frutose no meio reacional apés a etapa de
bioconverséo foi aquele descrito por Khan et al. (2006), com modificaces.

Para o preparo do reagente de Seliwanoff, 0,05% (m/v) de resorcinol foi diluido em
HCI 4,0 mol/L (Assumpcdo & Morita, 1968). A analise foi realizada adicionando-se 1,8 mL
de reagente de Seliwanoff a 0,2 mL de amostra previamente diluida. A mistura foi mantida
em banho, a 100°C, por 15 minutos, sendo, posteriormente, resfriada em banho de gelo por 2
minutos. Apos realizada essa etapa, 3 mL de agua destilada foram adicionados a solucdo e as
absorbancias foram lidas em espectrofotometro (Aurora Instruments UV-210), a 486 nm. A
concentracdo foi definida a partir curva de calibracdo construida com solucdo de frutose entre

0,1e1,00g/L.

3.11.6 Determinacao de sorbitol

A determinacdo de sorbitol foi realizada seguindo-se o método proposto por Venzon &
Miron (2008). Para tanto, 1 mL de formato de potassio 0,7 mol/L e 2,0 mL de periodato de
potassio 3,5 mM foram adicionados a 0,2 mL de amostra previamente diluida. Apos
transcorrido 1 minuto, foi adicionado 1,5 mL do Reagente I. O preparo do Reagente |
consistiu na mistura de 7 g de acetato de aménio dissolvido em 20 mL de agua destilada e
0,160 g de tiossulfato de sodio dissolvido em 10 mL de agua. Foi entdo acrescentado 0,5 mL
de acetilacetona a mistura e, apds, o volume da solucédo foi completado para 50 mL com agua
destilada.

Os tubos contendo a mistura reacional foram mantidos a 100°C por 2 minutos e, na

sequéncia, colocados em banho de gelo por 2 minutos. A absorbancia das amostras foi lida em
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espectrofotometro (Aurora Instruments UV-210), a 412 nm, e convertida em concentracao

com o uso de curva padrdo de sorbitol entre 0,010 — 0,018 mg/mL.

3.11.7 Determinacao da atividade do complexo enzimatico GFOR/GL

O método empregado se baseia na capacidade de conversdo de frutose/aldose, por
células de Z. mobilis, em sorbitol e respectivo &cido organico, em reacdes catalisadas pelas
enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL). O procedimento
para a determinagdo da atividade de GFOR/GL foi baseado no proposto por Malvessi et al.
(2006) onde, uma vez determinado volume de suspensdo de células permeabilizadas,
correspondente a concentracdo de 4 g/L (células livres), foi adicionado a solugédo 0,7 mol/L
dos carboidratos (100 mL de frutose/aldose), preparada em agua destilada. Os testes foram
realizados em reator de 300 mL, com 100 mL de meio reacional, em banho termostatizado,
mantido sob agitacdo magnética, por 40 minutos e o pH foi controlado pela adicdo de solucéo
de NaOH 1mol/L contida em pipeta de 10 mL, utilizando controlador de pH, sendo as
condicGes basicas de reacdo pH 6,4 e 39°C. Assim, a partir da variagédo do volume de alcali
gasto no controle do pH com o tempo, foi determinada a velocidade de formacdo do acido
organico avaliado.

Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de
formar 1 mmol de acido orgéanico por hora, nas condi¢des de teste, sendo a atividade expressa

em unidades por grama de células em base seca (U/g) (Malvessi, 2008).
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3.11.8 Estimativa da concentragédo de substratos e produtos em ensaios de bioconversao

Uma vez que o &cido alddnico e o sorbitol sdo formados em base equimolar, sendo
estes 0s Unicos produtos da reagdo enzimatica, maltose ou lactose e frutose sdo consumidos na
mesma propor¢do. Dessa forma, foram estimadas, indiretamente, as concentragdes dos
produtos e do sorbitol em funcdo do volume e concentracdo da solugcdo de NaOH utilizada
para neutralizar o &cido formado na reacéo.

Para determinar a quantidade de produtos da reacdo foi utilizada a Equacéo 1.

c _VixMx My
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Sendo:
Cy: concentragdo de produto formado (g/L);
75, . volume de base (mL);
M: concentracdo de base (mol/L);
M, massa molar do produto (&cido lactobidnico/maltobiénico = 358,3 g/mol; sorbitol =
182,17 g/mol);

Vr: volume total da bioconversdo (100 mL).

Para a determinacdo da quantidade de substrato consumido durante a bioconversao foi

empregada a Equacéo 2.
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Onde:
Cs s concentracdo de substrato consumido (g/L);
C.,: concentracdo de substrato inicial (g/L);
75 - volume de base (mL);
M: concentracdo de base (mol/L);
M ;- massa molar do substrato (lactose/maltose = 360 g/mol; frutose = 180 g/mol);

7. volume total da bioconverséo (100 mL).

Cumpre ressaltar que os procedimentos de determinacdo de substratos e produtos
também foram utilizados por outros autores. Severo Junior (2008) e Pedruzzi et al. (2011),
por meio de cromatografia liquida (HPLC), determinaram a concentracdo de produtos e
substratos resultantes do processo de bioconverséo realizado com células permeabilizadas de
Z. mobilis. Os autores determinaram as referidas concentraces, também, por meio de
inferéncia a partir do volume e concentracdo de alcali empregado para controle do pH
reacional no processo. Nesse sentido, segundo os autores, os dois métodos de determinacéo
dos produtos e substratos residuais da bioconversdo sao equivalentes. Apenas sorbitol e &cido
lactobidnico foram observados como produtos da bioconversdo, por meio das analises

cromatograficas.

3.11.9 Parametros de avaliacdo do processo de bioconversao

A seguir sdo apresentados os parametros utilizados para a avalia¢cdo do processo de

bioconversao.
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3.11.9.1 Fator de producéo especifica

O fator de conversdo de substrato em produto (Yeso) foi determinado pela divisdo do
nimero de mols de produto formado pelo nimero de mols de substrato inicial na solucao,

definido por mmol de produto/mmol de substrato inicial).

3.11.9.2 Produtividade molar e produtividade especifica

A produtividade molar (p) foi calculada pela divisdo do nimero de mols de produto
formado pelo tempo de processo, expresso em mmol de produto/h. A produtividade especifica

(0), foi expressa em mmol de produto por grama de células secas por hora (mmol/g/h).

3.11.9.3 Velocidade especifica de formacédo de produto

A maxima velocidade especifica de formacdo de produto (Mpmax), diretamente
relacionada a atividade de GFOR/GL, foi determinada nas primeiras horas do processo de
bioconversdo, quando a variacdo da concentracdo de produto com o tempo é
aproximadamente constante. No célculo, foi determinada graficamente, por regressao linear, a
velocidade de formacdo do &cido organico produzido neste periodo inicial, sendo este valor
dividido pela concentragdo celular utilizada no ensaio. Os valores de p,m foram expressos em

mmol de produto por grama de células secas por hora (mmol/g/h).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo tem por objetivo apresentar e discutir os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho. Primeiramente, é apresentada uma descricdo geral do cultivo para a
obtencdo de células/enzimas GFOR/GL e etanol por Z. mobilis. Na sequéncia, sao
apresentados os testes enzimaticos, visando a obtencdo dos parametros cinéticos aparentes Ky,
e Vmax da equacdo de Michaelis-Menten para os diferentes pares de substratos, 0s ensaios de
bioconversdo com células/enzimas permeabilizadas livres e imobilizadas de Z. mobilis com as
diferentes aldoses ou matérias-primas complexas e os estudos relacionados ao efeito do pH e
da temperatura sobre a atividade de GFOR/GL para maltose e frutose, utilizando células
imobilizadas de Z. mobilis.

Para finalizar, foram realizados estudos comparativos de bioproducdo de &cido
lactobionico e maltobiénico empregando células livres ou imobilizadas de Z. mobilis,

seguidos da etapa de recuperacdo dos acidos organicos obtidos no processo de bioconversao.

4.1 PROCESSO GLOBAL DE OBTENCAO DE CELULAS/ENZIMAS E ETANOL EM

CULTIVO DE Zymomonas mobilis

Para a realizacdo dos ensaios descritos nesse trabalho, a biomassa/enzimas de Z.
mobilis foi obtida em regime descontinuo, em cultivos em biorreator de mistura completa,
utilizando o meio que continha glicose e sais nutrientes, sem alteraces nos parametros
operacionais, seguindo a metodologia descrita no item 3.3 (Anexo 3). Nesse sentido, ao final
do cultivo a biomassa foi centrifugada, permeabilizada e/ou imobilizada, conforme a proposta

de uso do catalisador para ensaios enzimaticos ou de bioconversao.



42

4.2 CINETICA DO COMPLEXO ENZIMATICO GFOR/GL PARA DIFERENTES

CARBOIDRATOS

Um modelo aplicivel para se determinar a cinética de reagdes catalisadas por enzimas
é 0 modelo proposto por Leonor Michaelis e Maud Menten. A equacdo de Michaelis-Menten
é demonstrada por um segmento de hipérbole retangular, relacionando a velocidade da reacéo
em fungdo da concentracdo de substrato. Contudo, utilizando-se esse modelo matemaético, é
dificil determinar com precisdo a velocidade maxima (Vma) € a constante cinética (Kw).
Nesse sentido, uma transformacao linear usual, aplicavel a equacédo de Michaelis-Menten, é a
linearizacdo de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco) descrita na equacdo 3 (Schmidell, et al.,
2001).

1_Ky 1 1
V' Ve [S] Vinze (3)

Sendo:

Kwm: constante de Michaelis-Menten
V: velocidade inicial

Vmax: Velocidade méxima

S: concentracdo de substrato

Cabe ressaltar que a constante de Michaelis-Menten (Ky) € Unica para cada par
enzima-substrato. Dessa forma, diferentes substratos que reagem com a mesma enzima o
fazem com valores diferentes de Ky (Raimundo, 2003).

A formacdo do complexo enzima/substrato pode ser considerada constante, contanto
que a velocidade da reacédo seja determinada em um intervalo de tempo curto, com variagéo

insignificante da concentracdo do substrato (Taipa & Gama, 2003 apud Carra, 2012). Dessa
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forma, para a determinacdo dos parametros cinéticos da equacdo de Michaelis-Menten, foi
utilizada a concentracdo de células/enzimas de Z. mobilis de 0,05 g/L, determinada por Carra
(2012), onde o substrato encontra-se, provavelmente, em excesso em relagdo a concentracao
do biocatalisador.

A cinética de GFOR/GL para o par de substratos glicose/frutose segue a equacdo de
Michaelis-Menten podendo-se determinar os parametros cinéticos aparentes pela equacao 3
desde que seja mantida fixa a concentracdo de um dos substratos (Zachariou & Scopes, 1986;
Hardman & Scopes, 1988). Destarte, 0os parametros cinéticos para as reagdes enzimaticas
conduzidas utilizando-se maltose (purificada ou contida no xarope de maltose) foram
calculados a partir da mesma equacdo, substituindo-se o0 Ky por Kg (constante de Michaelis-
Menten para frutose), Kua (constante de Michaelis-Menten para maltose) ou Kx (constante de
Michaelis-Menten para a maltose contida no xarope de maltose) e substituindo-se o substrato
S por F (frutose), MA (maltose purificada) ou X (maltose proveniente de xarope de maltose).

Dessa forma, primeiramente foi avaliada a cinética enzimatica de GFOR/GL com o
par de substratos maltose/frutose. Os ensaios enzimaticos foram realizados com concentragédo
de frutose constante em 0,7 mol/L e variando-se a concentracdo de maltose de 0,05 a 0,7
mol/L e, também, mantendo-se a concentracdo de maltose em 0,7 mol/L e variando-se a
concentracdo de frutose (0,08 a 0,7 mol/L). Os ensaios foram conduzidos em biorreator, sob
agitacdo magnética, contendo 100 mL de solucédo de substratos e 0,05 g/L de células/enzimas
permeabilizadas. Na Figura 5 sdo apresentados os dados experimentais obtidos nos ensaios e
0s ajustes previstos pela equacdo de Michaelis-Menten.

Nos ensaios conduzidos com o emprego de concentracdo de maltose fixa em 0,7
mol/L, pode ser observado um incremento na atividade enzimatica a medida que a
concentracdo de frutose foi sendo aumentada, até aproximadamente 0,5 mol/L. A partir dessa

concentragéo, valores semelhantes em termos de atividade foram observados, em torno de 17
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U/g (Figura 5A). Nos ensaios enzimaticos onde a concentracdo de frutose foi fixada em 0,7
mol/L, verificou-se um perfil semelhante, porém, a medida que ocorreu incremento na

concentracdo de maltose houve, tambeém, aumento na atividade enzimética (Figura 5B).
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Figura 5: Atividade enzimatica do complexo GFOR/GL, presente em células permeabilizadas
de Zymomonas mobilis, com diferentes concentracGes de frutose e maltose, a 39°C e pH 6,4.
[A] maltose (0,70 mol/L) + frutose (0,08 a 0,7 mol/L); [B] frutose 0,70 mol/L + maltose (0,05
a 0,7 mol/L).

(m) valores experimentais; (—) valores do ajuste para a equacdo de Michaelis-Menten.

Resultados semelhantes de atividade enzimatica, em torno de 18 U/g, foram relatados
por Malvessi (2008) avaliando a atividade de GFOR/GL frente a maltose, empregando
também células livres e permeabilizadas de Z. mobilis em solu¢do de maltose/frutose com
concentracdo de 0,7 mol/L.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores aparentes de Kr, Kyma € Vimax, €stimados a
partir dos dados obtidos nos ensaios enzimaticos de maltose e frutose. De acordo com 0s
resultados, pode-se supor que o uso de maltose levaria a obtengdo de maior velocidade de

acoplamento ao complexo enziméatico quando comparada a frutose, com Kya de 0,19 mol/L,
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embora, como observado na Tabela 3, os valores obtidos de Ky tenham sido muito proximos

para ambos os substratos.

Tabela 3: Parametros cinéticos aparentes Kg, Kya € Vmax 0btidos em ensaios enzimaticos de

GFOR/GL de Zymomonas mobilis com maltose e frutose como substratos.

Pardmetros cinéticos Valor estimado
Vmax (U/Q) 25
K (mol/L) 0,22
Kwma (mol/L) 0,19

Vmax, Velocidade maxima; Kg, constante de Michaelis-Menten para frutose; Kya, constante de

Michaelis-Menten para maltose.

Utilizando maior concentracdo de biocatalisador, 4 ¢/L de células/enzimas
permeabilizadas de Z. mobilis, Malvessi (2008) relata a obtencdo de valor superior de Vmsx €
Km empregando maltose/frutose como substratos, sendo atingidos valores da ordem de 47 U/g
e 2 mol/L, respectivamente. Ainda, Carra (2012) descreve valor de Ky de 0,019 mol/L para o
par glicose/frutose, em ensaios realizados nas mesmas condicBes do presente trabalho, o que
indica a alta afinidade entre GFOR e o substrato glicose. Se comparados, a afinidade de
GFOR por glicose seria cerca de 10 vezes superior a obtida com maltose.

Em um segundo momento, os parametros cinéticos Kg, Kx € Vimax , relativos a equacédo
de Michaelis-Mentem, foram determinados empregando-se xarope de maltose como fonte de
maltose, levando-se em consideracdo o teor médio de 42% de maltose. A quantidade de
xarope empregado nos ensaios foi determinada para que, fixando-se frutose em 0,7 mol/L, a
maltose presente no meio fosse variada de 0,01 a 0,7 mol/L. Ainda, quando a concentragdo de

maltose presente no xarope foi fixada em 0,7 mol/L, a concentracdo inicial de frutose foi
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variada de 0,02 a 0,7 mol/L. Na Figura 6 sdo apresentados os dados relativos aos ensaios
enzimaticos realizados utilizando-se xarope de maltose e frutose.

A partir da Figura 6 pode-se observar que, fixando-se a concentracdo de maltose
(presente no xarope de maltose) em 0,7 mol/L e variando-se a frutose, foi identificado o perfil
crescente da atividade enzimatica de GFOR/GL ao passo que a concentracdo inicial de
maltose € aumentada (Figura 6A). Por outro lado, na Figura 6B, é mostrado que com o uso de
frutose fixa em 0,7 mol/L e com a concentracdo de xarope variada, a atividade é crescente até
0,3 mol/L de maltose, seguida de um patamar em valores proximos a 55 U/g na presenca de

concentragdes de maltose ainda superiores.
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Figura 6: Atividade enzimatica do complexo GFOR/GL, presente em células permeabilizadas
de Zymomonas mobilis, com diferentes concentracdes de frutose e xarope de maltose, a 39°C
e pH 6,4. [A] xarope de maltose (0,70 mol/L de maltose) + frutose (0,02 a 0,7 mol/L); [B]
frutose 0,70 mol/L + xarope de maltose (0,01 a 0,7 mol/L de maltose).

(m) valores experimentais; (——) valores do ajuste para a equagdo de Michaelis-Menten
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Com base nos resultados obtidos nos ensaios enzimaticos apresentados na Figura 6,
foram estimados os valores das constantes cinéticas aparentes Kr, Kx € Vimax para o par xarope

de maltose/frutose, apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Pardmetros cinéticos aparentes Kr, Kx € Vmsx Obtidos em ensaios enzimaticos de

GFOR/GL de Zymomonas mobilis com xarope de maltose e frutose como substratos.

Pardmetros cinéticos Valor estimado
Vmax (U/Q) 56
Kr (mol/L) 0,39
Kx (mol/L) 0,03

Vma Velocidade méxima; Kg, constante de Michaelis-Menten para frutose; Ky, constante de

Michaelis-Menten para xarope de maltose.

Quando utilizados xarope de maltose/frutose na avaliacdo cinética de GFOR/GL fica
evidenciado que, a partir dos valores de Kg e Kx determinados, 0s componentes presentes no
xarope de maltose sdo os substratos que tém maior afinidade com o complexo enzimatico,
com Kx de 0,03 mol/L e a frutose é o substrato limitante (Kr= 0,39 mol/L).

Pode-se observar ainda, a partir do uso de xarope de maltose/frutose como substratos
para 0s ensaios de atividade enzimatica, que a velocidade maxima obtida foi semelhante a
relatada por Malvessi (2008) e Carra (2012), 52 e 60 U/g, respectivamente, com a utilizacao
do par glicose/frutose, substratos preferenciais para o sistema GFOR/GL. Destaca-se o fato de
que Malvessi (2008), para a determinacdo dos parametros cinéticos com o par glicose/frutose,
utilizou solugdes dos dois substratos em concentragfes equimolares, sendo verificado
resultado préximo ao alcangado no presente estudo.

O aumento no valor desse parametro operacional, aproximando-se ao relatado para o

par glicose/frutose, acredita-se ser devido ao uso do xarope de maltose em substituicdo a
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maltose purificada, uma vez que, na composi¢do daquela matéria-prima, conforme Limberger
(2012), estdo presentes outros carboidratos além da maltose, a exemplo de dextrose, glicose e
maltotriose, que poderiam estar sendo utilizados preferencialmente na reacdo enzimatica na
conversdo de outros compostos, como acidos aldénicos. Isso ocorre em funcdo da maior
afinidade de GFOR por glicose, que tende a ser convertida primeiramente em acido glicénico
para que ocorra, na sequéncia, a conversdo dos demais aglcares nos respectivos acidos
organicos, impactando, dessa forma, nas constantes cinéticas encontradas.

Cumpre ressaltar que a determinacédo das constantes cinéticas aparentes Kg, Kx € Vimax,
para o0 par xarope de maltose/frutose, foi realizada em fungédo apenas da maltose presente no
meio reacional (42%). Ou seja, para a determinacdo da concentracdo de xarope de maltose a
ser empregado, levou-se em consideracdo somente o0 teor de maltose presente nessa matéria-
prima, sem levar em conta os demais carboidratos existentes, a exemplo da glicose que
representa, em média, 5% desse material (Limberger, 2012).

Dessa forma, a presenca de outros carboidratos, cuja afinidade do sistema enzimatico é
possivelmente superior, interferiu de forma relevante nos resultados obtidos para as
constantes cinéticas aparentes, tendo em vista que implicaram o aumento da velocidade
méaxima e diminuicdo da constante de Michaelis-Menten (aumento da afinidade com esse
substrato). Assim, deve-se atentar para tal fato quando da comparacao desses resultados (Kx =
0,03 mol/L) com os obtidos nos testes enzimaticos utilizando maltose purificada (Kya =0,19
mol/L).

Em um segundo momento, em substituicdo aos substratos maltose/frutose, foram
procedidos ensaios de atividade enzimatica empregando-se o par soro do leite (como fonte de
lactose) e frutose, também com o intuito de definir as constantes Ky e Vu no que tange a
formacdo de &cido lactobidnico. Entretanto, os resultados obtidos nos testes enzimaticos

realizados neste trabalho, com o par de substratos soro do leite/frutose, apresentaram perfil
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sigmoidal (Figura 7) e ndo se ajustaram ao modelo cinético de Michaelis-Menten ndo sendo
possivel, portanto, nas condi¢bes de conducdo dos ensaios, determinar os parametros cinéticos

Ks, Kk € V max.
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Figura 7: Atividade enzimatica do complexo GFOR/GL, presente em células permeabilizadas
de Zymomonas mobilis, utilizando frutose 0,70 mol/L + soro do leite (0,05 a 0,7 mol/L de

lactose), a 39°C e pH 6,4.

Esse resultado corrobora o que Malvessi (2008) obteve realizando ensaios de atividade
enzimatica com 4 g/L de células permeabilizadas de Z. mobilis, utilizando solu¢cGes com
diferentes concentracdes equimolares de lactose/frutose, onde os resultados alcancados nédo se
ajustaram ao modelo cinético de Michaelis-Menten.

Pedruzzi et al. (2011), de forma semelhante, constataram que a cinética de GFOR/GL
de células permeabilizadas de Z. mobilis em concentracdo de 7,2 g/L, na presenca do par de
substratos lactose/frutose, apresentou um comportamento sigmoidal em decorréncia do
aumento da concentracdo de lactose, diferenciando-se do comportamento hiperbdlico

caracteristico da cinética de Michaelis-Menten.
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Visando-se comparar o efeito da utilizacdo de diferentes substratos purificados e
também substratos alternativos na atividade enzimatica de GFOR/GL, determinou-se a
relacdo Vmsx/Kw, indicador da eficiéncia catalitica do processo. Os parametros cinéticos para

0s pares de substratos avaliados neste estudo estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros cinéticos e relacdo Vma/Kw de ensaios enzimaticos de GFOR/GL de

Zymomonas mobilis empregando-se maltose/frutose e xarope de maltose/frutose.

Substratos
Parametros cinéticos
maltose/frutose xarope de maltose/frutose

Vmax (U/Q) 25 56

Ke (mol/L) 0,22 0,39

Kx (mol/L) - 0,03

Kwma (Mol/L) 0,19 -

Vmad Ke (U.L/g.mol) 114 144

Vmad Kx (U.L/g.mol) - 1867

Vmax/ Kma (U.L/g.mol) 132 -

Vma, Velocidade méxima; Kg, constante de Michaelis-Menten para frutose; Kya, constante de

Michaelis-Menten para maltose; Ky, constante de Michaelis-Menten para xarope de maltose.

A relacdo Vma/Kx € cerca de 15 vezes superior do que a relacdo Vmsx/Kma, 0 que
indica a maior afinidade entre o complexo enzimatico GFOR/GL e o par de substratos xarope
de maltose/frutose em relacdo ao par maltose/frutose. Esse fato pode contribuir para justificar
a maior velocidade maxima obtida em ensaios conduzidos empregando-se xarope de maltose,
uma vez que a presenca de carboidratos preferenciais, como a glicose, induziria a formacao de

outros acidos organicos além do maltobidnico. N&o obstante, a diferenca encontrada entre a
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relacdo Vms/ Kr para os dois pares de substratos, com maiores valores para xarope de maltose
(144 U.L/g.mol), pode indicar o aumento da eficiéncia catalitica quando utilizado xarope de

maltose.

4.3 ENSAIOS DE BIOCONVERSAO COM CELULAS/ENZIMAS PERMEABILIZADAS

DE Zymomonas mobilis COM DIFERENTES ALDOSES

Uma vez identificada a relacdo de afinidade do complexo GFOR/GL e o substrato
maltose, foi avaliado o perfil de bioproducdo do respectivo acido organico nas condicdes
padrdo de pH e temperatura, empregando células de Z. mobilis, permeabilizadas e nao
imobilizadas.

Além da utilizacdo de maltose e do xarope de maltose visando a bioproducéo de acido
maltobibnico, foi também avaliada a formacao de acido lactobidnico com o uso das fontes de
lactose. Apesar de ndo ter sido possivel a determinacdo de Ky e Vimsx para o substrato soro de
leite liofilizado (conforme apresentado e discutido no item 4.2), a sua conversdo em &cido
lactobidnico foi avaliada em comparacao a utilizacdo de lactose, sendo este Gltimo substrato
empregado como substrato padrdo purificado.

Foram entdo realizados os ensaios de bioconversdo para 0s seguintes pares de
substrato: i) maltose/frutose; ii) xarope de maltose/frutose; iii) lactose/frutose; iv) soro do
leite/frutose, em solucdo de concentracdo equimolar (0,7 mol/L), com 20 g/L de
biocatalisador, em reacdes conduzidas a 39°C e pH controlado em 6,4.

Necessario ressaltar que a concentracao de 0,7 mol/L de xarope de maltose refere-se a
maltose presente nessa matéria-prima. O mesmo ocorre com o0 uso de soro do leite, sendo a

concentracédo de 0,7 mol/L, a concentracdo de lactose presente nesse substrato complexo.
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A Tabela 6 demonstra os resultados gerais da producdo de &cido maltobiénico e
lactobionico obtidos para cada par de substratos empregado. Cumpre referir que as
células/enzimas de Z. mobilis utilizadas nas etapas de bioconversdo foram oriundas de
diferentes cultivos o que pode, em algum nivel, ter interferido nos resultados obtidos. N&o
obstante, para a realizagcdo dos ensaios buscou-se utilizar sempre células/enzimas que tenham
apresentado resultados semelhantes em testes de atividade enzimatica, procedidos com células

permeabilizadas, realizados previamente a etapa de bioconverséo.

Tabela 6: Resultados gerais referentes a bioprodugdo de acidos organicos nos ensaios de
bioconversdo com células livres de Zymomonas mobilis utilizando diferentes matérias primas

(aldose/frutose inicial 700 mmol/L; 39°C; pH 6,4).

Substratos
Parametros de
xarope de soro do
processo maltose/frutose lactose/frutose
maltose/frutose leite/frutose

Pmax (Mmol/L) 550 600 490 430
t (h) 24 24 24 24
Y wso (Mmol/mmol) 0,84 0,94 0,76 0,66
p (mmol/h) 2,47 2,74 2,21 1,91
g (mmol/g/h) 1,24 1,37 1,10 0,96
Hpmax (Mmmol/g/h) 11,16 18,13 3,81 2,45
S¢ (mmol/L) 97,9 38,8 157,9 225,8

Pmax, concentracdo maxima de acido orgénico; t, tempo de processo; Y so, fator de conversdo de
substrato em produto; p, produtividade molar; g, produtividade especifica; ppms, maxima velocidade

especifica de formagdo de produto; Sy, aldose residual.
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Conforme a Tabela 6, foram obtidos maiores valores de concentracéo final de produto
(&cidos organicos, predominantemente &cido maltobidnico) empregando-se o par xarope de
maltose/frutose (aproximadamente 600 mmol/L). Ao passo que a maior conversdo de
substrato em produto foi aquela encontrada com o uso de xarope de maltose (com a possivel
interferéncia da glicose presente no meio, conforme jA comentado), menores conversdes
foram obtidas com os outros substratos onde a maltose foi seguida pela lactose e pelo soro do
leite, resultando concentragOes finais aproximadas de 550, 490 e 430 mmol/L de produto,
respectivamente. A menor concentracdo final de produto obtida utilizando-se soro do leite
esté relacionada, de forma provavel, a composicdo dessa matéria-prima que apresenta, alem
de lactose, proteinas, gorduras, sedimentos, célcio, magnésio, cloro, dentre outros, que podem
estar interferindo negativamente no processo de bioconversdo. Ademais, resta claro que a
maior concentracdo final de produto obtida com o uso de xarope de maltose esta relacionada a
presenca de glicose nessa matéria-prima, indicando que ha a formacgdo de acido gliconico
juntamente com acido maltobiénico no meio reacional.

Outrossim, valores decrescentes de produtividade especifica foram atingidos a medida
que aldoses ou o0s substratos presentes nas matérias primas complexas com menores
afinidades a GFOR/GL foram empregadas. Isso ocorre porque, ao longo do processo de
producdo as concentracGes de substrato decrescem e, quanto menor for a afinidade entre
complexo enzimatico e substrato, representada por maiores valores de Ky, mais é afetada a
velocidade global do processo e, consequentemente, a produtividade é fortemente afetada,
fato evidenciado pela quantidade de substrato residual, maior nesses casos.

Entre as aldoses testadas no processo de bioconversao, valor superior de maxima
velocidade especifica de formacdo de produto (18 mmol/g/h) e de conversdo (94%) foi

alcancado com o emprego de xarope de maltose, fato esse que indica a maior afinidade do
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complexo enzimatico por essa matéria-prima como um todo e € devido, também, a presenca
de carboidratos como glicose ndo contabilizados na concentracdo de 700 mmol/L de maltose.

Também foram obtidos resultados relevantes na bioconversdo com o uso de maltose
como carboidrato (cerca de 11 mmol/g/h de 4cido maltobi6nico), corroborando os resultados
obtidos por Malvessi (2008), que constatou, em ensaios de bioconversdo com células
permeabilizadas de Z. mobilis que, apos a glicose, o substrato testado que apresentou maior
afinidade com o complexo GFOR/GL foi a maltose purificada.

Com relagdo a producdo de &cido lactobionico, melhores resultados foram obtidos
empregando-se lactose purificada em comparagdo ao uso de soro do leite como fonte de
lactose, uma vez que, para 0 primeiro substrato foram obtidos maiores valores de maxima
velocidade especifica de formacdo de produto, produtividade especifica e, consequentemente,
maiores conversdes, conforme demonstrado na Tabela 6. Contudo, o emprego de soro do leite
para 0 processo de bioproducdo de &cido lactobiénico, com conversdo de 66% (Tabela 6),
deve ser considerado, uma vez que esse substrato € um subproduto das industrias de queijo e
derivados e, dessa forma, consiste em uma alternativa que pode viabilizar a producéo
industrial do &cido lactobidnico por rota biotecnoldgica.

A Figura 8 apresenta o perfil de formacdo de acidos organicos ao longo do processo de
bioconversdo em funcdo do tempo de processo. Pode-se observar, na Figura 8A, que o par
xarope de maltose/frutose foi o que atingiu maiores valores de concentracdo de &cidos
organicos formados, seguido pelo par maltose/frutose que apresentou concentracao de produto
na ordem de 550mmol/L ao final de 24 horas de bioconvers&o.

No que tange a producdo de acido lactobidnico, o par lactose/frutose proporcionou a
obtencdo de maiores concentragdes de acido orgénico formado ao longo de todo o processo de
bioconversédo, resultando maior quantidade de produto final formado, como mostrado na

Figura 8B. Ainda, em razdo de sua composi¢cdo complexa, o menor perfil de formacdo de
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acido organico com concentragdes de produto inferiores foi obtido com a utilizacdo do par
soro do leite/frutose. Cumpre ressaltar que, embora o resultado mostrado para a formacao de
acidos organicos em fungdo do tempo utilizando-se lactose/frutose (Figura 8B), seja composto
por poucos pontos amostrais, 0s resultados apresentados por Malvessi (2008) e Carra (2012)

indicam perfil semelhante de formacédo de &cido lactobiénico em fungdo do tempo.
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Figura 8: Formacéo de acidos organicos em funcdo do tempo, em ensaios de bioconversao
com ceélulas livres de Zymomonas mobilis, em solucdo 700 mmol/L de aldose/frutose, a 39°C

e pH 6,4.

[A] (m) xarope de maltose/frutose; (A ) maltose/frutose; [B] (o) lactose/frutose; (@) soro do

leite/frutose.

Com base nos resultados obtidos para soro do leite pode-se inferir que, além da menor
afinidade entre o complexo enzimatico e o substrato lactose, pode haver outros interferentes
no processo de bioconversdo uma vez que a solucdo contendo soro do leite apresenta-se muito
mais viscosa do que aquela empregando lactose purificada, o que pode dificultar as
transferéncias de massa. Ainda, ha quantidades consideraveis de proteina nesse meio que,

apesar de ndo quantificadas, podem, em algum nivel, interferir negativamente no processo de
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bioconversédo, diminuindo a velocidade de formacgéo de produto, bem como a concentragdo de

produto ao final das 24 horas de bioconversao.

4.4 BIOPRODUCAO DE ACIDO LACTOBIONICO E MALTOBIONICO EMPREGANDO

CELULAS IMOBILIZADAS DE Zymomonas mobilis.

O processo de imobilizacdo do complexo enzimatico GFOR/GL esté relacionado ao
confinamento fisico de células/enzimas em uma matriz polimérica de alginato de célcio, de
forma que a atividade enzimatica seja preservada total ou parcialmente. Esse procedimento
apresenta vantagens como a possibilidade de uso continuo e repetido, de emprego de altas
concentracdes celulares no reator, a estabilidade catalitica, a facilidade de separacdo dos
produtos da bioconverséo, entre outras (Kourkoutas et al., 2004; Zanin & Moraes, 2004).

Nesse contexto, na Figura 9 sdo apresentadas imagens produzidas em Microscopio
Eletrénico de Varredura (MEV) das células imobilizadas em alginato de calcio antes e ap0s o
processo de bioconversdo, para que se possa avaliar os possiveis efeitos desse processo sobre
0 sistema imobilizado, em se tratando da conformacdo das células/enzimas na matriz
polimérica. Ainda, os resultados apresentados sdo um exemplo do que foi obtido
experimentalmente, tendo em vista que o ensaio foi realizado com varias amostras.

Como pode-se observar nas Figuras 9 A e B, antes da bioconversdo o sistema
imobilizado em alginato apresenta conformacao esférica e as células/enzimas estdo dispostas
com alta densidade e uniformemente na matriz.

Ainda, apds a etapa de bioconversdo (Figuras 9 C e D) o sistema imobilizado
apresentou pequena diferenca na conformagdo esférica em relacdo a imagem anterior.
Atribuiu-se isso ao preparo das amostras, uma vez que o material € um gel, de dificil

manipulagdo e as células/enzimas continuam dispostas uniformemente na matriz, da mesma
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forma percebida na imagem relativa ao sistema, previamente a bioconversdo, indicando que o

processo de biossintese ndo altera significativamente o sistema de imobilizacao.

Figura 9: Imagens do sistema imobilizado de células/enzimas de Zymomonas mobilis em

alginato de calcio obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

[A] e [B] antes do processo de bioconversao; [C] e [D] ap6s o processo de bioconverséo.

Dando-se continuidade aos experimentos, 0s ensaios de bioconversdo foram
conduzidos visando-se avaliar a producdo de &cidos aldbnicos frente ao emprego de
células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio. Para tanto, empregou-se 0

sistema enzimatico imobilizado com 70 g/L (concentracdo da suspensdo celular no momento
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da imobilizagéo), compreendendo 20 g/L de biocatalisador na reacédo de bioconversédo (Anexo
4), conforme definido por Carra (2012).

Na Figura 10 € apresentado o perfil de formacgdo de acidos orgénicos e a velocidade
especifica de formacdo de produto em funcdo do tempo de bioconversao, conduzidos com o

emprego de xarope de maltose e maltose purificada.
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Figura 10: [A] Formacdo de acidos organicos em funcdo do tempo e [B] velocidade
especifica de formacdo de produto em funcdo do tempo, em ensaios de bioconversdo com
células imobilizadas de Zymomonas mobilis, em solucdo 700 mmol/L de maltose/frutose, a
39°CepH6,4.

(o, —) xarope de maltose/frutose; (O, ------ ) maltose/frutose.

Como ¢é possivel constatar, perfis de formacdo de acidos organicos em fungdo do
tempo foram obtidos empregando-se o par maltose/frutose e o par xarope de maltose/frutose,

mantendo-se a concentragédo inicial de maltose em 0,7 mol/L em ambos os casos (Figura

10A).
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Como observado, durante parte do processo de bioconversdo as concentracfes de
acidos organicos formados, utilizando-se xarope de maltose, mantiveram-se acima daquelas
obtidas quando maltose purificada foi utilizada como substrato de bioconverséo. Entretanto, a
medida que transcorreu 0 tempo e aproximou-se de 24 horas de processo, concentracées
muito proximas de produto foram obtidas para ambos os substratos.

Nesse contexto, na Figura 10B observa-se que, embora a velocidade inicial tenha sido
maior com 0 emprego de xarope de maltose, o que provavelmente ocorreu em funcdo do
consumo preferencial da glicose presente no meio, essa apresentou uma queda mais
acentuada. A velocidade especifica obtida com o emprego de xarope de maltose € superada
por aquela envolvendo o uso de maltose purificada, a partir de aproximadamente 8 horas de
processo, indicando que, se este fosse conduzido por um tempo mais prolongado, a formacéo
de &cidos organicos seria superior quando empregada maltose purificada.

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados dos ensaios de bioconversdo de
células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio em relacdo ao emprego de
diferentes combinacGes dos carboidratos, quais sejam: maltose/frutose e xarope de
maltose/frutose.

Embora perfis semelhantes de concentracdo de acidos aldénicos em funcdo do tempo
tenham sido obtidos, foram alcancadas concentracGes de produto final maiores empregando-
se maltose purificada e frutose e, consequentemente, maior produtividade e menores
concentracdes residuais de substrato. Os resultados alcangados indicam que o emprego de
xarope de maltose, em substituicdo a maltose purificada, para a producdo de &cido
maltobibnico, levando-se em consideragdo o custo desses substratos, demonstra-se uma
alternativa viavel, ainda que haja a formacdo concomitante de acido glicénico em funcéo da

composicao dessa matéria-prima, conforme descrito anteriormente. E véalido mencionar que a
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velocidade especifica de formacao de produtos sofreu influéncia dos carboidratos presentes no

xarope de maltose e ndo incluidos na concentracéo de 0,7 mol/L de aldose.

Tabela 7: Resultados gerais referentes a bioproducdo de acidos orgéanicos nos ensaios de
bioconversdo com células imobilizadas de Zymomonas mobilis utilizando xarope de maltose e

maltose (aldose/frutose inicial, 700 mmol/L; 39°C; pH 6,4).

Parametros de Substratos
processo Xarope de maltose/frutose  maltose/frutose
Pmax (Mmol/L) 570 580
t (h) 24 24
Y piso (mmol/mmol) 0,89 0,90
p (mmol/h) 2,59 2,62
g (mmol/g/h) 1,2 1,3
Hp.max (Mmol/g/h) 3,75 2,77
St (mmol/L) 72 65

Pma cONcentracdo maxima de acido organico; t, tempo de processo; Yyso, fator de conversdo de
substrato em produto; p, produtividade molar; q, produtividade especifica; pupma, Maxima velocidade

especifica de formacdo de produto; Sy, aldose residual.

Conquanto, considerando-se os valores de maxima velocidade especifica de formacéo
de produtos atingidos, superiores para o par xarope de maltose/frutose e, ainda, a
concentracdo de produto final obtida para as duas combinacbes de aldoses, os resultados
sugerem maior estabilidade do complexo enziméatico quando do uso de maltose purificada ja
gue a queda da velocidade foi menor nesse caso.

Esse perfil de decaimento da velocidade mais acentuado empregando-se xarope de

maltose demonstra que, quando a velocidade de formacdo de produto é maior, ha maior
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consumo de substrato do meio reacional e, dessa forma, quando compara-se ao uso de maltose
purificada, em um intervalo de tempo menor, maior quantidade de substrato foi consumida o
que implica menores quantidade de substrato disponiveis para a biossintese. 1sso pode nao ser
vantajoso em termos de processo visto que 0s Ultimos dois tercos do processo apresentam
velocidade de formacdo de produto inferior a obtida com o uso de maltose purificada.

Na sequéncia, foi avaliado o processo de bioconversédo de lactose/frutose e soro do
leite/frutose em &cidos organicos via células/enzimas imobilizadas em alginato de célcio.

A Figura 11 apresenta a velocidade especifica de formacao de produto em fungédo do
tempo e o perfil de formacao de acidos organicos (predominantemente acido lactobionico) ao
longo do processo de bioconversdo empregando-se lactose e soro do leite como substratos

juntamente com frutose, ambos em concentracéo de 0,7mol/L.
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Figura 11: [A] Formacdo de acidos organicos em funcdo do tempo e [B] velocidade
especifica de formacéo de produto em funcdo do tempo (Up), em ensaios de bioconversdo com
células imobilizadas de Zymomonas mobilis, em solucdo 700 mmol/L de frutose/lactose
(purificada ou soro do leite), a 39°C e pH 6,4.

(m, —) lactose/frutose; (O, ------ ) soro do leite/frutose.
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Assim como nos ensaios anteriores, empregando células permeabilizadas, o uso de
soro do leite resulta concentragdo méaxima de produto inferior a obtida quando empregada
lactose purificada (Figura 11A). Justifica-se esse perfil mais baixo ao longo da bioconversao
em funcdo da viscosidade do meio contendo soro do leite (que pode dificultar a transferéncia
de massa) e da composicdo do mesmo (Tabela 1), que podem interferir negativamente no
processo de bioconversdo. Salienta-se que o meio de reacdo preparado com soro do leite
liofilizado foi previamente analisado com o intuito de determinar a concentracdo de glicose,
entretanto, ndao foi detectada a presenca da mesma nessa matéria-prima complexa (dados naos
mostrados).

Perfil semelhante para a producdo de &cido lactobidonico ao longo do tempo, com
valores de concentracdo maxima de acido formado muito proximos (aproximadamente 480
mmol/L), foi também obtido por Malvessi (2008), em ensaios de bioconversdao empregando
concentracdo inicial de lactose e frutose de 0,7 mol/L, com células de Z. mobilis imobilizadas
em alginato de calcio, conduzidos a pH 6,4 e 39°C.

N&o obstante, na avaliacdo dos perfis de velocidade especifica de formacgédo de acidos
organicos em funcéo do tempo (Figura 11B), foi observada uma queda menos pronunciada de
Mp empregando-se soro do leite. Embora as velocidades iniciais tenham sido maiores com o
emprego de lactose purificada, a partir de 20 horas de processo, percebeu-se que a velocidade
de formacdo de acidos organicos utilizando-se lactose foi superada por aquela obtida quando
empregado soro do leite.

Embora a composicdo e viscosidade do soro do leite possam ter influenciado de
alguma forma o processo de bioconversao, o perfil de velocidade de formacao de produto foi
mais constante ao longo do tempo se comparado ao processo conduzido com o substrato
lactose. Ainda, 0 uso do soro do leite demonstra-se promissor como forma de agregar valor a

esse subproduto.
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Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados gerais dos processos de bioconversao com
células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio, conduzidos empregando-se

lactose/frutose ou soro do leite/frutose.

Tabela 8: Resultados gerais referentes a bioproducdo de acidos organicos nos ensaios de
bioconversdo com células imobilizadas de Zymomonas mobilis utilizando lactose e soro do

leite (aldose/frutose inicial, 700 mmol/L; 39°C; pH 6,4).

Parametros de Substratos
processo lactose/frutose soro do leite/frutose

Pmax (mmol/L) 495 425
t (h) 24 24

Y pso (mmol/mmol) 0,76 0,65
p (mmol/h) 2,22 1,89
g (mmol/g/h) 1,11 0,94
Hp.max (Mmol/g/h) 1,58 1,48
St (mmol/L) 155 233

Pmax, concentragdo maxima de acidos organicos; t, tempo de processo; Yyso, fator de converséo de
substrato em produto; p, produtividade molar; q, produtividade especifica; pupma, Maxima velocidade

especifica de formacdo de produto; Sy, aldose residual.

Maior produtividade (2,22 mmol/h) e maior concentracdo de é&cido lactobiénico
formado (495 mmol/L) foram atingidos empregando-se lactose purificada quando comparados
ao emprego de soro do leite que, por sua vez, resultou em produtividade média de 1,89
mmol/h e concentracdo de acido organico formado de 425 mmol/L, sendo ambos 0s processos

conduzidos por 24 horas. Isso corrobora, novamente, o entendimento de o complexo
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enzimatico GFOR/GL ter sua eficiéncia reduzida na presenga da matéria-prima complexa soro
do leite (Tabela 8).

Outrossim, os resultados obtidos no presente estudo, empregando-se lactose e,
pincipalmente soro do leite, sdo relevantes em se tratando de produgdo de acido lactobidnico.
Esse fato pode ser justificado com base em relatos da literatura especializada, a exemplo dos
resultados obtidos com o uso, em particular, de lactose purificada, descritos por Malvessi
(2008), Pedruzzi, et al. (2011), Carra (2012), Malvessi et al. (2013) com células/enzimas de Z.
mobilis. Alonso (2015) referencia o uso de soro do leite juntamente com glicose ou lactose,
em sistema de co-fermentacdo empregando Pseudomonas taetrolens e obtendo, para o
primeiro caso, a formagdo concomitante de acido gliconico (8,8 g/L) e acido lactobibnico (78
g/L) e, para 0 segundo caso, aumento na produtividade volumétrica de acido lactobibnico
(2,05 g/L/h), indicando a potencialidade do uso de soro do leite.

Todavia, o0 processo de bioproducdo de &cido lactobidnico a partir de soro do leite,
utilizando células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio é promissor uma
vez que a separacdo dos produtos de bioconversao é facilitada pelo emprego de biocatalisador
imobilizado e, além disso, ha a producdo concomitante de sorbitol, o que pode viabilizar ainda
mais 0 emprego desse processo na producao de acido lactobibnico a partir de soro do leite.

Com o objetivo de avaliar a influéncia das proteinas presentes no meio reacional, na
etapa de bioconversdo, em solucdes feitas com soro do leite sobre a producdo de &cidos
organicos, foi procedida a precipitacdo acida de proteinas do soro do leite e realizada a
bioconversdo em meio reacional produzido a partir de soro do leite desproteinizado, levando-
se em consideracdo o teor de lactose presente no mesmo para a determinacdo da quantidade

de substrato a ser empregada.
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Os resultados desses ensaios comparativos de producdo de &cido lactobiénico com
soro do leite desproteinizado e com soro do leite liofilizado comercial estédo apresentados na

Tabela 9.

Tabela 9: Resultados gerais referentes a bioproducdo de acidos organicos nos ensaios de
bioconversdo com células imobilizadas de Zymomonas mobilis utilizando soro do leite

comercial e desproteinizado (lactose/frutose inicial, 700 mmol/L; 39°C; pH 6,4).

Parametros de Substratos
processo soro do leite/frutose soro do leite desproteinizado/frutose

Pmax (Mmol/L) 422 415
t (h) 24 24

Y pso (mmol/mmol) 0,65 0,64
p (mmol/h) 1,87 1,86
g (mmol/g/h) 0,94 0,92
Hp.max (Mmol/g/h) 2,18 2,75
St (mmol/L) 235 250

Pmax, concentragdo maxima de acidos organicos; t, tempo de processo; Yyso, fator de converséo de
substrato em produto; p, produtividade molar; q, produtividade especifica; pupma, Maxima velocidade

especifica de formacdo de produto; Sy, aldose residual.

Constatou-se a partir da Tabela 9, concentracGes finais de produto semelhantes foram
obtidas para o uso de soro do leite liofilizado comercial e desproteinizado e, por conseguinte,
valores muito préximos de produtividade e conversdo em produto foram obtidos.

Contudo, diferentes valores de maxima velocidade especifica de formagdo de produto

foram obtidos para esses ensaios, onde o0 processo conduzido com soro do leite
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desproteinizado resultou maiores valores de pp max quando comparado ao processo conduzido
com soro do leite liofilizado comercial.

Na Figura 12 € apresentado o perfil de formacdo de acidos organicos e a velocidade
especifica de formacdo de &cidos organicos em fungdo do tempo, em reacfes empregando-se

soro do leite liofilizado comercial ou desproteinizado.
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Figura 12: [A] Formacdo de acidos organicos em funcdo do tempo e [B] velocidade
especifica de formacéo de produto em funcdo do tempo (Up), em ensaios de bioconversdo com
células imobilizadas de Zymomonas mobilis, em solu¢do 700 mmol/L de frutose/lactose (soro
do leite comercial ou desproteinizado), a 39°C e pH 6,4.

(m, —) Soro do leite desproteinizado/frutose; (o, ----- ) soro do leite/frutose.

Perfil semelhante de formacdo de &cidos organicos foi obtido para os ensaios
realizados frente aos diferentes substratos (Figura 12 A). No que tange a velocidade especifica
de formacédo de produto (Figura 12B), embora o soro do leite desproteinizado tenha iniciado
com maior velocidade, houve uma queda desse parametro mais acentuada para esse substrato
demonstrando que a desproteinizacdo pode ndo ser vantajosa em termos de catélise pois, a

partir de 6 horas de processo, a velocidade de formacdo de produto obtida com soro do leite
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desproteinizado € ligeiramente superada por aquela obtida empregando-se soro do leite
liofilizado comercial resultando, para esse ultimo, maiores concentracdes finais de &cido
organico formado.

Com base nos resultados apresentados, nas condicOes testadas, a etapa de
desproteinizacdo do soro de leite proposta ndo trouxe vantagens aparentes aos ensaios de
bioconversdo em se tratando de produto formado e, consequentemente, de produtividade e
rendimento. Entretanto, é importante citar que a desproteinizacdo poderia influenciar
positivamente na etapa de recuperacdo dos produtos da bioconversao e, dessa forma, consiste

em um processo que ainda demanda estudos.

4.5 DISCUSSAO GERAL DO PROCESSO DE PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS

Os resultados aqui abordados ja foram apresentados anteriormente nos itens que se
referem a bioproducdo de acidos organicos a partir de substratos purificados e de matérias-
primas complexas, tanto para células de Z. mobilis livres como imobilizadas. Deste modo,
esses resultados serdo discutidos em outro contexto, visando facilitar a comparacdo do
emprego de células livres e imobilizadas de Z. mobilis na bioproducdo de acidos organicos.
Cabe salientar algumas vantagens do processo de imobilizacdo, relacionadas a possibilidade
de reutilizacdo do biocatalisador, uso de altas concentracdes celulares no reator, maior
facilidade em termos de controle do processo, melhor uniformidade do produto, e ainda, o
emprego de altas taxas de diluicdo sem que haja o arraste das células (Zanin & Moraes, 2004).

Na Figura 13 séo apresentados os perfis globais de formacdo dos acidos aldénicos em
fungdo do tempo para células livres e imobilizadas de Z. mobilis.

Comparando-se os perfis cinéticos, é possivel observar diferengas em termos de

velocidade reacional, ainda que as concentragdes finais de produto sejam muito proximas em
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todos os casos (Figura 13). Por conseguinte, rendimentos e produtividades semelhantes foram

estimados, ao final de 24 horas, confrontando-se os processos utilizando células livres e

imobilizadas, para cada um dos substratos empregados.
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Figura 13: Perfil de formacao de &cidos organicos para células/enzimas livres e imobilizadas.

[A] formacdo de acido maltobidnico empregando-se maltose/frutose; [B] formacéo de acidos

organicos empregando-se xarope de maltose/frutose; [C] formacdo de acido lactobibnico

empregando-se lactose/frutose; [D] formacdo de &cidos organicos empregando-se soro do

leite/frutose. Solugdo 700 mmol/L de aldose/frutose, a 39°C e pH 6,4.

(m) células livres; (@) células imobilizadas.
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Em vista dos resultados semelhantes obtidos para o sistema livre e imobilizado, em
termos de produtividade, sugere-se que, dentre outros fatores, estes podem estar relacionados
a protecdo do sistema enzimatico periplasmatico, uma vez que as células que contém as
enzimas € que sdo imobilizadas na matriz polimérica (alginato de célcio), formando uma
dupla camada protetiva que poderia atuar evitando possiveis alteracdes na estrutura
tridimensional da enzima, que poderia causar inativacao parcial da mesma.

Foi avaliada, ainda, a velocidade especifica de formacdo de acidos organicos, em
funcdo do tempo, empregando-se células livres e imobilizadas de Z. mobilis (Figura 14).

Empregando-se células livres, os valores de velocidade especifica de formagédo de
produto foram incialmente mais altos se comparados aqueles obtidos com o uso de células
imobilizadas, efeito provavelmente devido a barreira difusional ocasionada pelo suporte
empregado para a imobilizacdo, conforme pode-se confirmar com a Figura 14.

Todavia, para todos os substratos avaliados, a queda da velocidade especifica de
formacdo de acidos organicos foi menos acentuada quando utilizadas células imobilizadas em
comparacdo ao uso de células livres, o que sugere maior estabilidade do complexo
enzimatico, evidenciada em funcéo dos resultados finais muito préximos obtidos para os dois
casos.

No caso do uso de fontes de maltose (Figura 14A e Figura 14B) ou de lactose (Figura
14C e Figura 14D), podem ser observados os diferentes perfis de pp no decorrer da reacdo,
cujas variacOes sao influenciadas também, em algum grau, pela afinidade enzima/substrato.
Mais uma vez destacam-se as vantagens do emprego do sistema enzimatico imobilizado de Z.

mobilis na conducdo dos processos de bioconversao propostos.
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Figura 14: Velocidade especifica de formacédo dos acidos organicos (up) para células/enzimas

livres e imobilizadas. [A] velocidade especifica de formacdo de acido maltobidnico
empregando-se maltose/frutose; [B] velocidade especifica de formacdo de &cidos organicos
empregando-se xarope de maltose/frutose; [C] velocidade especifica de formacdo de acido

lactobidnico empregando-se lactose/frutose; [D] velocidade especifica de formagdo de acidos

organicos empregando-se soro do leite/frutose.

Solucdo 700 mmol/L de aldose/frutose, a 39°C e pH 6,4. (—) células livres; ( ----- ) células

imobilizadas.
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46 EFEITO DO pH E DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DE ACIDO

MALTOBIONICO POR CELULAS IMOBILIZADAS DE Zymomonas mobilis.

Em funcdo dos resultados atingidos com maltose para os ensaios de bioconversédo com
células imobilizadas, foram realizados testes relativos aos efeitos do pH e temperatura,
parametros que exercem grande influéncia sobre a acdo catalitica das enzimas GFOR/GL.
Posto isso, o efeito dessas variaveis sobre o complexo enziméatico GFOR/GL de Z. mobilis
imobilizado em alginato de célcio foi avaliado com o intuito de verificar as melhores
condicdes operacionais, para a bioproducdo de acido maltobidnico, tendo em vista, ainda, as
vantagens relacionadas ao emprego de imobilizacdo de biocatalisadores.

Trabalhos anteriores relatam as condigdes mais favoraveis - pH 6,4 e 39°C - em termos
de acdo catalitica de GFOR/GL para o par glicose/frutose e também com o uso de
lactose/frutose (Zachariou & Scopes, 1986; Malvessi, 2008; Carra, 2012). Por conseguinte,
pH 6,4 e 39°C foram utilizados como condicdes padréo para proceder aos testes do efeito de
pH e temperatura na bioproducéo de acido maltobidnico a partir de maltose purificada.

Na primeira etapa dos ensaios foi avaliado o efeito do pH, compreendendo a faixa
entre 6,0 e 7,2 na conversdo de maltose. Os ensaios foram conduzidos empregando-se 20 g/L
de biocatalisador imobilizado, estando os resultados gerais desses experimentos, apresentados
na Tabela 10.

Pode-se observar, na Tabela 10, que o maior valor de maxima velocidade especifica de
conversao de substrato em produto (Upmax) foi obtido na reacdo conduzida em pH 6,4.
Embora tenham sido obtidos iguais valores de produtividade e concentracdo maxima de
produto nos ensaios realizados em pH 6,0 ou 6,4, para 0 primeiro caso, valor de pp max inferior

foi atingido, de 3,06 mmol/g/h comparado a 4,40 mmol/g/h, respectivamente.
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Tabela 10: Resultados gerais referentes a bioproducdo de &cido maltobiénico em ensaios de
bioconversdo conduzidos em diferentes valores de pH utilizando células de Zymomonas

mobilis imobilizadas em alginato de calcio (maltose/frutose inicial 700 mmol/L; 39°C).

Parametros de pH

processo 6,0 6,4 6,8 7,2
Pmax (mmol/L) 590 590 553 546
t (h) 24 24 24 24
Y piso (mmol/mmol) 0,92 0,91 0,86 0,85
p (mmol/h) 2,68 2,68 2,50 2,48
g (mmol/g/h) 1,34 1,34 1,25 1,24
Mp.max (Mmol/g/h) 3,06 4,40 3,39 3,37
St (mmol/L) 52,6 52,6 92,5 101,2

Pmax, cOncentracédo maxima de acido maltobidnico; t, tempo de processo; Y yso, fator de conversao de
substrato em produto; p, produtividade molar; g, produtividade especifica; ppma, Maxima velocidade

especifica de formacdo de produto; Sy, aldose residual.

Ainda, para valores de pH superiores a 6,4, a medida que foi aumentado o pH, foi
observada a redugdo dos valores de ppmax, COnversdo de substrato em produto e produto
méaximo formado, indicando que, nas condic@es testadas, o pH 6,4 seria 0 mais favoravel em
termos de catalise. Contudo, o resultado obtido vem de encontro aos resultados relatados por
Malvessi (2008) utilizando células imobilizadas de Z. mobilis para a producdo de &cido
lactobidnico que, por sua vez, constatou que quanto maior o pH da solugdo, externo as
celulas/enzimas, mais proximo o pH do microambiente criado — em funcdo da producdo de
acido organico e da transferéncia de massa no sistema imobilizado — chegara dos niveis de pH

ideal para o sistema ndo imobilizado, favorecendo a reacao.
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Com o intuito de avaliar o efeito da temperatura na bioproducdo de 4cido
maltobibnico, foi testada a faixa compreendida entre 36 e 47°C. Como pode ser observado na
Tabela 11, os valores de ppmax foram aumentando com o incremento da temperatura, ou seja,
quando a temperatura usada foi 36°C, obteve-se 3,69 mmol/g/h e quando a temperatura foi
aumentada para 47°C, 0 Mpmax Obtido foi de 5,63 mmol/g/h; fato esse que pode estar
relacionado a influéncia positiva da temperatura na difusdo de substratos e produtos através

das esferas de alginato de calcio, aumentando a transferéncia de massa nas esferas.

Tabela 11: Resultados gerais referentes a bioproducdo de acido maltobiénico em ensaios de
bioconversdo conduzidos em diferentes temperaturas, utilizando células de Zymomonas

mobilis imobilizadas em alginato de calcio (maltose/frutose inicial 700 mmol/L; pH 6,4)

Parametros de Temperatura (°C)

processo 36 39 43 47
Prmax (Mmol/L) 572 590 565 415
t (h) 24 24 24 24
Y piso (mmol/mmol) 0,89 0,91 0,88 0,64
p (mmol/h) 2,59 2,68 2,56 1,86
g (mmol/g/h) 1,29 1,34 1,28 0,93
Hp.max (Mmol/g/h) 3,69 4,40 4,88 5,63
St (mmol/L) 72,5 52,6 79,1 2443

Pmax, cONcentracdo maxima de acido maltobibnico; t, tempo de processo; Y yso, fator de conversao de
substrato em produto; p, produtividade molar; q, produtividade especifica; pupma, Maxima velocidade

especifica de formacgdo de produto; Sy, aldose residual.

O incremento na temperatura da rea¢do poderia induzir o aumento do tamanho dos

poros do suporte, o que facilitaria o0 acesso do substrato a enzima e, como consequéncia,
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proporcionaria maior velocidade de conversdo. Entretanto, entre as condi¢des de temperatura
avaliadas, maiores valores de formag&o de produto e, consequentemente, de conversdo, foram
alcangados na reagdo conduzida a 39°C.

Na Figura 15 sdo apresentados os perfis cinéticos de velocidade especifica de
formacdo de acido maltobidnico em funcdo do tempo. Pode ser observado que, ao passo que
foi elevada a temperatura da reacdo, a queda da velocidade reacional foi mais acentuada,
aumentando-se a declividade de pp em relagéo ao tempo de processo. Malvessi (2008) obteve
perfis diferentes de temperatura, que apontam para o uso de temperaturas entre 47 e 50°C para
a producéo de acido lactobidnico empregando células imobilizadas de Z. mobilis em alginato
de célcio. Entretanto, com base nos resultados obtidos neste trabalho, este perfil pode ser
justificado pela provavel inativacdo da enzima, fato esse que corrobora o uso de temperaturas
mais amenas, proximas aos 39°C. Visto que umas das vantagens do emprego de
biocatalizadores imobilizados é a promogéo de bateladas sucessivas, € importante que sejam
definidas condicGes de processo que causem menor impacto na eficiéncia catalitica, buscando
diminuir a degradacdo da enzima ao longo do processo.

Os resultados obtidos pressupbem o uso de pH em torno de 6,4 e temperatura
aproximada de 39°C como condicdes de operacdo do processo de bioconversdo empregando
células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio, para a conversao de maltose
e frutose em &cido maltobidnico e sorbitol, respectivamente. Dessa forma, em funcdo da
composicdo dessa matéria-prima, com predominancia de maltose e presenca de carboidratos
como glicose, infere-se que as mesmas condicdes de pH e temperatura poderiam ser
empregadas para 0 uso de xarope de maltose no processo de producdo biotecnoldgica de

acidos organicos por Z. mobilis.
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Figura 15: Velocidade especifica de formacdo de acido maltobiénico em funcdo do tempo
(kp), em ensaios de bioconversdo conduzidos em diferentes temperaturas, com células de

Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio (maltose/frutose inicial 700 mmol/L;

pH 6,4).

4.7 RECUPERACAO DOS ACIDOS ALDONICOS OBTIDOS NO PROCESSO DE

BIOCONVERSAO

Foi avaliada, nesta etapa, a recuperacdo dos acidos organicos dos respectivos meios
reacionais finais da etapa de bioconversdo, processos previamente conduzidos com a
utilizacdo do sistema enzimatico imobilizado de Z. mobilis. A maior facilidade, em separar o
biocatalisador do produto a ser recuperado constitui uma das vantagens do emprego de
células/enzimas imobilizadas. Ainda, a realizacdo dessa etapa é também devida as diversas
aplicacBes dos acidos organicos produzidos e do sorbitol, conforme ja mencionado, e do alto

valor comercial dos produtos em questao.
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Como abordado anteriormente, a reacdo de conversdo dos aglcares em produtos deve
ser realizada em pH rigorosamente controlado em valores préximos a 6,4, para que se
mantenham condic¢Ges adequadas para catalise enzimatica.

Dessa forma, a adicdo de NaOH ao meio reacional, com a fungéo de controlar o pH do
meio, neutralizando o éacido formado no processo, leva a formagdo de sais de sédio como
produto da bioconversdo. Assim, esses sais, como maltobionato e lactobionato de sodio
presentes no caldo resultante do processo de bioconversao, é que serao recuperados.

Buscando-se avaliar, de forma preliminar, a precipitacdo do produto da bioconversao
com o uso de compostos organicos, foram testados etanol, metanol, éter, acetona e &cido
acético. Os resultados qualitativos estdo apresentados na Figura 16. E possivel constatar que
melhores resultados para a precipitacdo foram obtidos utilizando-se etanol, motivo esse que,
aliado ao fato deste composto ser produzido na etapa inicial do cultivo para a obtencédo de
biomassa/enzimas, determinou a opcdo por seu uso como solvente organico na etapa de
recuperacao.

O emprego de etanol para a recuperacdo dos sais resultantes da bioconversdo, por
precipitacdo, foi demonstrado por Silveira et al. (2007), por meio da diferenca de solubilidade
dos compostos presentes no caldo oriundo da bioconversdo, uma vez que os produtos do
processo (maltobionato, lactobionato de sodio e outros sais de sddio) sdo praticamente
insoluveis em etanol e o sorbitol, por sua vez, é sollvel. Carra (2012) avaliou a solubilidade
de sorbitol, lactobionato de sddio, lactose e frutose frente ao etanol e concluiu que o
lactobionato de sddio é praticamente insolvel nesse composto e que a solubilidade em etanol
é superior frente a frutose, sorbitol e lactose, nessa ordem, o que viabiliza a etapa de

recuperacdo de produtos empregando esse solvente organico.
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Figura 16: Diagrama qualitativo da precipitacdo dos produtos da bioconversdo empregando-
se células/enzimas imobilizadas de Zymomonas mobilis, em solucdo 700 mmol/L de
aldose/frutose, a 39°C e pH 6,4, frente a diferentes compostos organicos sendo (+) para a

presenca de precipitacdo e (—) para a auséncia de precipitacao.

A separacdo dos produtos da mistura reacional da bioconversdo foi realizada
procedendo-se sucessivas repeticdes de precipitacdo do sal de sédio com etanol 75% (m/v).
Posteriormente, o precipitado resultante foi seco por evaporacdo e o etanol presente no
sobrenadante reservado para posterior destilacao e recuperacao.

Para verificar o arraste de outros compostos para o precipitado, que nao o sal desejado,
foram determinadas as concentracdes de sorbitol, frutose e aldose, a titulo de impurezas
presentes, seguindo as metodologias anteriormente descritas. Foram determinados também,
no sobrenadante oriundo de cada uma das repeticGes da precipitacdo, sorbitol, frutose e
aldose, a fim de verificar, em relacdo ao total separado, quanto estava sendo removido a cada
precipitacdo realizada.

Na Tabela 12 sdo apresentados os percentuais de sorbitol, frutose e aldose residual
presentes no sobrenadante de cada repeticdo de precipitacdo realizada, sempre em relacdo ao

total removido de cada componente ao final do processo de recuperacao.
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E possivel constatar, ao observar a Tabela 12 que, para todos os substratos avaliados
na producdo de acidos aldonicos, a primeira etapa de precipitacdo foi responsavel, de forma
geral, por separar para o sobrenadante cerca de 60% do sorbitol, da frutose e da aldose, seja
ela lactose ou maltose, presentes no meio reacional. A primeira etapa foi seguida, em
percentual de recuperacédo, da segunda e da terceira, onde as menores parcelas de sorbitol,

frutose e aldose foram separadas para o sobrenadante (em torno de 10%).

Tabela 12: Percentual de recuperacdo do caldo final da bioconversdo, empregando-se
diferentes aldoses, em ensaios de bioconversdo com células/enzimas imobilizadas de
Zymomonas mobilis, em solucdo 700 mmol/L de aldose/frutose, a 39°C e pH 6,4, apos

sucessivas etapas de precipitagdo com etanol.

Etapa da Substratos da Sorbitol Frutose Aldose
recuperacao bioconversao (%) residual (%) residual (%)

Maltose/ frutose 61,37 65,73 62,01

12 precipitacdo ~ Xarope de maltose/ frutose 54,29 57,64 46,45

Lactose/ frutose 62,02 76,20 57,26

Maltose/ frutose 28,53 25,42 27,65

2% precipitacdo  Xarope de maltose/ frutose 34,60 33,11 37,45

Lactose/ frutose 24,33 18,68 25,75

Maltose/ frutose 10,09 8,85 10,35

3% precipitacdo  Xarope de maltose/ frutose 11,11 9,25 16,11
Lactose/ frutose 13,66 511 17

Cumpre ressaltar que ndo estdo sendo mostrados os resultados referentes ao processo

de precipitacdo realizado com o produto das bioconversdes utilizando soro do leite/frutose em



79

fungdo de ndo ter ocorrido precipitacdo, ndo sendo possivel a recuperacdo dos produtos dessa
bioconversdo com a metodologia proposta. Isso se deu, possivelmente, em fungdo da
composicdo complexa do soro do leite, a exemplo das proteinas presentes, que podem ter
afetado, em algum nivel, o processo de recuperagéo.

Objetivando-se avaliar a eficiéncia do processo de recuperacdo dos produtos da
bioconversdo, foram analisadas as concentracbes de impurezas no produto recuperado
(sorbitol, frutose e aldose residual), resultante das trés precipitacbes com etanol realizadas. A
quantidade percentual de acido alddnico foi inferida a partir dos resultados das analises,
descontando as impurezas residuais.

Na Tabela 13 séo resumidos os resultados das analises do material precipitado das
bioconversdes realizadas empregando-se maltose/frutose, xarope de maltose/frutose e
lactose/frutose, apos procedidas as trés precipitacdes com solvente organico. O processo de
recuperacgdo procedido com o par maltose/frutose resultou composicao de, aproximadamente,
92% de maltobionato de sodio. Entretanto, mesmo ap0s a terceira etapa de recuperagdo, cerca
de 8% do precipitado era formado por impurezas arrastadas no processo de precipitacdo
empregando-se etanol. Nesse sentido, uma forma de se obter maior pureza no precipitado é
aumentar o nimero de precipitacfes sucessivas visto que, a cada precipitacdo, mais impurezas
foram removidas do produto recuperado.

Por outro lado, como observado na Tabela 13, em se tratando de sais de sodio
recuperados a partir da bioconversdo realizada empregando-se o0 par xarope de
maltose/frutose, valores inferiores de produto presente no precipitado foram obtidos
(aproximadamente 63%), uma vez que maiores quantidades de impurezas foram arrastadas

para o precipitado apés a terceira etapa de precipitacdo com etanol (em torno de 37%).
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Tabela 13: Composicdo do produto da recuperagdo (precipitado) do caldo final da
bioconversdo, empregando-se diferentes aldoses, em ensaios de bioconversdéo com
células/enzimas imobilizadas de Zymomonas mobilis, em solugdo 700 mmol/L de

aldose/frutose, a 39°C e pH 6,4, apds as sucessivas etapas de precipitacdo com etanol.

Bioconverséo Acido aldbnico (%) Impurezas (%)
Maltose/ frutose 92 8
Xarope de maltose/ frutose 63 37
Lactose/ frutose 97 3

A quantidade de acUcares arrastados na precipitacdo pode estar relacionada ao método
de analise ou ainda a composicdo do xarope de maltose, uma vez que podem estar sendo
quantificados outros agucares residuais que ndao a maltose e que, de alguma forma, ndo foram
convertidos durante a reacdo enzimatica. Desta forma, estes agucares poderiam ter contribuido
para 0 aumento da relacdo percentual de agucar residual e consequente aumento da fracdo de
impurezas no precipitado.

N&o obstante, a recuperacdo do caldo da bioconversdo de lactose e frutose resultou
valores proximos a 97% de lactobionato no precipitado, com arraste de impurezas de
aproximadamente 3%, indicando uma maior eficiéncia no processo de recuperacdo. E
importante salientar que o precipitado do lactobionato de sodio resultou na formacdo de
cristais. J& os precipitados obtidos empregando-se maltose e xarope de maltose, por sua vez,
possuiam aspecto de gel, com aparente retencdo de agua.

Destarte, nas condicdes avaliadas, a recuperacdo dos acidos organicos obtidos nas
etapas de bioconversdo a partir dos substratos maltose, lactose ou, ainda, fontes complexas
como xarope de maltose, por meio da técnica de precipitagdo com etanol, pode ser muito

promissora em fungdo dos resultados aqui apresentados. Adicionalmente, abre a perspectiva
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para a avaliagdo do aumento do nimero de precipitacdes, bem como outros solventes a serem

utilizados para aprimorar a recuperacao desses produtos.
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5 CONCLUSOES

Em linhas gerais, o resultado mais expressivo do presente estudo demonstra a
potencialidade do emprego do complexo GFOR/GL, presente em células de Z. mobilis, na
bioconversdo de maltose e frutose em acido maltobinico e sorbitol, respectivamente. Séo
raras as informacdes na literatura que relatem o uso de GFOR/GL ou de outro sistema
biolégico na bioproducéo de acido maltobi6nico. Ainda, foram obtidas informacdes a respeito
da conversdo de matérias primas complexas (xarope de maltose e soro do leite liofilizado
comercial) para a produgdo de acidos orgéanicos, predominantemente acidos maltobionico e
lactobidnico, respectivamente.

Na etapa inicial, foram abordados 0s ensaios enzimaticos empregando-se 0s pares de
substratos maltose/frutose (Kva = 0,19 mol/L; Kr = 0,22 mol/L) e xarope de maltose/frutose
(Kx = 0,03 mol/L; K¢ = 0,39 mol/L). Os resultados obtidos a partir da acdo do complexo
GFOR/GL presente em células permeabilizadas de Z. mobilis, para esses substratos, ajustam-
se a cinética de Michaelis-Menten. Com base nesses resultados, identifica-se a frutose como
substrato limitante da reacdo enzimatica e comprova-se a alta afinidade do complexo
enzimatico por maltose.

A partir do uso de maltose, xarope de maltose, lactose e soro do leite liofilizado,
associados a frutose, em ensaios de bioconversdo promovida pelo complexo enzimatico
GFOR/GL contido em células permeabilizadas de Z. mobilis, demonstrou-se ser possivel a
obtencdo de 550 e 600 mmol/L de &cido organico formado a partir de maltose e xarope de
maltose e, ainda, 490 e 430 mmol/L de &cido organico produzido com o uso respectivo de
lactose e soro do leite. Conversdes da ordem de 84, 94, 76 e 66% em produtos sdo alcancadas

para 0 emprego de maltose, xarope de maltose, lactose e soro do leite, nesta ordem.
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Com a utilizacdo do complexo enzimético imobilizado em alginato de célcio a partir
dos substratos supracitados, obtém-se concentragfes de produto de 570 e 580 mmol/L de
acido orgénico, com o uso de maltose e xarope de maltose e, ainda, 496 e 425 mmol/L de
acido organico a partir do uso de lactose e soro do leite, na devida ordem. Ndo obstante,
conversdes muito proximas aquelas obtidas com células permeabilizadas sdo atingidas nos
processos conduzidos com células/enzimas imobilizadas.

A avaliacdo do pH e da temperatura sobre a acdo do complexo GFOR/GL imobilizado
em alginato de calcio confirmam o uso de pH 6,4 e temperatura de 39°C como condicdes de
operacgdo adequadas a producéo de &cido maltobidnico.

No processo de recuperacgdo dos sais de sodio resultantes da bioconversdo, por meio de
precipitacdo com o uso de etanol, obtém-se cerca de 90% de pureza em funcdo do &cido
aldénico formado. Esse procedimento deve ser considerado, uma vez que etanol é formado na
etapa de obtencdo de células/enzimas, demonstrando-se uma metodologia simples e eficiente,

destacando-se a possibilidade de reducdo dos custos de purificacdo dos produtos.

Como perspectivas para a continuidade dos estudos de producdo e recuperacdo de
acidos organicos obtidos via células/enzimas de Z. mobilis, sugerem-se:

- analisar a potencialidade do emprego de xarope de maltose com maior teor de
maltose ou outras fontes naturais para a etapa de producéo de &cidos organicos;

- avaliar outras técnicas para a precipitacao das proteinas do soro do leite;

- verificar o emprego da lactose recuperada do soro do leite in natura na etapa de

producéo de &cidos organicos;
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- estabelecer melhores condi¢des de recuperacdo e purificacdo dos acidos alddnicos
formados por meio da variagdo da concentragdo de etanol empregada, do fluxo de adi¢do do
solvente e da temperatura reacional;

- caracterizar as matérias primas utilizadas e os respectivos produtos gerados no
processo de bioconversdo por meio de técnicas de cromatografia e ou outras metodologias a

serem implementadas.
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ANEXO 1

Laudo de andlise do xarope de maltose utilizado

Certificado de Analises

COM021 REVISAO: 2

Data de Producgédo : 27/03/2014
Lote(s) : 201403270038
Produto : Xar. Glucose Milho-Maltegill 4582

Matéria Seca (DS) (%)..ccecccccnceacen
Tt 50 ierier s S S Y S R S
SO02 (PPM) s siem srene wos s wpaveresatere svets i, s
CINZAS (B) cravere svese suone sueze szesenevelinge svwis wisie sie
Proteina. [($) ... soe oo smse i v eiss owk it 4
Dextrose (Dpl) (%).cccccvccascncsonoes
Maltose (DP2) (B) cows s oin eimiesisinie sinin sine oo
Maltotriose (Dp3) (%)cccececccevcccccns
Agucares Superiores (Dp4) (%).........
PH (S61. 181 svarerenae wnone. sione:siwmsie ssuse sioin ene

82,50
80,00
0,25
0,09
13,00
22,00
28,00
5,50

Em casos de Emergéncia ligar para 0800 940 1455 ( 24 horas ).

Prazo de Validade : 4 Meses apds data de producdo

Cargill Agricola S/A

Rua Will Cargill 880 Distrito Industrial

Uberlandia MG 38402350

Telefone 34.3218.5344 Fax 34.3218.5353

EMail jose_ribamar@cargill.com

CNPJ 60.498.706/0134-88Inscric3o Estadual 702.024.703.0776

Responsavel Tecnico : José de Ribamar Pires Ferreira Filho
* Documento impresso eletronicamente.

CRQ 02302160
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ANEXO 2

Laudo de analise do soro do leite utilizado

Laudo N° 0304L02

Produto:Soro de Leite em P6 Desmineralizado

Marca: PORTO ALEGRE

LATICINIOS PORTO ALEGRE IND E COM LTDA

Av. Mario Martins de Freitas 6000 - Ponte Nova /MG - CEP 35432-077

|Tel (0XX) 31 3819-3200 Fax (0XX) 31 3819-3215 Icq@laticiniosportoalegre.com.br

Data de Fabricagao:
Data de Validade:
Data de emissao:

03/04/2014
03/04/2015 Cliente: amostra

04/04/2014 10:25

Lote: 2
Aspecto: P6 homog&neo e isento de materiais esfranhos grumos e sem pontos pretos
visiveis.
Apresentagao: Embalagem: Primaria: Sacos de polietileno termossoldados
Secundaria: Sacos Kraft (03 folhas) costurados
Peso Liquido: 25 Kg
Analise Método Resultados Unidade
Aparencia FIL 99A: 1987 Caracteristico Faixa
Sabor FIL 99A: 1987 Caracteristico Faixa
Umidade FIL 26A: 1993 2,00 %
Proteina FIL 20B: 1993 12,48 %
Gordura FAO, 1976 0,50 %
Cinzas AOAC 15", 1990 5,35 %
Acidez FIL 81: 1981 0,15 % de éacido lactico
Cloreto LANARA 1,10 %
Lactose Célculo 79,67
Peso Especifico Niro Atomizer 0,688
PH ( Sol. 10% a 20°C) Adolfo Lutz 6,20
Antiobiotico Enzimatico Ausente Faixa
Aflatoxina Enzimatico Ausente Faixa
Particulas Queimadas ADMI boletim 916 A Maéx. B
Cont. Total Mesofilas AOAC 1,0 x 10? UFC/g
Bolores e Leveduras Compact Dry <1x10' UFC/g
Staphylococcus coag. posit AOAC <1x10" UFC/g
Bacillus cereus AOAC 15", 1990 <1x10* UFC/g
Coliformes total AOAC <1x10’ UFC/g
Coliformes fecal AOAC <1x10' UFC/g
E. coli AOAC Ausente UFC/g
Salmonella sp NT 076 (Bax) Ausente em 2509 UFC/250g
Odor e Sabor EW 99A 1487 cterislggaeg%radavel € caracteristico

77 778 TR

/ Supervisor LC?/
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ANEXO 3

Cultivo de Zymomonas mobilis em biorreator de mistura completa
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Figura 1A: Variacao da concentracdo celular (X) e de acucares redutores (S) em funcao
do tempo, em cultivo de Zymomonas mobilis em regime descontinuo.
So= 150 g/L glicose, a 30°C, pH 5,5.

(m) concentragao celular, ( A) actcares redutores

Tabela 1A: Resultados gerais do cultivo de Zymomonas mobilis em regime descontinuo, com

So =150 g/L glicose, a 30°C, pH 5,5.

Parametros de processo Valor estimado
Xs(9/L) 3,6
Pt (g/L) 69
txm (™) 0,33
St (g/L) 1,65
t (h) 12,3

Xz, concentracdo celular final; Py, concentragdo final de etanol; pxm, maxima velocidade especifica de

crescimento; S, concentracdo final de substrato; t, tempo de processo.
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ANEXO 4

Esquema da imobilizacdo de células/enzimas de Zymomonas mobilis em alginato de
calcio
Cultivo/producéo Centrifugacao
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