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RESUMO

O é&cido maltobi6nico consiste em um polihidroxiacido derivado da maltose que, devido ao
seu poder umectante e atividade antioxidante, vem sendo usado, em maior proporg¢éo, em
formulagdes de produtos com finalidade cosmetolégica e dermatolégica. O 4&cido
maltobibnico é obtido em associagdo com sorbitol via agdo do complexo enzimatico glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-é-lactonase (GL) presente em células da bactéria
Zymomonas mobilis. Neste trabalho foi avaliada a producéo de acido maltobidnico e sais —
maltobionato, a partir de maltose e xarope de maltose, frente a concentracdo de substratos e
diferentes valores de pH e de temperatura da reacdo enzimatica. Tendo em vista a
potencialidade de aplicacdes, foram realizadas as etapas de purificacdo e de caracterizagdo
fisico-quimica dos referidos compostos. Na producdo de acido maltobiénico com o uso de
xarope de maltose (700 mmol/L), valores superiores de concentracdo final de produto,
produtividade e de méaxima velocidade especifica de formacdo de produto foram atingidas a
39 °C e pH 6,4, de 615 mmol/L, 5,62 mmol/h e 2,17 mmol/h/g, respectivamente. Utilizando
maltose purificada, a concentracdo final de produto, a produtividade e a maxima velocidade
especifica de formacéo de produto foram superiores com o uso de 1000 mmol/L de substrato
(868 mmol/L, 8,25 mmol/h, 5,24 mmol/h/g, respectivamente) quando comparados com 700
e 1500 mmol/L (618 mmol/L, 5,67 mmol/h, 4,06 mmol/h/g e 1131 mmol/L, 3,77 mmol/h,
1,73 mmol/h/g, respectivamente). Com relagdo a purificagdo, tanto com o uso de metanol ou
etanol 80% (v/v), a 22 £ 2 °C, elevado grau de pureza dos sais de maltobionato foi atingido
(~98%). Considerando a caracterizagcdo do &cido maltobibnico e seus sais, foram obtidos os
dados sobre a estrutura molecular, analises térmicas, solubilidade, constante de dissociagao
acida, ponto de fusdo e poder rotatorio especifico. De forma geral, neste trabalho foi

demonstrada a obtencdo de alto rendimento em produtos - &cido maltobidnico e sais - via



acdo de GFOR/GL de Z. mobilis, a purificacdo e a caracterizacdo dos produtos formados,
com contribui¢des importantes considerando a potencialidade de aplicacdo destes compostos

e as reduzidas informag0es abordadas na literatura especializada.



ABSTRACT

Maltobionic acid consists in a polyhydroxy acid derived from maltose. Due to its humectant
power and antioxidant activity, has been used to a greater extent in formulations of products
with cosmetological and dermatological purposes. Maltobionic acid is obtained in
association with sorbitol by the action of glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and
glucono-o-lactonase (GL) enzymatic complex present in Zymomonas mobilis bacteria cells.
In this work the production of maltobionic acid and respective salts — maltobionate - from
maltose and maltose syrup, was evaluated in relation to substrate concentration and with
respect to pH and temperature of the enzymatic reaction. In view of the potential
applications, the purification and physicochemical characterization of these compounds were
carried out. In maltobionic acid production using 700 mmol/L of maltose syrup, higher
values of productivity and maximum specific production rate were reached at 39 °C and pH
6.4 (5.62 mmol/h and 2.17 mmol/h/g, respectively). Using 1000 mmol/L of purified maltose,
productivity and maximum specific production rate were superior (8.25 mmol/h and 5.24
mmol/h/g) when compared to utilization of 700 and 1500 mmol/L of maltose (5.67 mmol/h,
4.06 mmol/h/g and 3.77 mmol/h, 1.73 mmol/h/g, respectively). Regarding purification,
using methanol or ethanol 80% (v/v) at 22 + 2 °C, high purity of the maltobionate salts
(~98%) was achieved. Considering the characterization of maltobionic acid and its salts,
information of molecular structure, thermal analyzes, solubility, acid dissociation constant,
melting point and specific rotational power were obtained. In general, this work
demonstrated the high yield of products - maltobionic acid and salts — obtained in enzymatic
reaction catalyzed by GFOR/GL and relevant data of products purification and
characterization. These results are important considering the potentiality of application of

these compounds and the reduced information addressed in the specialized literature.
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1 INTRODUCAO

O éacido maltobidnico faz parte do grupo dos polihidroxi acidos (PHA), acidos
organicos que possuem diversas hidroxilas em sua estrutura. S&o comumente utilizados em
formulagGes cosméticas, com outras potenciais aplicagfes nas indudstrias alimenticia e
farmacéutica. Entre as caracteristicas do &cido maltobiénico, pode-se destacar a atividade
antioxidante, o poder umectante, a capacidade de complexacdo com ions metalicos, entre
outras.

S&0 escassos 0s estudos de producdo do acido maltobiénico, com excecdo a alguns
processos patenteados ou relatos na literatura especializada, sendo, em geral, via oxidagéo
quimica. Sdo ainda mais raros os estudos que abordam a producédo por rota biotecnoldgica,
onde, destaca-se a utilizacdo da bactéria anaerébia Zymomonas mobilis. Esta, por sua vez,
tem despertado interesse tecnolégico em funcdo da obtencdo de etanol e gas carbénico a
partir de acucares como glicose, sacarose e frutose. Como resultado do catabolismo destes
acucares, além dos produtos citados, sdo obtidas as enzimas periplasmaticas glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR) e glicono-3-lactonase (GL). Este complexo enzimatico atua na
oxidacdo de diferentes aldoses em seus respectivos acidos organicos e a concomitante
reducdo de frutose a sorbitol.

A alta afinidade do complexo enziméatico GFOR/GL pelo par de substratos glicose e
frutose é descrita na literatura. A obtencdo do acido maltobidnico a partir de maltose é
favorecida, possivelmente, por este substrato ser constituido de duas moléculas de glicose,
substrato preferencial de GFOR. Como alternativa a maltose purificada, mesmo
considerando o menor percentual de maltose, os xaropes comerciais podem ser aplicaveis
como substratos no processo de conversao.

Nos ensaios de bioproducdo de &cido maltobiénico e sais organicos do acido

maltobidnico (ou maltobionato) pode ser usado o complexo GFOR/GL contido em células



livres (na suspensdo) ou imobilizado em suportes organicos, como o alginato de sédio. A
imobilizagdo agrega vantagens ao sistema, como o aumento da estabilidade do complexo
enzimético durante a bioconversdo, a possibilidade de reuso do biocatalisador e a facilidade
de separacdo dos produtos do meio reacional.

Para a recuperagdo dos sais de &cido maltobidnico do meio reacional - no qual séo
identificadas concentragdes residuais dos substratos maltose e frutose -, além do sorbitol, s&o
aplicadas técnicas de separacdo, as quais sdo baseadas, principalmente, no uso de solventes
organicos, com o intuito de obtencdo do produto com alto grau de pureza. Ainda,
considerando o fato de o &cido maltobidnico e seus sais serem compostos pouco explorados
e com potencialidade de aplicacGes na area farmacéutica e de alimentos, a caracterizagdo
fisico-quimica torna-se imprescindivel.

Em estudos anteriores do grupo de pesquisa do Laboratorio de Bioprocessos, no
contexto da producdo e recuperacdo de &cidos organicos e sorbitol, duas patentes de
invencdo foram depositadas envolvendo a utilizacdo do complexo enziméatico GFOR/GL.
Neste trabalho, em particular, sdo propostas estratégias para potencializar a acdo do
complexo GFOR/GL na producdo de acido maltobiénico e sorbitol, de recuperacdo dos
produtos e, com a finalidade de agregar informacGes técnicas referentes ao produto formado,
a realizacdo de estudos avangados de caracterizagdo fisico-quimica.

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a acdo catalitica do
complexo enzimético GFOR/GL de Zymomonas mobilis para a obtencdo de &cido
maltobibnico e sais (maltobionato) e realizar as etapas de purificacdo e posterior
caracterizagdo fisico-quimica destes compostos.

Como objetivos especificos propostos neste trabalho, citam-se:



. comparar a agdo catalitica do complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de
calcio frente ao uso de maltose purificada e xarope comercial (42% de maltose) na producao
de &cido maltobibnico;

. avaliar a influéncia de variaveis como a concentracdo de xarope de maltose, pH e
temperatura na formagdo de A&cido maltobibnico, no sistema enzimatico GFOR/GL
imobilizado em alginato de calcio;

. avaliar a influéncia da concentragdo de maltose purificada na formacdo dos sais
organicos do acido maltobi6nico (maltobionato);

. avaliar o efeito do uso do metanol e etanol - em diferentes concentracfes -, e da
temperatura na recuperacdo dos sais do &cido maltobiénico e dos demais compostos
presentes no caldo de bioconverséo;

. validar a metodologia de quantificacdo simultanea de &cido maltobiénico e seus
sais, maltose, frutose e sorbitol por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

. caracterizar fisico-quimicamente os compostos acido maltobidnico e seus sais de
sodio e calcio, quanto a pureza, férmula estrutural e massa molecular, nimero de 4tomos de

carbono e hidrogénio, analises térmicas, solubilidade, pKa, poder rotatério e ponto de fuséo.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Acido maltobionico

O é&cido maltobidnico integra o grupo da terceira geracdo dos hidroxiacidos, no grupo
dos &cidos bidnicos, assim conhecidos por serem formados pela combinacéo de um agucar

com uma molécula de &cido gliconico (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura molecular (conformacdo plana e em cadeira) do 4cido

maltobidnico (Fonte: o autor).

O é&cido maltobidnico também pode ser considerado um &cido organico, carboxilico
ou polihidroxiécido, sendo este designado por possuir diversas hidroxilas em sua estrutura
(Neostrata, 2010). Designado pela IUPAC com o nome de acido 4-O-a-D-glicopiranosil-D-
gliconico, tem similaridade a compostos como o &cido celobidnico (&cido 4-O-B-D-
glicopiranosil-D-gliconico) e 4&cido lactobionico (acido 4-O-B-D-galactopiranosil-D-
gliconico), porém com propriedades fisico-quimicas diferentes (FoodB, 2019; ChemSpider,

2019). Na Tabela 1, sdo apresentadas as propriedades do acido maltobi6nico reportadas na



literatura ou em banco de dados especializados na &rea de alimentos, cosméticos e farmacos.
Cabe ressaltar que os valores encontrados nos bancos de dados sdo preditos, sendo gerados

por softwares de predicdo de propriedades fisico-quimicas.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do acido maltobibnico

Nome (IUPAC)12 4-0-a-D-Glucopyranosyl-D-gluconic acid (inglés)

Acido 4-0-a-D-glicopiranosil-D-gliconico (portugués)

Formula moleculart2 C12H22012

Massa molari2 358,3 g/mol

Aparénciat P6 branco

Ponto de fuséo? 272,42 °C

Solubilidade!? Solavel em &gua (207 g/L)

N&o sollvel em etanol e metanol

pKat 3,26

Poder rotatorio? +98,3°

Densidade? 1,8 g/cm3

Ponto de ebuligéo? 864 °C a 760 mmHg

Referéncias: (*FoodB, 2019; 2ChemSpider, 2019)

A principal aplicagéo do acido maltobidnico tem sido em formulagdes cosméticas em
funcdo de seu elevado poder umectante — devido a presenca dos grupos hidroxila na
molécula-, com maior capacidade de retencdo de agua do que o acido lactobi6nico e outros
agentes hidratantes tradicionais. O acido maltobibnico apresenta, ainda, a capacidade de
atuar como antioxidante eficiente, preservando o colageno e protegendo as células epiteliais
da acdo do estresse oxidativo (Brouda et al., 2010). Neste sentido, uma linha de produtos

cosméticos tem sido comercializada pela empresa americana Neostrata Company® (Linha



Exuviance), que tem adotado o &cido maltobiénico como principio ativo na formulacéo de
produtos de uso topico.

O é&cido maltobidnico tem aplicacdo na industria de alimentos, na formulagdo de
alimentos e bebidas, possuindo a capacidade de incorporar e conferir viscosidade aos
alimentos, além de ter gosto acidificado e agucarado (Miyake & Sato, 1975).

Na industria farmacéutica, o acido maltobibnico e seus sais podem ser aplicados no
fortalecimento da estrutura déssea, pois agem como facilitadores na deposicdo de minerais,
possuindo alta solubilidade quando em sua forma de sal, quando comparado a outros
farmacos a base de célcio, como o carbonato de célcio (Hayakawa et al., 2016). Além disto,
este acido possui facil complexacdo com ferro, que pode ser utilizado em formulacGes para

farmacos no tratamento de pacientes em estado anémico (Modena et al., 2013).

2.2 Producao do &cido maltobidnico

Os mecanismos envolvendo agentes quimicos ou processos eletroquimicos e
cataliticos para a producdo de acido maltobidnico apresentam algumas desvantagens.
Existem dificuldades relacionadas ao tratamento dos produtos e reagentes, além de
problemas ambientais devido ao descarte dos agentes catalisadores quimicos. Ainda, estes
tipos de processos, requerem, geralmente, temperatura e pressdes extremas de reacdo, o que
acaba impactando no custo de producéo (Isbell e Schaffer, 1957; Yu e Van Scott, 2001;
Mirescu e Prube, 2007).

Fuertes e Fleche (1991) relatam o processo patenteado de utilizacdo do carbonato de
paladio e bismuto como catalisador, em reacdo conduzida na presenca de oxigénio para a
oxidacdo de maltose em maltobionato de sodio, obtendo valores na ordem de 97% de

rendimento.



N&o ha relatos na literatura especializada referente a producéo do acido maltobidnico
em escala industrial. Da mesma forma, séo raros os estudos que abordam a sua produgéo por
rota biotecnoldgica, sendo a sua maioria na forma de patentes de invenc&o.

Miyake & Sato (1975) relataram a obtencdo de &cidos aldonicos, entre estes, acido
maltobidnico, com o emprego de Pseudomonas graveolens em solucGes contendo fosfato de
calcio e maltose. O acido maltobidnico foi purificado por filtracdo para remover o célcio,
seguido do emprego de carvédo ativado e resina de troca ionica com HCI concentrado. A
conversdo de maltose em acido maltobidnico foi na ordem de 95%.

Nielsen (2008) evidencia a producgdo de maltobionato a partir da maltose presente em
alimentos ricos em amido, utilizando enzimas produzidas pelo microrganismo
Microdochium nivale. Conforme abordado na referida patente de invencdo, o maltobionato
resultante do metabolismo microbiano foi avaliado pelo efeito como antioxidante
diretamente no preparo de alimentos.

Na patente depositada por Meiberg, Bruinenberg e Sloots (1990), sdo apresentados
dados relativos ao processo de bioproducdo de maltobionato de sddio e lactobionato de
sodio a partir de Pseudomonas cepacia. No processo descrito pelos autores, sdo utilizados
como substratos maltose e lactose purificadas, em reacGes conduzidas por até 72 horas, pH
7,0, controlado com a adi¢do de NaOH, chegando a conversdes na ordem de 72% para a
producdo de maltobionato de sodio e 85% para a producao de &cido lactobibnico.

Para a producdo do maltobionato de eritromicina, Dutta e Basu (1979) utilizaram
uma solugdo de maltobionato de litio, a qual foi produzida a partir da eletrolise de maltose,
carbonato de litio e brometo de litio, utilizando eletrodos de grafite (1 ampere) por 30 horas
de reacdo. Posteriormente, a solugdo foi filtrada, concentrada a baixa pressdo e o
maltobionato de litio foi precipitado usando alcool isopropilico como solvente. O

precipitado foi entdo solubilizado em &gua, clarificado com carvdo ativado e novamente



precipitado com o mesmo solvente, sendo atingido rendimento final de 85%. Apds a
producdo do maltobionato de litio, foi feita a reacdo com o farmaco de eritromicina para a
formulacéo do referido composto.

Considerando a rota enzimética, estudos de Malvessi (2008) e Garin (2016) relatam a
obtencdo equimolar de &acido maltobiénico e sorbitol pela acdo de glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL), complexo enziméatico obtido via
fermentacdo de glicose por Zymomonas mobilis. Segundo os autores, conversao de maltose a

acido maltobibnico superior a 90% é obtida em cerca de 24 horas de processo.

2.3 Aspectos gerais da bactéria Zymomonas mobilis

A bactéria Z. mobilis desperta grande interesse tecnoldgico pela possibilidade de
produzir etanol via a rota metabdlica de Entner-Doudoroff, utilizando glicose como fonte de
carbono na fermentacdo (Viikari, 1988; Doelle et al., 1993). Quando comparado com a
levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria Escherichia coli, Z. mobilis tem como
vantagem a capacidade de metabolizar aclcares em altas concentracBes, devido a
caracteristica osmotolerante. Z. mobilis converte apenas os acgucares glicose, frutose e
sacarose, apresentando alta tolerdncia em elevadas concentracbes de aglcar e etanol
(Viikari, 1986; Sprenger, 1996). Além dos produtos etanol e CO2, durante o crescimento
microbiano h& formacdo do complexo enzimético periplasmatico glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR)/glicono-3-lactonase (GL), induzido por glicose (Zachariou &
Scopes, 1986). Estas caracteristicas fazem com que exista grande interesse pela utilizacdo
desse microrganismo em reacdes de biotransformacdo para a formagéo de compostos com

maior valor agregado e de uma forma sustentavel (He et al., 2014).



Partindo do pressuposto da sustentabilidade, em 2013 foi publicada, pelo
Departamento de Energia dos EUA (DOE), uma listagem relativa a obtencdo de compostos
quimicos de alto valor agregado a partir da biomassa. Entre estes, destacam-se &acidos
organicos como succinico, fuméarico, malico, aspartico, glutdmico, itacénico, levulinico,
além da 3-hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol e xilitol (He et al., 2014). O sorbitol, um
dos compostos listados, pode, de forma alternativa, ser obtido via acdo do complexo
enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis, ainda, em associacdo a formacdo de outros acidos
aldonicos (Silveira & Jonas, 2002; Jonas & Silveira, 2004; Malvessi, 2008; Malvessi et al.,

2013).

2.3.1 Caracteristicas do complexo enziméatico GFOR/GL

O mecanismo de oxidorredugdo das enzimas GFOR/GL de Z. mobilis foi
inicialmente descrito por Zachariou & Scopes (1986), sendo o par glicose/frutose destacado
como substratos preferenciais na reacdo. Por meio da enzima GFOR, Z. mobilis é capaz de,
ao reduzir a coenzima NADP, promover a oxidacao de glicose em glicono-8-lactona. Com a
oxidacdo da NADPH, ocorre a reducdo da frutose a sorbitol, seguida da reoxidacdo da
coenzima. Na sequéncia, GL hidrolisa a glicono-6-lactona em seu sal correspondente. A
estrutura de GFOR comporta o cofator NADP fortemente ligado a estrutura proteica da
enzima, tornando-a ativa independente da condigdo vital da célula e da improvavel
dissociagcdo (Hardman & Scopes, 1988; Pedruzzi et al., 2011). Logo, para que GFOR/GL
atue sobre os substratos, ndo é necessario que as células de Z. mobilis estejam viaveis
(Canilha, 2006; Fernandes et al., 2010; Carra, 2012).

As reacBes de reducdo e oxidacdo da coenzima NADP acontecem no cléssico

mecanismo “ping-pong” em que um substrato sofre oxidagéo e o outro sofre reducdo a fim
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de se manter o ciclo da coenzima ativo (Figura 2). Assim, quantidades equimolares dos

produtos s&o formadas (Zachariou & Scopes, 1986; Hardman & Scopes, 1988; Satory et al.,

1997).
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Figura 2 - Conversdo de glicose e frutose em &cido gliconico e sorbitol, respectivamente, via
acdo catalitica de glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e gliconolactonase (GL) de

Zymomonas mobilis (adaptado de Zachariou & Scopes, 1986).

Zachariou e Scopes (1986) e Satory et al. (1997) mostraram que o complexo
enzimatico GFOR/GL tem a capacidade de oxidar, além da glicose, outras aldoses (xilose,
galactose, arabinose, manose, maltose, celobiose e lactose), na presenca de frutose, levando
a formacdo dos respectivos &cidos organicos. Além da formacdo do acido aldénico, ocorre a
formagéo, em base equimolar, de sorbitol, resultante da reducéo da frutose (Malvessi, 2008;

Carra 2012; Garin, 2016; Delagustin et al., 2017).
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2.3.2 Acidos organicos de Zymomonas mobilis

A potencialidade de acdo do complexo enziméatico GFOR/GL frente as diferentes
aldoses tem sido explorada, tendo em vista a sintese de compostos de interesse industrial,

como os &cidos glicdnico, lactobidnico, xilénico, maltobibnico, entre outros (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema das reacOes de obtencdo de acidos organicos via complexo enzimatico
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e gliconolactonase (GL) de Zymomonas mobilis

(adaptado de He et al., 2014).

A atividade catalitica de GFOR/GL frente a outros substratos foi também abordada
por Malvessi (2008), Carra (2012), Malvessi et al. (2013), Garin (2016) e Delagustin et al.
(2017), com maior énfase na bioproducdo do &cido lactobidnico, composto com aplicacdes

voltadas a area médica e farmacéutica (Alonso et al., 2013; Gutiérrez et al., 2012).
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Conforme relatado em Malvessi et al. (2013), a formacdo dos produtos depende
diretamente da atividade do complexo enzimatico de Z. mobilis e dos pardmetros do
processo de bioconversdo - pH, temperatura, concentracdo de substrato-, 0s quais podem
promover o méximo desempenho do biocatalisador na reacao.

Nos trabalhos envolvendo a formacdo de &cido lactobidnico a partir de lactose,
valores médios de conversdo entre 60 e 80% sdo relatados. Carra (2012), na avaliacdo dos
parametros cinéticos relativos a agdo de GFOR/GL em lactose e frutose, visando a producgéo
de &cido lactobi6nico e sorbitol, relata a obtencdo de valores de K. e Kr de 0,39 e 0,005
mol/L (constante de Michaelis-Menten para substrato lactose e frutose, respectivamente) e
Vmax (velocidade méxima) de 7,69 U/g. Quanto ao uso do sistema enzimético imobilizado
em alginato de célcio, com o mesmo propdsito de obtencdo de &cido lactobidnico, o autor
constata a utilizacdo do biocatalisador por nove ciclos consecutivos de 24 horas de processo,
comprovando a estabilidade do complexo e preservacdo da atividade do biocatalisador
armazenado por 15 dias em solucéo tampéo pH 6,4.

Delagustin et al. (2017), na avaliacdo da producdo dos diferentes sais de acido
lactobidnico, relatam valores de conversdo de lactose para lactobionato de célcio, de
potassio e de sodio de 84, 77 e 74%, respectivamente. Neste caso, as bases utilizadas para o
controle do pH da reacdo enzimética foram determinantes para a formagdo do respectivo sal
do acido lactobiénico (lactobionato).

Zhang et al. (2017) estudaram a producdo de &cido xilénico a partir do fermentado
celulésico de etanol. A producdo do fermentado foi realizada com S. cerevisiae, utilizando
palha seca de milho (celulose, hemicelulose e lignina) como substrato, obtendo-se
concentracdo de 59,80 g/L de etanol. Posteriormente, o fermentado foi destilado para a

separagdo do etanol e de xilose. O &cido xilénico foi obtido pela oxidacdo da xilose
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catalisada pelo microrganismo Gluconobater oxydans, sendo obtido concentragcdo na ordem
de 66,4 g/L, com total conversdo da xilose a &cido xil6nico.

Malvessi (2008) e Garin (2016) estudaram a conversdao da maltose em acido
maltobiénico pela acdo do complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis, obtendo-se
valores de conversédo superiores a 90%. A maltose tem alta afinidade por GFOR, entretanto,
inferior & obtida com o uso de glicose. Garin (2016), em ensaios enzimaticos utilizando
maltose e frutose, relata a obtencdo de Km e Kr de 0,19 e 0,22 mol/L (constante de
Michaelis-Menten para substrato maltose e frutose, respectivamente) e Vmax de 25 U/g.
Desta forma, os parametros de processo avaliados por Garin (2016) para a producdo de
acido maltobidnico sdo superiores aos observados para a producdo de acido lactobibnico
(Carra, 2012), caracterizado pela menor afinidade de GFOR por lactose, o que justificaria a
avaliacdo de estratégias de producao de acido maltobiénico por GFOR/GL e o0s estudos de

recuperacao e caracterizagdo do composto, escassos na literatura.

2.3.3 Imobilizacdo celular de Zymomonas mobilis

A imobilizacdo de biocatalisadores consiste na técnica de encapsulamento de células
ou enzimas em suportes organicos, impossibilitando que as mesmas solubilizem na fase
liquida contendo os substratos e produtos (Kourkoutas et al., 2004).

Esta técnica possui diversas vantagens, frente a utilizacdo de células ou enzimas
livres, uma vez que aumenta a estabilidade do sistema de bioconversédo, além de facilitar a
remocdo do biocatalisador do meio reacional (Kourkoutas et al., 2004; Vujcic et al., 2010).
Outra vantagem € a possibilidade de reuso deste biocatalisador imobilizado em diversas
bateladas de bioconversdo, sem grandes perdas na atividade da enzima (Carra et al., 2015).

Entre as desvantagens, podem ser citadas a possivel perda na atividade da enzima e
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problemas referentes a difusdo de substratos e produtos através do suporte organico (Zanin
& Moraes, 2004).

Para a imobilizagéo celular de Z. mobilis, séo relatadas na literatura a utilizacéo de
diferentes suportes organicos, como o alginato de sodio, k-carragena e ainda polimeros

(Bertasso et al., 1996; Ferraz et al., 2000; Malvessi et al., 2010).

2.3.4 Maltose e xarope de maltose empregados como substratos

A maltose é um dissacarideo redutor composto por duas moléculas de glicose,
sintetizada naturalmente em grdos em germinacdo, sendo encontrada principalmente no
malte ou, ainda, obtida pela hidrélise do amido. E o elemento estrutural basico da
composi¢cdo do amido, a principal fonte de armazenamento de carboidratos em células
vegetais (Bobbio & Bobbio, 1992).

De acordo com Nigam & Singh (1995), a rota para a obtencdo da maltose consiste na
hidrolise acida do amido, porém o processo utilizando rota biotecnoldgica apresenta
vantagens em relacdo a utilizacdo de catalisador quimico. Uma delas é o fato de que a
sintese enzimatica resulta em xaropes com propriedades quimicas e fisicas bem definidas
devido a especificidade da enzima; a outra é a conducdo do processo, o qual ocorre em
condi¢cBes mais amenas. As vantagens da producdo de xarope de maltose por hidrolise
enzimética sdo descritas por diversos autores, sendo caracterizada como a rota de obtengédo
mais indicada (Armbruster & Jacaway, 1970; Antrim & Lee, 2001; Furlan et al., 2014).

Antrim & Lee (2001) relatam a obtencdo de xaropes ricos em maltose a partir da
reacdo de hidrolise enzimatica utilizando B-amilases, em condic¢des especificas para a a¢do

catalitica da enzima. Para a purificacdo dos produtos, foi necessaria uma etapa de
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ultrafiltracdo, na qual foi possivel a obtencdo de xaropes com concentra¢fes de maltose
entre 80 e 85%.

Furlan et al. (2014) relatam a hidrélise enzimatica em Vvérias etapas, sendo utilizado
além de beta-amilase, as enzimas pululanase, iso-amilase e alfa-amilase. A produgdo do
xarope com alta concentragdo de maltose foi realizada utilizando amido de trigo como
substrato. A quantidade de maltose determinada nesse xarope foi superior a 85%.

A hidrolise enziméatica de amido é processada utilizando o milho como principal
fonte de carboidrato. No entanto, outras matérias-primas podem ser utilizadas, como é o
caso da mandioca e do arroz (Eduardo, 2002; Medeiros e Stremel, 2009). A possibilidade do
emprego de outras fontes de amido foi descrita por Yongping et al. (1987), os quais
descrevem a obtencédo de xaropes com teor médio de 78% de maltose.

No Brasil, o xarope de maltose pode ser adquirido comercialmente, sendo este
composto por maltose (42%) e demais acuUcares, com a maltodextrina e a glicose. Sua
principal aplicacdo é na industria alimenticia, utilizado na fabricacdo de cervejas e

refrigerantes, além de geleias, sorvetes e doces (Lees e Jackson, 1973).

2.4 Recuperacao dos acidos alddnicos e sorbitol

Técnicas de recuperacdo de produtos devem ser realizadas eficientemente para que
seja diminuido o custo global de producdo do mesmo. Estas técnicas, em processos
biotecnoldgicos, se tratam de processos com alta eficiéncia, auséncia de agentes poluentes e
elevada especificidade (Pessoa Jr. e Kilikian, 2005).

A recuperagdo dos produtos da bioconversdo provenientes da biocatélise do
complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis pode ser realizada por sucessivas

precipitacdes com solventes organicos comuns como etanol, metanol, acido acético glacial,
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entre outros (Silveira et al., 2007). Destaque é dado para a utilizacdo de etanol, uma vez que
este solvente € o produto principal da fermentacdo de glicose por Z. mobilis. A precipitacao
e a separacao do &cido alddnico podem ser aplicadas, uma vez que existe diferenca entre a
solubilidade dos compostos envolvidos na bioconverséo frente ao solvente organico usado
(Malvessi, 2008; Carra, 2012).

O sorbitol apresenta alta solubilidade em solventes polares, como a agua, etanol e
metanol, caracteristica também expressa para a lactose e a frutose. O &cido lactobibnico,
assim como o &cido maltobiénico e o &cido glicbnico, sdo praticamente insoliveis em
solventes como etanol e metanol, sendo possivel a separacdo do meio reacional (European
Pharmopeia, 2009; Carra, 2012; Garin, 2016).

A precipitagdo de 4cidos aldonicos com o uso de etanol tem sido relatada devido a
simplicidade de operacdo e o baixo custo (Silveira et al., 2007). No entanto, para o acido
maltobi6nico ndo ha relatos de estudos na literatura especializada, sendo o Unico registro
para sua recuperacdo o emprego de brucina. Entretanto, esta alternativa é inviavel uma vez
que se trata de um alcaldide altamente toxico e de elevado custo (Isbell & Schaffer, 1957).

Em estudos com outros compostos aldénicos, a cristalizacdo a partir de sais de calcio
com etapa de aquecimento e evaporacdo a baixa pressdo tem sido relada como alternativa
para recuperacdo destes compostos (Stoll & Burckhardt, 1938). A precipitagdo com solvente
miscivel também tem sido aplicada para recuperacdo do maltobionato de litio, obtido a partir
de eletrolise e concentrado com grupo de solventes que consiste em etanol, metanol e
propanol (Isbell & Schaffer, 1957).

A eletrodidlise também tem sido descrita com uma alternativa para separagdo dos
produtos da bioconversdo por Z. mobilis. Em estudos com acido lactobiénico, Peretti et al.
(2009) demonstraram a recuperacdo do mesmo por processo de separagdo por membranas,

utilizando eletrodialise, com membranas catidnicas e anidnicas, comparando diferentes
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potenciais elétricos. Os autores relatam a separacdo do acido lactobidnico dos demais
substratos residuais (lactose e frutose) e produto (sorbitol), justificando o uso da eletrodiélise
em funcéo do elevado valor agregado do produto final.

Pezzotti & Therisod (2006) estudaram a sintese enzimética de &cidos ald6nicos, em
especial o &cido xilénico, a partir das enzimas glicose oxidase e catalase de Aspergillus
niger. Para a separacdo da mistura reacional, foi empregada a técnica de filtracdo através de
coluna de troca idnica com eluicéo dos &cidos em solucdo de acido cloridrico (HCI) 1 mol/L.
Os &cidos aldbnicos recuperados foram entdo submetidos ao processo de evaporacao a Vacuo
seguida de espectroscopia de massas a fim de confirmar a pureza. Os autores relatam a
obtencdo de teores na ordem de 70 a 90% em &cido xil6nico.

Pedruzzi (2011) avaliou o desempenho de colunas de troca idnica variando trés
resinas comerciais em gel com diferentes contra-ions fixados ao grupo sulfénico (Ca?*, H*,
K*). A mistura quartenaria (acido lactobidnico, sorbitol, frutose e lactose), resultante da
bioconversdo do par frutose/lactose por enzimas GFOR/GL de Z. mobilis foi separada,
sendo observado que a resina com ions K* foi mais eficiente na separacdo que os demais

jons avaliados.

2.5 Caracterizacéo fisico-quimica do acido maltobiénico

A Farmacopeia Europeia (2009), considerada um compéndio oficial farmacéutico,
estabelece os requisitos minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais,
medicamentos e produtos para a saude. Conforme preconizado pela Farmacopeia Europeia
(2009), a prévia caracterizacao fisico-quimica destas substancias é fundamental.

Para o &cido maltobidnico e/ou maltobionato de sddio ou célcio, ndo sdo descritas,

até o momento, as especificacbes farmacopeicas, somente sdo fornecidas as monografias
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para o &cido lactobibnico e/ou lactobionatos. Desta forma, a caracterizagdo do &cido
maltobibnico se torna necessaria, sendo indicada a realizacdo de testes de identificacdo e
pureza, determinacéo da formula estrutural e molecular, analises térmicas, de solubilidade,
ponto de fusdo, pKa e poder rotatério especifico (Farmacopeia Europeia, 2009). A
caracterizagdo realizada neste trabalho para o &cido maltobidnico e seus sais é inédita, sendo
que ainda ndo foram reportados na literatura especializada trabalhos relacionados a esta

etapa.

Considerando o exposto, 0 processo de producdo de acido maltobibnico e seus sais
(maltobionato) - via agdo do complexo GFOR/GL de Z. mobilis -, buscando o aumento da
produtividade pode ser aperfeicoado, também considerando a escassez de relatos sobre a
obtencdo destes compostos por rota enzimatica. Outro aspecto a ser salientado sobre a
utilizacdo de GFOR/GL é a obtencdo, de forma concomitante, de sorbitol, o qual €
empregado em variados segmentos da industria farmacéutica e de cosméticos.

Quanto as potenciais aplicacbes do acido maltobidnico, os estudos voltados a
purificacdo e a identificacdo de suas caracteristicas e propriedades sdo direcionados a

contribuir com a fundamentacéo teérica descrita na literatura especializada.
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3 MATERIAL E METODOS

As etapas relacionadas a conducao experimental dos estudos de bioproducédo de
acido maltobidnico e sorbitol pelo sistema enzimatico GFOR/GL imobilizado em alginato

de calcio sdo apresentadas na Figura 4.

Destilagio |:> Etanol

‘D Biomassa concentrada

; GFOR/GL
Cultivode Z ; " -
|:> Centrifugacao [ g Imobilizagao

mabilis
O

Reticulagdo

g

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Maltobionatos

- {sodio e calcio) = _ "
Conversao para 1 Recuperacao e <:| Bioconversaodos
forma acida purificacdo substratos
Secagem
3 <

Caracterizacdo do acido maltobidnico e seus sais

Figura 4 - Esquema representativo do processo de producdo de acido maltobi6nico e sorbitol
por enzimas imobilizadas de Zymomonas mobilis, de recuperacdo e de caracterizagdo dos

produtos.

3.1 Microrganismo

Neste estudo foi utilizada a bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 (DSM 3580),

adquirida do Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (RFA). As
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culturas foram mantidas em meio liquido, repicadas mensalmente e estocadas a 4 °C

(Malvessi et al., 2006).

3.2 Meio de cultivo

O meio liquido utilizado foi previamente descrito por Malvessi et al. (2006) com a
seguinte composicdo (g/L): glicose, 20 (manutencdo), 100 (in6culo), 150 (cultivo em
biorreator); (NH4)2SOs, 1,0; MgSO04.7H20, 0,5; KH2PO4, 1,0; extrato de levedura (Prodex
Lac®, Prodesa S.A, Brasil), 7,5; FeSOa. 7H20, 0,01. A esterilizagio dos meios foi realizada

em autoclave a 1 atm, por 15 min.

3.3 Producéo de células/enzimas e etanol

Para a obtencdo de suspensdo celular de Z. mobilis, a cultura em estoque foi
previamente cultivada em meio liquido. Os meios para a obtencdo de inéculo foram
preparados em frascos de 500 mL, contendo 450 mL de volume final, que compreendia 45
mL da cultura previamente ativada a 30 °C por 12 horas, solucdo de glicose, extrato de
levedura e sais nutrientes. O pH do meio foi mantido em 5,5 com adig&o inicial de 5 g/L
CaCOz (Malvessi et al., 2006). Os frascos eram dotados de tampas com filtros acoplados,
com o intuito de proporcionar a injecdo inicial de N2 gasoso, para atingir a condi¢do de
anaerobiose e, posteriormente, para a liberagdo de CO: decorrente do metabolismo
fermentativo. O cultivo foi conduzido a 30 °C, sob agitacdo orbital de 200 rpm (Certomat
U/H — B. Braun Biotech, RFA), por 10 horas.

O cultivo para a producao de biomassa/enzimas foi realizado em regime descontinuo,
em biorreator de bancada de 5,5 litros de volume de meio util (Tecbio, Tecnal, Brasil). O

inéculo foi definido em funcdo do volume necessario de suspensdo celular que
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correspondesse a 20 unidades de D.O. (densidade 6ptica) no meio. O cultivo foi conduzido
em anaerobiose, a 450 rpm, temperatura mantida em 30 °C e pH 5,5, controlado pela adi¢do
automatica de NaOH 5 mol/L (Malvessi et al., 2006). Ao final do cultivo, o caldo fermentado
foi recolhido e concentrado por centrifugacéo, a 6000 rpm, por 10 min (Centrifuga Sigma,

modelo 4-15).

3.4 Imobilizacéo celular

A biomassa concentrada foi ressuspendida em agua destilada a 70 g/L e diretamente
misturada com solucdo de alginato de so6dio 4% (m/v) (Carra, 2012). Posteriormente, a
mistura de células/enzimas e alginato foi lentamente gotejada em uma solugdo de cloreto de
calcio 0,3 mol/L, com a finalidade de promover a troca ibnica entre o sédio e o célcio,
formando, entdo, as esferas de alginato de célcio, as quais sdo insollveis (Carra, 2012).
Estas esferas foram tratadas, ao final da imobilizacdo, com glutaraldeido 0,5% (v/v) (Folle et

al., 2018).

3.5 Ensaios de bioconversao

Com o intuito de avaliar a formacdo de acido maltobionico e sorbitol frente aos
diferentes substratos e condicdes de pH e temperatura, foram realizados ensaios de
bioconversdo utilizando o complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de calcio,

Foi utilizado um reator encamisado de 400 mL, com volume reacional final de 200
mL, mantido sob agitacdo magnética ou mecanica. Como condic¢des padrdo de bioconversdo
citam-se a utilizacdo de 20 g/L de biocatalisador imobilizado em alginato de calcio,
temperatura de 39 °C e pH 6,4. Os sistemas de bioconversdao empregados para a producdo de

maltobionato de célcio ou maltobionato de sodio sdo mostrados na Figura 5 e na Figura 6,
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respectivamente. A adicdo de base, Ca(OH). ou NaOH, durante o processo de bioconverséo

foi monitorada com o auxilio da plataforma Arduino (Vargas e Polidoro, 2015).

Figura 5 - Sistema da bioconversao utilizando hidréxido de célcio para o controle de pH. (1)
reator enzimatico; (2) controlador de pH; (3) sonda de pH; (4) motor de passo com Ca(OH).

95%; (5) balanca; (6) controlador de temperatura; (7) agitador magnético.

Figura 6 - Sistema da bioconversao utilizando hidroxido de sédio para o controle de pH. (1)
reator enzimatico; (2) controlador de pH; (3) sonda de pH; (4) bureta com NaOH 7 mol/L;

(5) bomba peristéltica; (6) controlador de temperatura; (7) agitador magnético.
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Para a producdo de maltobionato de célcio (Figura 5), o pH da reacéo foi controlado
com a adicdo de Ca(OH)2 em pd, em funcdo da baixa solubilidade. O consumo de base foi
avaliado pela alteracdo de massa, determinada em balan¢a semi-analitica (Delagustin, 2016).
Com relacéo a obtencdo de maltobionato de sodio (Figura 6), o pH da reacdo foi controlado
pela adicdo automética de solu¢cdo NaOH 7,0 mol/L, contida em uma bureta de 50 mL,
acoplada ao controlador de pH.

Para os testes de substratos, foram empregados xarope de maltose (Ingredion Brasil
Ing. Ind. Ltda.) e maltose purificada (INLAB, Brasil). Para o xarope de maltose, foram
avaliadas concentragfes entre 300 a 700 mmol/L, considerando-se o teor de maltose
presente na matéria-prima e a limitacdo em termos de solubilidade quando em concentragdes
superiores a 700 mmol/L (Garin, 2016). A concentracdo de frutose foi fixada em 700
mmol/L para a realizagdo destes testes. Neste mesmo grupo de ensaios, 0s efeitos
relacionados a temperatura e pH da reacdo também foram avaliados, de 32 a 50 °C e pH
entre 5,5 e 7,5, conforme descrito por Flores et al. (2018a).

A concentracdo de maltose purificada foi avaliada entre 700 e 1500 mmol/L, nas
condicdes operacionais padronizadas de bioconversdo, com concentracdo equimolar de
frutose. Neste caso, foi avaliada a producdo de ambos os sais do &cido maltobi6nico -
maltobionato de calcio e maltobionato de sddio -, sendo que o efeito do pH e da temperatura
sobre os parametros da reacdo ndo foram realizados neste trabalho em funcéo da efetivacéo
de testes anteriores (Garin, 2016). O processo de bioconversdo foi conduzido em regime
descontinuo, variando de 24 a 72 horas ou até a obtencdo de rendimento médio de 90% em

produto, constatado pelo consumo de base.
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3.6 Recuperacéo dos produtos da bioconversao

O procedimento usado na etapa de recuperagdo do maltobionato de sodio e
maltobionato de célcio do meio reacional de bioconversdo foi baseado no descrito por
Silveira et al. (2007) e Carra (2012). Em avaliacdo preliminar, foram avaliados os solventes
organicos aplicaveis para a etapa de precipitacdo de algum dos compostos envolvidos na
bioconversdo, considerando a solubilidade destes nos solventes em questdo, entre estes,
metanol, etanol, 2-propanol, isopropanol, butanol, 4-metil-2-pentanol, acetilacetona,
acetona, acido acético glacial e cloroférmio.

Cerca de 2 mL do caldo resultante de cada bioconversdo — da producdo de
maltobionato de sodio ou de maltobionato de célcio - foram adicionados, gota a gota, a 50
mL de cada solvente organico. Foi avaliado qual solvente proporcionaria a separacdo do sal
do &cido maltobiénico dos demais compostos envolvidos na bioconversdo em funcdo da
identificacdo visual de fases distintas na mistura.

Apdbs a definicdo dos melhores solventes para a precipitacdo, os testes foram
continuados com a avaliacdo das concentracGes variadas, entre 60 e 90% (v/v) e
temperaturas entre 5 e 40 °C (Flores et al., 2018b). A vazdo de adicdo de solvente para
realizar a precipitagdo foi a mesma utilizada por Carra (2012) para a purificagcdo de
lactobionato de sodio com etanol.

A separagdo dos produtos da mistura reacional da bioconversdo foi realizada
procedendo-se sucessivas repeticdes de precipitacdo do sal de sodio e de célcio nas
condicGes definidas. A precipitagdo se deve a diferenca de solubilidade dos compostos. Na
sequéncia, 0 material precipitado resultante foi separado e o0 solvente presente no
sobrenadante foi coletado para a posterior destilagdo, visando a recuperagdo. Apos a retirada

do sobrenadante, a mistura precipitada foi mantida em estufa durante 48 horas, a 50 °C.
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3.7 Conversao dos sais de maltobionato a acido maltobidnico

A conversdo de maltobionato para o acido maltobibnico - tanto para o sal de sodio
quanto de calcio - foi realizada utilizando resina de troca iénica (Amberlite 120, Sigma-
Aldrich). Neste ensaio, amostra de 5 g do sal de maltobionato purificado foi diluida em 100
mL de &gua destilada e submetido a diferentes quantidades da resina. A adi¢do de resina foi
realizada parceladamente, com o acompanhamento continuo do pH da solugcdo. A conversdo
total do maltobionato em &cido maltobibnico era atingida quando ndo observada a alteragdo

do pH da solucao.

3.8 Secagem do acido maltobiénico em diferentes condicoes

A secagem do éacido maltobidnico foi realizada de trés maneiras distintas: i) por
spray-dryer (LabPlant SD-05, Keison Products - Inglaterra), teste realizado na Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI - Erechim); ii) por liofilizacdo
(Labconco FreeZone 4.5, EUA); iii) por secagem em estufa.

Os testes em spray-dryer foram conduzidos a 120 °C e fluxo de 10 mL/min. A
amostra consistiu de uma mistura de 100 mL de acido maltobidnico purificado (99%) e 1%
(m/m) de maltodextrina, de maltose ou de lactose, compostos empregados como
encapsulantes com o intuito de facilitar a secagem do produto.

A secagem por liofilizacao foi realizada a -50 °C, sob vacuo. O tempo para atingir a
total secagem por liofilizacdo do acido maltobidnico purificado variou de 24 a 48 horas.

Para a secagem em estufa, realizada a 60 °C, o tempo médio foi de 7 dias, sendo a

massa medida diariamente até o obtencéo de valor constante.
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Ainda nesta etapa, foi avaliada a higroscopicidade dos compostos pos-secagem e
comparada com uma amostra de maltobionato de calcio, sendo que as amostras de
maltobionato de sodio ndo ficaram completamente secas. Os testes foram realizados a partir
da utilizacdo de 0,2 g de cada composto, que foram submetidos a atmosfera Umida, dentro de
um dessecador com uma solucdo saturada de sulfato de amonio, com teor de umidade
relativa de 80%. As amostras foram pesadas diariamente, por 7 dias, conforme metodologia

proposta por Callahan et al. (2008) e Farmacopeia Europeia (2009).

3.9 Parametros de analise do processo de bioconversao

A equacdo 1 foi utilizada para determinar a concentracdo de produtos da reacao de

bioproducao de maltobionato de sddio.

_ (Vbase. M. MM)
Cproduto. formado = (Vtotal+ Vbase) &

Onde:

Cproduto.formado, CONCeNtracdo de maltobionato de sodio formado (mmol/L);

Vbase, VOlume de base (mL);

M, concentragdo da solucdo de base (mol/L);

MM, massa molar do produto (acido maltobi6nico — 358,3 g/mol e sorbitol - 182,1 g/mol);

Viotal, VOlume total da bioconversao.

Tendo em vista 0 processo de bioproducdo de maltobionato de calcio, a concentragdo

do produto foi definida utilizando a equagéo 2.
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(gbase. MM . 1000)
Vtotal x MM2

Cproduto. formado = (2)
Onde:

Cproduto.formado, CONCENtracdo de maltobionato de calcio formado (mmol/L);

gbase, massa da base (g);

MM, massa molar do produto (maltobionato de célcio, 754,6 g/mol);

Viotal, VOlume total da bioconversao;

MM2, massa molar do Ca(OH)2 (74,1 g/mol).

A concentracdo de substrato convertido em produto durante o processo de

bioconverséo foi determinada a partir da equacéo 3.

(Vbase . M. MMsubtrato)
(Vtotal+Vbase)

Csubstrato consumido = Csubstrato inical —

3)

Onde:

Csubstratoconsumido, CONCeNtracéo de substrato convertido em maltobionato de sodio (mmol/L);
Csubstrato.inicial, concentragdo de substrato inicial (mmol/L);

Vbase, VOlume de base (mL);

M, concentracdo de base (mol/L);

MMsubstrato, massa molar do substrato (maltose — 360 g/mol e frutose — 180 g/mol);

Viotal, VOlume total da bioconversao.

Do mesmo modo que para os produtos, a equagao 4 foi empregada na determinagao

do substrato consumido utilizando como base o hidréxido de célcio.

CMCa . Csubstratoinicial

Csubstratoconsumido = Csubstratoinical — . MM 4)
CmaxMCa
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Onde:

Csubstratoconsumido, CONCeNtracao de substrato convertido em maltobionato de calcio (mmol/L);
Csubstrato.inicial, concentracado de substrato inicial (mmol/L);

CMCa, concentragdo de maltobionato de célcio formado (mmol/L);

CmaxMCa, concentracdo maxima teodrica de maltobionato de calcio (mmol/L);

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

O rendimento em termos de formacdo de acido maltobidnico nos ensaios foi

determinado de acordo com a equagéo 5.

__ Mac.formado . 100
Mac.esperado

()
Onde:

p, rendimento (%);

Mac formado, Massa de acido maltobidnico formado (g);

Mac esperado, Massa de acido maltobidnico esperado para 100% conversdo (g).

A conversdo de substrato em produto (Ypiso) foi determinada pela relagdo entre o

acido maltobibnico formado e a concentragdo de maltose inicial, segundo a Equacéo 6.

P
Yp/s0 = S_of (6)

Onde:
Yeiso , conversdo de substrato em produto (mmol/mmol);
Pt, concentragdo de &cido maltobionico formado (mmol);

So, concentragdo de maltose inicial (mmol).

A produtividade massica foi calculada a partir da equacéo 7.
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_ Pf-Pi

P, ,

()
Onde:

Pm, produtividade méssica (mmol/h);

Pi, massa inicial de produto (mmol);

P, massa final de produto (mmol)

t, tempo de processo (h).

Para determinar a produtividade especifica nos ensaios de bioconversdao, sera

empregada a equacao 8.

a=> ®)

Onde:

g, produtividade especifica (mmol/g/h);

p, produtividade méssica (mmol);

g, massa celular de Z. mobilis em gramas de (g);

t, tempo de processo (h).

A velocidade especifica de formacdo de produto (up) sera determinada conforme

equacéo 9.

aM
WP = o ©
Onde:

up, velocidade especifica de formacéo de produto (g/g/h);
Mx, massa de células (g);

dMp/dt, derivada do produto em fungéo do tempo (g/h).
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3.10 Métodos analiticos

3.10.1 Determinacéo da atividade enzimatica de GFOR/GL

A atividade enzimatica do complexo GFOR/GL foi determinada apds a producgédo das
células de Z. mobilis, conforme metodologia proposta por Malvessi et al. (2006). Neste
experimento foi utilizado biorreator encamisado com 100 mL de meio reacional contendo
700 mmol/L de glicose, 700 mmol/L de frutose e 4 g/L de células livres de Z. mobilis. Este
ensaio foi conduzido por 45 min, a 39 °C e pH controlado em 6,4 com adicdo de NaOH 1
mol/L.

Uma unidade enzimatica de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de formar 1mmol de &cido organico por hora, sendo a atividade expressa em

unidades por grama de células em base seca (U/g).

3.10.2 Quantificacdo de substratos e produtos da bioconverséo e validacdo do método

analitico

Durante a bioconversdo, substratos e produtos foram quantificados pelo método
direto, que se baseia na determinacdo do volume e da concentracdo da base adicionada para
controlar o pH reacional (Malvessi, 2008; Pedruzzi et al., 2011). A concentracdo de sorbitol
é inferida a partir da concentragéo de acido organico formado, considerando que os produtos
sdo formados em base equimolar.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi empregada como metodo de
quantificacdo dos produtos - &cido maltobi6énico, maltobionato e sorbitol — e substratos
residuais — frutose e maltose - baseando-se no descrito por Pedruzzi et al. (2007) e Carra

(2012). Foi utilizada coluna Aminex HPX-87H (BioRad), com dimensdes de 300 mm X
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7,8mm, 9 um, acondicionada a 60 °C, fase movel H.SO4 5 mmol/L, previamente filtrada
(filtro de poliamida 0,2um), detector de indice de refracdo (RID) e fluxo de 0,6 mL/min.

Neste ponto cabe ressaltar que foi realizada a validacdo do método de quantificacdo
simultanea dos compostos envolvidos na bioconversdo. Desta forma, foi preparada uma
solucdo padrdo contendo maltose, sorbitol, frutose e &cido maltobiénico, este Gltimo com
alto grau de pureza, obtido neste trabalho. Esta solugéo padrdo foi utilizada como curva de
calibracdo, nas concentractes de 0,5 a 10 g/L dos compostos envolvidos, servindo para a
quantificacdo dos mesmo por CLAE. Deste modo, de acordo com o preconizado na RE N°
899 da ANVISA (Brasil, 2003), a curva de calibracdo foi examinada da seguinte forma: i)
andlise de trés curvas de calibracdo, com a mesma solucdo padrdo; ii) apds, esta curva de
calibracdo foi analisada em trés dias consecutivos. Por final, o efeito matriz foi verificado
adicionando uma concentragdo conhecida de caldo da bioconversdo na solucdo padrao,
sendo que a quantificacdo foi feita de ambos caldos (usando maltose ou xarope de maltose) e
solucdo padréo, simultaneamente.

Para a validacdo do método foram avaliadas especificidade e seletividade;
linearidade; intervalo; precisdo; limite de deteccdo (sensibilidade); limite de quantificacéo;
exatiddo e robustez (Brasil, 2003). Tendo em vista a presenca de outros carboidratos no
xarope de maltose, estes foram previamente identificados por cromatografia em fase liquida

(Carra, 2012).

3.11 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do acido maltobi6nico e seus sais

Os testes de caracterizacao fisico-quimica foram realizados para amostras de acido

maltobidnico, maltobionato de sodio e maltobionato de calcio obtidos na bioconversdo com

0 uso de xarope de maltose e com maltose purificada.
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Estes testes foram o0s preconizados pela Farmacopeia Europeia (2009), sendo:
andlises de identificacdo e pureza, solubilidade, pKa, determinacdo do ponto de fusdo, desvio
Otico, além identificacdo da estrutura quimica das moléculas, comprovacdo da massa

molecular e analises termogravimétricas e calorimétricas.

3.11.1 Determinacéo da solubilidade

A solubilidade foi determinada seguindo a metodologia descrita na Farmacopeia
(2009). As amostras de acido maltobiénico e maltobionato de célcio e de sodio (0,1g) foram
distribuidas em tubos de ensaio e adicionadas determinadas aliquotas dos solventes agua
MilliQ ou metanol (80%). Os testes foram realizados em temperaturas de 5 + 2 °C, 22 +

2°Ced0+2°C.

3.11.2 Determinacao de pKa

A determinacdo do pKa foi realizada a partir de medicdes de solucdes de acido
maltobidnico, nas quais foram alterados o pH da amostra. A equacdo 10 descreve equacdo
de Henderson-Hasselbalch, utilizada na determinacéo do pKa, na qual foram avaliados o0 Ka e
0 pH, a partir de concentraces conhecidas de &cido maltobidnico, conforme descrito em
Vogel (1981). Neste contexto, 2 g de acido maltobiénico foi diluido em 100 mL de agua
MilliQ, com pH inicial ~ 2,0. Com a medi¢do do pH sendo realizada constantemente, foi
realizada a adi¢do de 50 mL de agua MilliQ até ser atingido pH proximo a 3,8, valor descrito

na literatura para o pKa do acido lactobiénico (Farmacopeia Europeia, 2009).

A
pH = pK, + logﬁ (20)
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A determinacdo do pH foi feita pela leitura no pH metro previamente calibrado com
solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0. A medida de pH forneceu os valores correspondentes para a

concentracédo de ions H* e posteriormente, o calculo da constante Ka e respectivo pKa.

3.11.3 Determinagéo do ponto de fusdo

O ponto de fusdo foi determinado pela temperatura na qual a amostra inicia o
processo de fusdo (Farmacopeia Europeia, 2009). Desta forma, foi separada uma pequena
aliquota das amostras de &cido maltobidnico e os maltobionatos de célcio e de sddio, obtidos
pela bioconversdo de maltose purificada e xarope de maltose, para serem analisados no
medidor de ponto de fusdo (PF1500 Gehaka), com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min até

completa fusdo da amostra.

3.11.4 Determinacdo do poder rotatorio especifico

Para esta analise, foram preparadas solucdes de 100 g/L de concentracdo do acido
maltobidnico e maltobionato de célcio e de sodio, diluindo-os em agua MilliQ. As amostras
foram analisadas em triplicada, no equipamento Polax 2L (Atago), a 20 °C, conforme
preconizado na Farmacopeia Europeia (2009). A equacdo 11 descreve o célculo do

parimetro do desvio da luz polarizada, o poder rotatério especifico ([a]p%).

[a]3’ = == (11)

Cxl

Onde:

[0]p?®, poder rotatdrio especifico a 20 °C
a, angulo da rotagao;

C, concentracao de amostra (g/mL);

I, comprimento da cela do polarimetro (1 dm).
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3.11.5 Caracterizagéao estrutural

As analises de FTIR foram realizadas no equipamento Nicolet iS10 FT-IR (Thermo
Scientific), no Laboratério de Polimeros (LPOL) da Universidade de Caxias do Sul. As
amostras do &cido maltobidnico e seus sais foram submetidas a leitura no equipamento.

Os espectros de RMN das amostras foram obtidos em um espectrometro modelo
Bruker Fourier 300, operando em 300 MHz para o ndcleo de *H e 75 MHz para o ncleo de
13C. As amostras foram diluidas em DO (4gua deuterada). Posteriormente, os valores de
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milh&o (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

A analise por espectrometria de massas foi realizada com as amostras descritas,
sendo que as mesmas foram diluidas em agua Milli-Q e analisadas por infusdo direta em um
espectrometro modelo Bruker micrOTOF-Q II, empregando uma fonte ESI (electrospray
ionization). A analise de m/z foi realizada com auxilio do software Bruker Daltonics —
Compass DataAnalysis e IsotopePattern.

Ambas as analises de RMN e EM foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia,

Produtos Naturais e Sintéticos (LBIOP) da Universidade de Caxias do Sul.

3.11.6 Caracterizacdo por analises térmicas

As analises termogravimétricas e de calorimetria diferencial de varredura foram
realizadas no Laboratério de Polimeros (LPOL) da Universidade de Caxias do Sul (UCS). O
equipamento utilizado para estas analises foi 0 TGA-50 (Shimadzu, Brasil), com uma

guantidade de amostra de 10 mg, taxa de aquecimento de 10 °C/min, panela de aluminio,
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com fluxo de ar de 63 mL/min. As temperaturas do equipamento na qual as amostras foram
submetidas foram de 30 até 800 °C.

Para DSC, foi utilizado o equipamento DSC-50 (Shimadzu, Brasil), sendo avaliados
o0s eventos endotérmicos e exotérmicos em determinada temperatura de analise. Nos testes,
10 mg de amostra foram adicionados em panelas de aluminio e submetidas a temperatura de
30 °C até 200 °C, com taxa de aumento de temperatura de 10 °C/min. A atmosfera utilizada
no equipamento foi nitrogénio, com fluxo de 50 mL/min. A entalpia dos pontos de fuséo
foram calculadas seguindo metodologia descrita pelas normas ASTM E793-06, ASTM

E794-06 e ASTM E968-02.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos neste
trabalho. A etapa experimental de producdo de células/enzimas e etanol por Z. mobilis foi
realizada em biorreator de bancada, em regime descontinuo. Embora ndo apresentados, 0s
cultivos de Z. mobilis foram realizados de acordo com a necessidade de obtencdo de
ceélulas/enzimas a serem usadas nos testes de bioconversdo de maltose e frutose em &cido
maltobidnico e sorbitol, respectivamente. Como ndo foram propostas alteracbes em termos
de parametros operacionais de cultivo (item 3.3 e 3.4), os resultados em termos de
crescimento celular e consumo de substrato foram semelhantes entre si, corroborando 0s
estudos anteriores do grupo de pesquisa. Como parametro importante em termos de
conversdo, a atividade enzimatica foi avaliada ao final de cada cultivo.

Na sequéncia dos estudos, serdo apresentados os resultados relacionados aos ensaios
de bioconversdo de xarope de maltose + frutose ou de maltose + frutose em acido
maltobidnico e sorbitol, utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio.
Os parametros avaliados foram a concentracdo de substrato e no caso particular do uso de
xarope de maltose, a temperatura e o pH do processo de bioconversao.

Finalmente, sdo apresentados e discutidos os testes de recuperagédo e caracterizagao
fisico-quimica dos compostos na forma acida (&cido maltobidnico) e de sais (maltobionato

de sodio e de calcio).



37

4.1 Bioproducdo de &cido maltobidnico: uso de xarope de maltose e efeitos de pH e

temperatura

4.1.1 Caracterizacdo prévia do xarope de maltose

Foi testada a utilizacdo do xarope de maltose, alternativamente a maltose purificada,
como substrato na reacdo de bioconversdo usando o sistema GFOR/GL. Inicialmente, foi
realizada a caracterizacdo de uma amostra de xarope de maltose (10 g/L) com a finalidade
de identificar e quantificar, além da maltose, os outros compostos presentes no material. O

laudo de analise do produto comercial é apresentado no Anexo 1.
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Figura 7 - Perfil da separacdo cromatografica do xarope de maltose. (1) maltodextrina; (2)
maltotriose; (3) maltose; (4) glicose. Coluna Aminex HPX-87H, fase mdvel H2SOs 5

mmol/L, fluxo de 0,6 mL/min, 60 °C.
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O perfil cromatogréfico do xarope de maltose € apresentado na Figura 7. Podem ser
observados quatro picos, sendo o de maior intensidade relativo a maltose, em tempo de
retencdo de cerca de 9 min. Os picos eluidos em 7,3 e 11,3 min sdo referentes a
maltodextrina e glicose, respectivamente. A substancia detectada em 7,9 min pode estar
relacionada a presenca de maltotriose que, embora citada no laudo do fabricante, ndo foi
confirmada por CLAE em funcéo da auséncia de padrdo (ANEXO 1).

Na Tabela 2, sdo comparadas as informagdes do fornecedor (ANEXO 1) e os dados
obtidos neste estudo, determinados por cromatografia em fase liquida. A composicdo da
maltose presente no xarope de maltose detectada por CLAE foi semelhante a informada pelo
fabricante e, para fins de calculos a serem praticados para 0s testes posteriores de
bioconversdo, a composicdo de maltose presente no xarope de maltose foi fixada em 44%.

As demais informacg6es dos outros acglcares sdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Porcentagem de acgUcares presentes na composicdo do xarope de maltose

comercial indicada no laudo do fabricante e determinada em cromatografia em fase liquida

Acucar Composicao (fabricante) Composicédo (CLAE)
Maltodextrina Entre 23% e 28% -
Maltotriose Min 10% -
Maltose Min 42% 44%
Glicose Max 12% 13%

Garin (2016), em estudos cinéticos de GFOR/GL na conversdo de maltose - presente
no xarope de maltose - em acido maltobi6nico, relata a obtencédo de valores de Kx de 0,03
mol/L (constante de Michaelis-Menten para substrato xarope de maltose) e Vmax (velocidade

méaxima) de 56 U/g. Por outros lado, os parametros cinéticos para a conversdo de maltose
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purificada a acido maltobi6nico foram de Kwm (constante de Michaelis-Menten para substrato
maltose) de 0,19 mol/L e Vmax de 25 U/g, ou seja, velocidade méxima de formacdo de
produto menor com maior concentracdo de substrato se comparado com a utilizagdo de
xarope de maltose. O autor relata que os pardmetros cinéticos desta reacdo foram
diretamente influenciados pela glicose contida no xarope de maltose comercial utilizado, a
qual é o substrato preferencial do complexo enziméatico GFOR/GL, como descrito em Satory
et al. (1997), Malvessi (2008) e Malvessi et al. (2013).

O complexo enziméatico GFOR/GL, como relatado por Satory et al. (1997), é capaz
de catalisar a conversdo de agUcares que tem em sua estrutura a ligacdo o-1,4 e B-1,4, sendo
oxidados a suas respectivas lactonas, considerando que estes sdo formados a partir de
monossacarideos e dissacarideos.

Na Figura 8, é apresentado o perfil cromatogréafico de amostra final de bioconverséo
realizada com o uso de solucdo contendo a mistura de xarope de maltose e frutose (700
mmol/L). Em comparacdo com a Figura 7, pode-se observar a auséncia dos picos referentes
glicose, uma vez que este composto é observado no mesmo tempo de retencdo que a frutose.
Observa-se também o pico correspondente ao sorbitol, resultante da bioconversao da frutose.
O pico correspondente a maltose, na Figura 8, diminuiu em relacdo a Figura 7, sendo
identificado o pico de acido maltobidnico formado. A concentracdo dos demais agucares se
mantém

Cabe ressaltar que o pico correspondente a glicose ndo foi identificado, sendo
observado o pico do &cido gliconico (em 8,5 min), o qual, por esta metodologia, é
sobreposto pela elui¢cdo do &cido maltobidnico, resultante da conversdo da maltose presente

no xarope (pico 4, em 8,5 min). inalterada.
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Figura 8 - Perfil da separacdo cromatografica da bioconversdo de xarope de maltose e
frutose em 4&cido maltobibnico e sorbitol, respectivamente. (1) maltodextrina;, (2)
maltotriose; (3) maltose; (4) acido maltobibnico; (5) frutose; (6) sorbitol. Coluna Aminex

HPX-87H, fase movel H.SO4 5 mmol/L, fluxo de 0,6 mL/min, 60 °C.

Observa-se distintamente a elui¢cdo dos picos da maltodextrina (7,3 min), maltose
(8,9 min), frutose (11,3 min) e sorbitol (12,3 min). O pico que poderia ser correspondente a
maltotriose (pico 2, em 7,9 min) foi sobreposto pelo acido maltobidnico (8,5 min), como
mostrado na Figura 8. Entretanto, a conversao destes oligossacarideos por GFOR/GL néo foi
identificada na condicao analitica proposta.

Desta forma, foi estudada a producéo de &cido maltobidnico considerando a variagdo
da concentracdo de xarope de maltose, a temperatura e o controle de pH do processo de

bioconverséo utilizando o complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de calcio.
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4.1.2 Ensaios de bioconversdo com alteracdo na concentracdo de xarope de maltose,

temperatura e pH de processo

Os ensaios realizados nesta etapa foram para a avaliagdo da concentragdo do xarope
de maltose e o efeito da temperatura e do pH no processo, levando em conta a maltose
presente, fixando-se a concentragdo de frutose em 700 mmol/L.

Na Figura 9, é apresentado o perfil de producdo de acido maltobiénico com o uso de
diferentes concentracfes de xarope de maltose em funcdo do tempo de bioconversdo. Foi
observada a similaridade entre os perfis de producdo de &cido maltobidnico nas primeiras
duas horas de processo, condizendo com a presenga de glicose no xarope de maltose.

Além disso, a maltose, devido as duas moléculas de glicose presentes na sua
estrutura, possui alta afinidade por GFOR, sendo observado que, em concentragdes mais
baixas (300, 400 e 500 mmol/L) o substrato foi totalmente convertido ao final de 24 horas.
Por outro lado, em concentracdes mais altas (600 e 700 mmol/L) foi observada a presenca de
substrato residual. Cabe ressaltar que para as concentracdes de 600 e 700 mmol/L, quando
atingido 20 horas de processo, o rendimento era superior a 90%. Para as demais
concentracgdes, rendimento de 90% foi atingido em cerca de 8 horas de processo (Figura 9).

Observa-se, ainda, que a concentragdo final de produto obtida entre as concentragdes
de xarope de maltose de 600 e 700 mmol/L foram semelhantes. Em ambos os casos, a
viscosidade no sistema foi superior as demais concentracBes, sendo resultado da alta
concentracdo de aglcar presente no meio reacional, e pode ser relacionada com o fato de a

concentracdo maxima de produto ter sido atingida ap6s 20 horas de processo.
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Figura 9 - Acido maltobi6nico formado em funcdo do tempo, em ensaios de bioconversdo
utilizando diferentes concentraces de xarope de maltose (m) 300 mmol/L (e) 400 mmol/L

(A) 500 mmol/L () 600 mmol/L (A) 700 mmol/L (pH 6,4; 39 °C; X =20 g/L)

A partir dos resultados experimentais de cada bioconversdo, foram determinados,
além da concentracdo de produto, outros parametros avaliativos do processo como
rendimento, produtividade, produtividade especifica, maxima velocidade especifica de
formagé&o de produtos e substrato residual, apresentados na Tabela 3.

O primeiro pardmetro avaliado foi a concentracdo méxima de acido maltobidnico
formado ao final de cada bioconversdo. Para as concentragdes testadas, 300, 400, 500, 600 e
700 mmol/L de xarope de maltose foram obtidas as concentragdes de 313, 451, 527, 592 e
615 mmol/L de &cido maltobidnico, respectivamente. O aumento da concentracdo até 500
mmol/L favoreceu a concentracdo méxima de produto, sendo observado pelo aumento do
rendimento de 105, 113, 106, 99 e 88%, para as concentracdes de xarope de maltose

testadas, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados gerais referentes a bioconversdo de xarope de maltose em &cido
maltobionico, utilizando diferentes concentracdes de xarope de maltose e concentracdo de

frutose fixa em 700 mmol/L (pH 6,4; 39 °C; X =20 g/L; 24 h)

Concentracéao de substrato (mmol/L)

300 400 500 600 700
Pmax (Mmol/L) 313 451 527 592 615
p (%) 105 113 106 99 88
Yriso (mmol/mmol) 1,04 1,20 1,13 1,07 0,96
Pm (mmol/h) 2,73 4,02 4,72 5,39 5,62
g (mmol/g/h) 0,68 1,0 1,18 1,34 1,40
Hp.max (Mmol/g/h) 2,38 38 3,51 2,72 2,17
St (mmol/L) 0 0 0 0 23

Pmax, concentracdo maxima de &cido maltobibnico; p, rendimento do processo; Yepso,
conversdo em produto considerando substrato inicial; Pm, produtividade massica; q,
produtividade especifica; upmax, maxima velocidade especifica de formagdo de produto; S,

maltose residual.

O fator de conversdo em produto considerando o substrato inicial foi de 1,04, 1,20,
1,13, 1,04 e 0,96 mmol/mmol para as concentracdes testadas. Estas concentracdes s@o
definidas levando em conta a formacdo de acido gliconico juntamente com o &cido
maltobidnico, sendo que a quantificacdo por CLAE ou pelo consumo de base ndo faz
distingdo entre ambos os acidos. Com o aumento da concentracdo de xarope de maltose,
observou-se também o aumento da produtividade em acido maltobibnico, sendo obtidos
valores de 2,73, 4,02, 4,72, 5,39 e 5,62 mmol/h para produtividade maéssica e de 0,68, 1,0,

1,18, 1,34 e 1,40 para produtividade especifica, respectivamente, considerando o aumento
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das concentracdes de xarope de maltose. A méaxima velocidade de formacéo de produto foi
crescente até 500 mmol/L de xarope de maltose, assim como a concentracdo méaxima de
produto, com posterior reducdo dos valores atingidos na reagdo, a qual pode estar
relacionada ao aumento da viscosidade da solugéo, que dificulta a transferéncia de massa
entre substrato e o biocatalisador imobilizado (Tabela 3).

Cabe ressaltar que 700 mmol/L foi a méxima concentracdo que proporcionou a
solubilizacdo do xarope de maltose, sendo que a viscosidade da solugéo foi elevada, como
discutido anteriormente. Em altas concentracGes de xarope, a concentracdo de glicose
equivalente, por sua vez, influencia a velocidade inicial da reacdo, como observado na
Figura 10. A concentracdo de maltose ao final do processo foi nula em todos os
experimentos, com excecao do teste realizado com a utilizagdo de 700 mmol/L, no qual foi
identificado que nem toda maltose foi convertida a acido maltobidnico, conforme observado
na Tabela 3.

Mesmo considerando a afinidade de GFOR por maltose, a imobilizacdo do
biocatalisador pode dificultar a acessibilidade do substrato a enzima, por restricdes a
transferéncia de massa através do suporte, prejudicando ainda o controle do pH e da
temperatura do processo (Zanin e Moraes, 2004; Malvessi et al., 2013; Carra et al., 2015).
Subsequentemente foi, entdo, avaliada a influéncia da temperatura na reacdo de
bioconversdo de xarope de maltose em acido maltobibnico via a¢do do sistema GFOR/GL
imobilizado em alginato de calcio.

Na Figura 10, é apresentado o perfil de producdo de acido maltobidénico em funcéo

do tempo em diferentes temperaturas de processo.
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Figura 10 - Acido maltobinico formado em funcio do tempo, em ensaios de bioconversdo
utilizando diferentes temperaturas de processo (m) 32 °C (e) 36 °C (A) 39 °C (¢) 45 °C (A)

50 °C (pH 6,4; So = 700 mmol/L; X =20 g/L)

Pela acentuacdo das curvas de producdo de acido maltobidnico, observou-se que a
velocidade inicial da reacdo € incrementada com o aumento da temperatura da reacédo.
Concentra¢bes médias de 585 e 565 mmol/L foram atingidas a 45 e 50°C, em 24 horas,
respectivamente. O aumento da temperatura leva a melhoria na transferéncia de massa, com
a difusdo sendo facilitada do substrato para o biocatalisador imobilizado, caracteristica
também observada por Malvessi et al. (2013) e Garin (2016). Entretanto, como observado na
Figura 10, a temperatura mais favoravel de acdo do complexo enzimatico GFOR/GL foi a
39 °C, como também relatado por outros autores (Zachariou e Scopes, 1986; Garin, 2016).
Segundo Carra et al. (2015), considerando a produgdo de &cido lactobibnico, maior
concentracdo final de produto foi atingida a 43 °C, de 530 mmol/L, em 24 horas de

bioconversdo, utilizando o complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de célcio.
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Na Tabela 4, s&o resumidos os resultados dos parametros da bioconversdo de
xarope de maltose em acido maltobidnico utilizando células imobilizadas de Z. mobilis, sob

a influéncia de diferentes temperaturas, em bateladas de 24 horas.

Tabela 4 - Resultados gerais referentes a bioconversdo de xarope de maltose em &cido

maltobionico com diferentes temperaturas de processo (pH 6,4; X = 20 g/L; So = 700

mmol/L; 24 h)
Temperatura de processo ( °C)

32 36 39 45 50
Pmax (Mmol/L) 466 590 615 585 565
p (%) 67 85 88 84 81
Yriso (mmol/mmol) 0,74 0,93 0,96 0,91 0,91
Pm (mmol/h) 4,16 5,37 5,62 5,31 5,12
g (mmol/g/h) 1,04 1,34 1,40 1,34 1,28
Hp max (Mmol/g/h) 1,74 1,96 2,17 4,70 4,41
St (mmol/L) 160 24 23 29 50

Pmax, concentracdo maxima de &cido maltobibnico; p, rendimento do processo; Yepso,
conversdo em produto considerando substrato inicial; Pm, produtividade massica; g,
produtividade especifica; ppmax, maxima velocidade especifica de formacao de produto; St,
maltose residual.

A maxima velocidade especifica de formacgédo de produto obtida na temperatura de
50 °C foi inferior em relacdo a 45 °C, sendo que em temperaturas mais elevadas, o
complexo enzimatico GFOR/GL ndo tem sua atividade intensificada (Zachariou e Scopes.
1986). Isso pode ter estar relacionado a instabilidade da proteina frente a alta temperatura
reacional ao longo do processo. Carra et al (2014), relatam que em temperaturas superiores a

47 °C ocorria a desnaturacdo da enzima, influenciando a producéo de acido lactobidnico.
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Garin (2016), em estudos de producdo de &cido maltobidnico frente & temperatura,
concentracdo média de 590 mmol/L foi atingida a 39 °C, utilizando células imobilizadas de
Z. mobilis. Em temperaturas superiores, de 43 e 47 °C, o autor relata o aumento na
velocidade especifica de formacdo de produto e uma queda na concentragdo média de
produto formado, o mesmo observado neste trabalho. Cabe ressaltar a utilizagdo da
temperatura de 39 °C para a bioconversdo é a mais indicada, uma vez que ndo compromete a
integridade do biocatalisador imobilizado.

Posteriormente, testes envolvendo diferentes valores de pH no processo de
bioconversdo de xarope de maltose em acido maltobidnico foram realizados. As curvas de

producdo de acido maltobiénico em diferentes pH da reacdo sdo exibidos na Figura 11.

700

Acido maltobiénico (mmol/L)

0 : i I ' I i I ' I ' I ' I
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (h)

Figura 11 - Acido maltobidnico formado em funcéo do tempo, em ensaios de bioconverséo
utilizando diferentes valores de pH no processo (m) 5,5 (e) 6,0 (A) 6,4 (A) 7,0 (¢) 7,5

(39 °C; X =20 g/L; So= 700 mmol/L).
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Com excec¢do da velocidade especifica de formacdo de produto, os pardmetros como
produtividade massica e especifica e concentragdo final de produto ndo diferiram entre si
quando avaliadas as temperaturas entre 36 e 50 °C. Entretanto, na reagdo conduzida a 32 °C,
todos os parametros da bioconversao avaliados foram inferiores, o que indica a influéncia da
temperatura na reagéo catalisada enzimaticamente.

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores gerais de produgdo de &cido maltobidnico
utilizando células imobilizadas de Z. mobilis obtidos frente aos diferentes valores de pH da

reacao de bioconversao.

Tabela 5 - Resultados gerais referentes a bioconversdo de xarope de maltose em &cido

maltobidnico em diferentes valores de pH (39 °C; X =20 g/L; So = 700 mmol/L; 24 h)

pH da reagdo

5,5 6,0 6,4 7,0 7,5
Pmax (MMol/L) 408 517 615 581 534
p (%) 58,5 74 88 83 76
Yeiso (mmol/mmol) 0,645 0,80 0,96 0,94 0,83
Pm (mmol/h) 3,61 4,67 5,62 527 4,83
q (mmol/g/h) 0,9 1,16 1,40 1,32 1,21
Hp max (Mmol/g/h) 1,63 2,93 2,17 2,30 1,83
St (mmol/L) 223 129 23 34 110

Pmax, concentracdo maxima de &cido maltobibnico; p, rendimento do processo; Ypso,
conversdo em produto considerando substrato inicial; Pm, produtividade maéssica; g,
produtividade especifica; ppmax, maxima velocidade especifica de formacao de produto; St,

maltose residual.
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Assim como observado nos testes que visaram a avaliacdo da temperatura sobre a
acdo catalitica de GFOR/GL, a maior producdo de &cido maltobidnico foi atingida na
condi¢do padrédo, pH 6,4 (615 mmol/L). Com o0 aumento do pH no processo de
bioconversao, a concentragcdo maxima de produto foi também incrementada entre pH 5,5 até
pH 6,4. Em pH 7,0 ou superior a concentragdo de produto formado diminuiu, sendo
constatada uma queda na velocidade especifica de formacdo de produto. Este resultado
corrobora com os dados obtidos por Carra et al. (2015) e Malvessi et al. (2010), nos quais o
processo controlado em pH 6,4 favoreceu os parametros de produtividade e rendimento.

De forma geral, a pequena diferenga observada na producéo de acido maltobi6nico
nas condigcdes de pH e temperatura avaliados pode estar relacionada com a faixa definida
para a conducdo dos testes, ndo extrema. Um perfil de acdo catalitica muito semelhante a
observada nestes testes foi relatado por Carra et al. (2015), na avaliagdo da producdo de
acido lactobioénico com Z. mobilis imobilizada em alginato de célcio. Nestas condicdes, a
conducdo do processo na faixa entre pH 6,4 e 7,0 e temperatura de 39 °C dispensaria a
necessidade de um controle mais acurado do pH durante a bioconversdo. Estes dados
sugerem, ainda, o efeito protetor do suporte, o0 que levaria a maior estabilidade catalitica das
células/enzimas de Z. mobilis quando imobilizadas (Malvessi et al., 2010; Malvessi et al.,

2013; Carra et al., 2014; Carra et al., 2015; Garin, 2016).

4.2 Ensaios de bioconversado de maltose em maltobionato de sédio e maltobionato de

calcio

A producgéo de diferentes sais de acido maltobi6nico é resultado da utilizagdo de
diferentes solucdes alcalinas para o controle de pH da reacdo. Desta forma, no presente

trabalho foi avaliada a producdo de maltobionato de sddio e de maltobionato de célcio,
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utilizando a solugdo alcalina NaOH e de Ca(OH). em pd, respectivamente, para o controle
do pH na bioconversao, em meio contendo maltose purificada.

A utilizacdo de concentracBes de maltose a partir de 700 mmol/L se deve a
complementaridade de estudos realizados anteriormente (Garin, 2016) e em fungdo dos
resultados obtidos com o0 uso de xarope de maltose, limitados a 700 mmol/L. Esta avaliagéo
foi realizada com o intuito de determinar a quantidade méxima de maltose que poderia ser
utilizada na bioconversdo que levasse ao aumento da concentracdo maxima de produto
formado e dos outros parametros avaliativos globais do processo. Cabe ressaltar que a
concentracdo maxima de maltose avaliada foi de 1500 mmol/L - associado a quantidade
equimolar de frutose — e limitada também pela alta viscosidade da solugdo. O aumento da
viscosidade envolveria problemas de transferéncia de massa considerando o uso de
biocatalisador imobilizado na reacéo.

A producéo tanto de maltobionato de calcio quanto de maltobionato de sédio foi
avaliada. Neste caso, cabe ressaltar que as razdes estequiométricas nestas reacdes sao
diferentes, sendo que para a producdo de maltobionato de sédio a razdo é de 1:1 e para
maltobionato de célcio é de 2:1, levando em conta o acido formado e a solucdo alcalina
utilizada.

Na Figura 12 e na Figura 13 sdo exibidas as curvas de producdo de maltobionato de
calcio e de maltobionato de sddio, respectivamente, utilizando diferentes concentragcfes de
maltose, via acdo do complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de célcio. As reacdes de
bioproducdo com a utilizagdo de 700 e 1000 mmol/L de maltose, para ambos 0s casos,
tiveram duracdo meédia de 24 horas, sendo atingidos valores de rendimento superiores a 95%.
Por outro lado, com o uso de 1500 mmol/L de substratos, o periodo médio para a obtencao

de maior rendimento foi de cerca de 72 horas (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 - Maltobionato de calcio formado em funcdo do tempo, em ensaios de

bioconversédo utilizando diferentes concentrages de maltose e frutose (pH 6,4; 39 °C; X =

20 g/L)
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Figura 13 - Maltobionato de sodio formado em funcdo do tempo, em ensaios de

bioconversdo utilizando diferentes concentragfes de maltose e frutose (pH 6,4; 39 °C; X =

20 g/L).
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As concentra¢fes médias obtidas para a producdo de maltobionato de célcio foram
de 340, 513 e 688 mmol/L (Figura 12) e de maltobionato de sodio foram de 618, 868 e 1131
mmol/L, para as concentracfes de maltose de 700, 1000 e 1500 mmol/L, respectivamente
(Figura 13).

Os parametros de processo de producdo de ambos os sais do acido maltobiénico sdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados gerais referentes a bioconversao de maltose em maltobionato de sédio

e maltobionato de célcio utilizando diferentes concentragdes de substrato (pH 6,4; 39 °C; X

=20g/L).
Maltobionato de calcio Maltobionato de sddio
Concentracao de substrato (mmol/L)

700 1000 1500 700 1000 1500
Pmax (mmol/L) 340 513 688 618 868 1131
t (h) 24 26 72 24 28 72
p (%) 92 98 87 83 82 71
Yriso (mmol/mmol) 0,97 0,99 0,92 0,97 0,99 0,91
p (mmol/h) 2.9 3,66 1,91 5,67 8,25 3,77
g (mmol/g/h) 0,73 0,91 0,48 1,41 2,06 0,94
Hp max (Mmol/g/h) 3,03 3,80 1,34 4,06 5,24 1,73
St (mmol/L) 1,05 0 122 17 8 116

Pmax, concentracdo maxima de acido maltobionico; p, rendimento do processo; Yepiso,
conversdo em produto considerando substrato inicial; Pm, produtividade maéssica; (q,
produtividade especifica; pr,max, maxima velocidade especifica de formacdo de produto; St,

maltose residual.
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Como observado na Tabela 6, os resultados foram obtidos em tempos diferentes,
sendo o processo encerrado quando estabilizado o consumo de solucdo alcalina. Cabe
destacar o rendimento para a producdo de maltobionato de célcio utilizando 1000 mmol/L de
substratos, chegando ao valor de 98%. As maiores produtividades maéssica e especifica
foram observadas com o uso de 1000 mmol/L de maltose, para ambos 0s casos, assim como
a menor quantidade de maltose residual foi determinada. Os maiores valores de méxima
velocidade especifica de formacdo de produto também foram observados com 1000 mmol/L
de substrato inicial. Isto corrobora o fato de que nestas condicdes, as produtividades sao
maiores, aumentando a capacidade de producdo de acido maltobidnico na reacdo. Para a
concentracdo de maltose de 1500 mmol/L, a reducdo da produtividade massica e especifica
pode estar vinculada também aos efeitos de relagdo enzima/substrato, além das questdes de
transferéncia de massa apontadas anteriormente.

Os perfis de velocidade especifica de formagdo de produto em funcdo da
concentracdo de maltose sdo apresentados na Figura 14, tanto para o maltobionato de calcio
como para 0 maltobionato de sodio. Observa-se que ao longo do processo com a
concentracdo de maltose de 1000 mmol/L, a velocidade especifica de formacédo de produto
alcancada foi superior as demais concentracGes de maltose testadas, apresentando um perfil
linear em ambos os casos. Os valores maximos das velocidades, para ambos os casos, foram
apresentados na Tabela 6. Para as concentragdes de 700 mmol/L, observa-se que para ambos
0s casos, os perfis ndo apresentaram comportamento linear. Para a concentracdo de 1500
mmol/L na formacgdo de maltobionato de sodio (Figura 14B), observou-se que a velocidade
méaxima foi atingida quando a concentracdo de maltose estava proxima a 1000 mmol/L. Na
producdo de maltobionato de calcio (Figura 14A), observa-se o perfil linear da velocidade de
formagéo de produto, sendo que néo foi observado o mesmo comportamento na producéo de

maltobionato de sédio.
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Figura 14 - Velocidade especifica de formacdo de maltobionato de célcio [A] e maltobionato
de s6dio [B] em funcdo da concentracdo de maltose usada na bioconversdo (—) 700 mmol/L;

(+-+) 1000 mmol/L; (---) 1500 mmol/L (pH 6,4; 39 °C; X =20 g/L).

No intuito de aumentar a concentracdo de substrato na reacdo e, consequentemente, a
formacdo de produto, Folle et al. (2018) relatam a realizacdo de bateladas alimentadas de
bioconversdo envolvendo a producdo de lactobionato de sodio por células de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de calcio. Os parametros avaliativos de processo foram
comparados em regime descontinuo e descontinuo alimentado, sendo observada a reducao
da produtividade massica de 22 para 17 mmol/L/h, relacionada ao longo tempo de processo,
de 24 e 42 horas, respectivamente. A concentracdo de produto formado aumentou de 530
para 754 mmol/L sem que os demais parametros fossem alterados significativamente,
mostrando a possibilidade para o escalonamento industrial deste processo.

Como observado na Figura 14, os melhores resultados para os parametros de
producdo foram atingidos utilizando 1000 mmol/L de maltose purificada. Este resultado
mostra 0 aumento nos parametros de processo para a obtencdo de maltobionato de sodio e de
calcio, sendo que a produtividade e a velocidade de formacdo de produto foram favorecidas

utilizando esta concentragéo.
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4.3 Purificacdo do maltobionato de sodio e maltobionato de calcio

A etapa de purificacdo dos sais de acido maltobibnico, posterior a bioconverséo, foi
avaliada com o intuito de obter compostos com alto grau de pureza, considerando a
potencial aplicacdo destes na industria farmacéutica e de alimentos.

No Quadro 1 sdo apresentados os resultados comparativos do uso dos diferentes
solventes organicos na purificacdo do maltobionato de sédio e de célcio presentes no caldo
final da bioconversdo. A utilizacdo de solventes como metanol, etanol, 2-propanol,
isopropanol, entre outros, € relatada para a purificacdo e recuperacdo de sais organicos, 0S
quais apresentam influéncia sobre a solubilidade dos compostos envolvidos na reacao (Isbell
e Schaffer, 1957; Silveira et al., 2007).

No caso da utilizacdo da acetona, além da identificacdo de precipitado, duas fases
liquidas distintas também foram visualizadas. Para o isopropanol, foi identificada um pouco
de precipitacdo, em propor¢do inferior a observada com o uso de metanol e etanol. Os
demais solventes avaliados ndo ocasionaram diferenca visual, sendo totalmente misciveis
com o caldo da bioconverséo, portanto ndo foram investigados ao longo deste trabalho.

Resultados positivos em termos de utilizacdo de etanol e metanol foram também
observados na recuperacdo de lactobionato de sddio e de célcio. Carra (2012) e Delagustin et
al. (2017) relatam o uso do etanol 75% (v/v) para a obtencao de lactobionato de sodio e de
calcio com graus de pureza superiores a 95%.

Garin (2016) relata o uso do etanol na purificacdo de maltobionato de sodio, obtendo

pureza média de 90%.
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Quadro 1 - Utilizagdo de solventes organicos na separacdo dos sais de acido maltobibnico

presentes no caldo final da bioconverséo.

Solvente Maltobionato | Maltobionato Caracteristicas
de sodio de célcio
Metanol + + Fase liquida e com precipitado
de coloragéo branca
Etanol + + Fase liquida e com precipitado
de coloragéo branca
Isopropanol +/- +/- Precipitado de coloragédo
branca (aspecto gelatinoso)
Butanol - - Sem diferencas na fase liquida
4-metil-2-pentanol - - Sem diferencas na fase liquida
Acetilacetona - - Sem diferencas na fase liquida,
com coloracdo amarelada
Acetona +/- +/- Duas fases liquidas

distintas

Acido acético glacial

Sem diferencas na fase liquida

Cloroférmio

Sem diferencas na fase liquida

+, formacdo de precipitado; -, sem alteracdo na mistura; +/-, alteracdo de fase, com baixa formagao

de precipitado.

A partir dos resultados mostrados no Quadro 1, foram testados os solventes que

proporcionaram a obtencdo de melhores resultados no processo de purificacdo do sal de

acido maltobionico, sendo estes o metanol (99,8%, Neon LTDA., Brasil) e o etanol (99,5%,

Neon LTDA., Brasil), ambos na concentracéo de 90% (v/v) em solucéo.

Os perfis cromatograficos das primeiras precipitacfes com etanol e metanol para a

purificacdo do maltobionato de célcio séo apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Perfil da separacdo cromatografica do sal do acido maltobiénico e sorbitol
obtidos ap6s uma precipitacdo utilizando etanol 90% (v/v) [A] ou metanol 90% (v/v) [B] em
relacdo ao caldo de bioconversdo contendo maltobionato de calcio [C]. (1) sal do acido
maltobidnico; (2) sorbitol. (Coluna Aminex HPX-87H, fase movel H.SO4 5 mmol/L, fluxo

de 0,6 mL/min, 60 °C).

O caldo ao final da bioconversdo, tanto de maltobionato de sddio quanto de
maltobionato de célcio, foi avaliado anterior e posteriormente & purificagdo por CLAE,
partindo de valores de concentracdo de 230 g/L para o sal do acido maltobiénico e 90 g/L de
sorbitol, em ambos os casos. As concentragdes de substratos residuais, maltose e frutose,

eram inferiores a 10 g/L, considerando o rendimento final da bioconversdo em questéo,
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superior a 95%. Nos perfis cromatogréaficos apresentados nas Figuras 15A e 15B, observa-se
a diminuicdo da intensidade do pico correspondente ao sorbitol promovido apds uma
precipitacdo com os solventes.

Na Tabela 7, sdo mostrados os percentuais de recuperacdo de cada composto do
caldo de bioconversdo referente a primeira precipitacdo utilizando metanol e etanol e para

ambos 0s maltobionatos testados.

Tabela 7 - Quantificacdo de produtos e de substratos residuais do caldo resultante da
bioproducdo de maltobionato de sodio ou maltobionato de célcio, apds a primeira

purificacdo (concentragédo de solvente 90% v/v, fluxo de 10 mL/min, 22 = 2 °C).

Etanol
Amostra
Sal (%) Sorbitol (%) Maltose (%) Frutose (%)
Maltobionato de sodio 79 20 1 0
Maltobionato de célcio 82 17 1 0
Metanol
Sal (%) Sorbitol (%)  Maltose (%) Frutose (%)
Maltobionato de sodio 84 14 2 0
Maltobionato de célcio 85 13 2 0

Para ambos os casos, a recuperagdo total dos produtos foi de cerca de 80% na
primeira precipitacdo, resultado semelhante aos obtidos por Carra (2012) e Delagustin et al.
(2017) para a purificagdo dos sais do acido lactobiénico. A quantidade de frutose ao final da
primeira purificacdo do caldo proveniente da producdo de maltobionato de sodio foi nula,
sendo que a frutose possui maior solubilidade nestes dois solventes do que os demais
compostos presentes no respectivo caldo de bioconversdo (Farmacopeia Europeia, 2009). A

maltose e o sorbitol sdo pouco solUveis nestes solventes, sendo necesséria a realizacdo de até
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trés precipitacdes sucessivas para que pureza proxima a 99% seja atingida para o sal do
acido maltobiénico. O maltobionato de sodio e o maltobionato de célcio séo praticamente
insolGveis nestes solventes, assim como os sais do acido lactobidnico, sendo entdo indicada
a separacao por este método.

Como observado, tanto metanol como etanol sdo eficazes na separagéo do sal de
acido maltobibnico dos demais compostos da bioconversdo. Levando em conta a secagem
dos sais, a qual foi realizada para a preparacao das amostras dos sais de &cido maltobionico,
a utilizagdo do metanol teria vantagens sobre o etanol em funcdo do seu menor ponto de
ebulicdo (64,5 °C) quando comparado com o etanol (78,4 °C). Nesta etapa, a secagem dos
sais foi realizada na estufa, com a finalidade da fécil estocagem, diminui¢cdo da chance de
contaminacdo por microrganismos e também a facilidade de manuseio. Com a secagem, as
amostras que foram precipitadas com metanol apresentavam aspecto de pequenos cristais,
em po, enquanto as precipitadas com etanol ficaram com aspecto de gel, necessitando de
tempo mais prolongado (48h/metanol e 96h/etanol) e temperatura superior (50 °C/metanol e
65 °C etanol) para a devida secagem e formacao de cristais.

Na sequéncia, foi avaliada a concentracdo dos solventes para que fosse atingido o
maior grau de pureza e, da mesma forma, a menor quantidade de solvente na precipitacéo.
Para isso, foram avaliadas as concentragOes de 60, 70, 80 e 90%, valores baseados na
concentracdo de metanol relatada na literatura para a precipitacdo do acido glicénico (Jonas
e Silveira, 2004).

Na Tabela 8, sdo mostrados os valores correspondentes a purificagdo, nas
concentragdes testadas, utilizando metanol como solvente e na Tabela 9, os resultados
obtidos na purificacdo utilizando etanol. Salienta-se que a eficiéncia da recuperacdo, neste
caso, para 0 metanol ficou na média de 80% e para o etanol em 70%. Esta avaliagdo foi

realizada por gravimetria, analisado pela massa seca do material. Neste caso, a eficiéncia foi
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avaliada levando em conta a quantidade esperada na recuperacdo, levando em conta a

pureza, em gramas pela quantidade final obtida apds a precipitacdo, em gramas.

Tabela 8 - Quantificacdo dos produtos e substratos residuais do caldo da bioconversdo em
maltobionato de sddio ou maltobionato de célcio, ap6s a primeira purificagdo com o uso de

diferentes concentragdes de metanol (fluxo de 10 mL/min, 22 + 2 °C)

Metanol (%) Maltobionato de calcio (%) Maltobionato de sodio (%)
(V/v) Sal Sorbitol Maltose Frutose | Sal Sorbitol Maltose Frutose
60 74 20 4 2 73 20 4 3
70 77 17 4 2 77 18 4 1
80 82 13 3 2 82 13 3 2
90 85 13 2 0 84 14 2 0

Na Tabela 8, observa-se que o aumento da concentracdo de metanol influenciou
positivamente os resultados de purificacdo dos sais do acido maltobiénico. Em ambos,
maltobionato de célcio e sddio, os valores obtidos para as concentracfes de 80% e 90% (v/v)
foram superiores, uma vez que a quantidade de maltose e sorbitol recuperadas foram
menores, influenciando nas precipitacbes consecutivas que garantem o elevado grau de

pureza do composto.0s

Na Tabela 9, séo identificados os resultados de purificagio com diferentes
concentracdes de etanol. A purificacdo do maltobionato de sodio foi mais instavel do que
para 0 maltobionato de calcio, resultado de uma camada de gel formada apds a secagem do
maltobionato de sédio. Este aspecto gelatinoso foi observado por Delagustin (2016), que
também relata a obtencdo de grau de pureza levemente superior para o lactobionato de calcio

quando comparado aos outros sais do acido lactobionico. Com base nesta proposicdo, pode-
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se destacar a baixa solubilidade de compostos a base de célcio em agua, o que auxilia na

secagem do material, tornando-o, ainda, mais estavel (Harris, 2005).

Tabela 9 - Quantificacdo dos produtos e substratos residuais do caldo da bioconversdao em
maltobionato de sédio ou maltobionato de calcio apds a primeira purificacdo em diferentes

concentracdes de etanol (fluxo de 10 mL/min, 22 + 2 °C)

Concentracéo Maltobionato de calcio (%) Maltobionato de sodio (%)

de etanol (%) Sal Sorbitol Maltose Frutose | Sal  Sorbitol Maltose Frutose

60 73 20 4 3 71 22 4 3
70 78 17 3 2 74 20 4 3
80 80 15 3 2 78 19 2 1
90 82 17 1 0 79 20 1 0

Na continuidade dos testes, foi avaliado o efeito da temperatura na etapa de
purificacdo em trés condicGes experimentais, designadas temperatura baixa (5 = 2 °C),
temperatura ambiente (22 + 2 °C) e temperatura alta (40 £ 2 °C). A temperatura alta foi
escolhida para que a evaporacdo do metanol e etanol ndo influenciasse a concentracdo final
da solugdo (precipitado + sobrenadante). A amostra avaliada foi de maltobionato de célcio,
usando metanol 80% como solvente, condic¢ao definida a partir dos testes anteriores.

Na Tabela 10, apresentam-se os resultados da purificagdo do maltobionato de calcio
apo6s uma precipitacdo utilizando metanol 80% como solvente, em diferentes temperaturas

operacionais.
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Tabela 10 - Quantificacdo dos produtos e substratos residuais do caldo da bioconversdo de
maltose purificada em maltobionato de célcio, apds a primeira purificacdo com metanol 80%

(v/v) em diferentes temperaturas (fluxo de 10 mL/min).

Temperatura Maltobionato de célcio (%)

de processo Sal Sorbitol Maltose Frutose
5+x2°C 84 12 3 1
22+2°C 83 12 3 2
40+2°C 84 12 3 1

Pode ser observada, na Tabela 10, a similaridade dos resultados quando avaliadas as
temperaturas da reacdo de precipitacdo. Neste caso, considerando 0s custos que poderiam
estar envolvidos com aquecimento ou resfriamento, a purificacdo do referido composto
sendo executada a temperatura ambiente (22 + 2 °C) seria vantajosa. Este aspecto pode ser
justificado, uma vez que o sal do acido maltobidnico ndo apresenta alteracfes em termos de
solubilidade quando exposto a diferentes faixas de temperatura, como avaliado no item 4.6.3.

Para garantir maior grau de pureza dos sais, foram realizadas precipitacdes
consecutivas, para a completa separacdo entre o sal e o sorbitol remanescente. Ao final de
trés precipitacdes, detectou-se o elevado grau de pureza de ambos maltobionato de calcio e
maltobionato de sddio, superior a 99%, o que indica a eficiéncia do metodo de purificagdo
empregado.

Na Figura 16, sdo apresentados os perfis cromatograficos dos sais do acido
maltobidnico apds trés precipitacbes consecutivas com metanol 80% como solvente e em

temperatura de 22 + 2 °C.
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Figura 16 - Perfil da separacdo cromatografica do maltobionato de célcio [A] e maltobionato
de sddio [B] depois de trés precipitacbes consecutivas utilizando metanol 80%, a 22 + 2 °C.
(1) sal do acido maltobidnico; (2) sorbitol. (Coluna Aminex HPX-87H, fase movel H,SO4 5

mmol/L, fluxo de 0,6 mL/min, 60 °C).

De acordo com os perfis cromatograficos apresentados na Figura 16, o resultado foi a
obtencdo de produtos de elevado grau de pureza. Da-se destaque para 0 maltobionato de
calcio (Figura 16A), detectado em tempo de retencdo de 8,5 min e sem a identificacdo de
outros compostos no cromatograma, sendo sua pureza superior a 99%. Para o maltobionato
de sddio, cromatograma apresentado na Figura 16B, observa-se a eluicdo em 8,5 min, sendo
tambem detectada quantidade minima de sorbitol, sendo a pureza final de maltobionato de
98%.

Considerando com os resultados apresentados, a utilizacdo de ambos os solventes
garante a obtencdo de elevado grau de pureza e a quantidade de produto recuperado foi
superior a 70%, utilizando o etanol e 80% utilizando o metanol. Apds trés precipitacdes, a
pureza do sal foi superior a 98%, sendo que este processo pode ser realizado em temperatura

ambiente (22 £ 2 °C), que ndo acarreta em custos ao processo.
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4.4 Troca idnica para obtencdo do acido maltobionico

Concluida a purificacdo dos sais de &cido maltobibnico, foi realizada a etapa de troca
ibnica, com a finalidade de converter o sal para sua forma &cida. Este processo de troca
ibnica € importante, uma vez que em formula¢fes cosméticas e farmacéuticas séo utilizados
estes compostos em pH em torno de 3,8 (Farmacopeia Brasileira, 2010). Foi utilizada, neste
teste, a resina cationica a base de hidrogénio, na qual foi avaliada a mudanca do pH da
solucdo contendo o sal de acordo com a quantidade adicionada de resina. Na Figura 17, é
apresentado o perfil da troca idnica, relacionando os valores do inverso do pH pela massa de
resina adicionada na solucéo.
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Figura 17 - Variagdo do pH em funcdo da quantidade de resina catibnica a base de
hidrogénio usada para a conversdo de maltobionato de sddio ou de célcio para acido

maltobidnico. (m) pontos experimentais; (—) ajuste sigmoidal.

Pode-se observar, na Figura 17, que a quantidade de resina influenciou diretamente o

pH. A quantidade de maltobionato de calcio ou de sédio foi mantida em 5g. O pH inicial da
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solucéo contendo o sal do &cido maltobibnico era pH 7 e, na medida que a resina foi sendo
adicionada a solucdo, observou-se a queda do pH, até ser atingido o valor constante de pH
1,78. A massa méxima de resina utilizada foi de 30g, seis vezes superior a da solucdo de
maltobionato, sendo que o aumento da quantidade de resina ndo proporcionou a alteragéo do
pH.

A metade do valor do méximo pH atingido, no caso, o valor do inverso do pH no
qual o composto estd 50% ionizado poderia ser relacionado ao valor do pKa do acido
(Pathare et al., 2014). O valor definido para o pKa do acido maltobidnico, neste caso, seria
de 3,5. De toda forma, a utilizacdo da resina catiénica a base de hidrogénio proporcionou a
conversdo total do sal do acido maltobi6nico para sua forma &cida, independentemente se

utilizado maltobionato de sodio ou de calcio, comprovado pela mudanca do pH da amostra.

4.5 Secagem do acido maltobibnico

O procedimento de secagem do acido maltobiénico foi avaliado sob trés condigdes
distintas: por spray dryer, liofilizacdo ou secagem em estufa a 60 °C. Dentre as condi¢bes
testadas, 0 menor tempo de secagem foi obtido com o uso de spray dryer, com secagem
praticamente instantanea, atribuida a condicdo operacional do equipamento. A presenca de
adjuvante na etapa de secagem foi necessaria uma vez que este composto possui alta
higroscopicidade (Brouda et at., 2010; Baldwin et al., 2010; Barcelos et al., 2014).

Primeiramente, foi realizado um teste de secagem do acido maltobidnico, sem a
adicdo de adjuvantes, sendo que o material ficou na forma de gel e totalmente retido no
equipamento. Neste contexto, foi avaliada a adicdo de 1% (m/m) de maltodextrina, 1%
(m/m) de lactose ou 1% (m/m) de maltose como adjuvantes de secagem do acido

maltobiodnico, considerando que a presencga destes compostos ndo comprometeria 0 uso do
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acido maltobidénico como matéria-prima para farmacos ou cosméticos (Vaniski et al., 2017,
Sena et al., 2018). Com a adicéo dos adjuvantes, foi observada a completa secagem do 4cido
maltobibnico nas trés misturas propostas, com aparéncia final na forma de p6 branco
cristalino. Entretanto, a recuperacdo das amostras foi desfavorecida, uma vez que a maior
parte do material ficou retida nas paredes do equipamento, mesmo utilizando os adjuvantes
de secagem. Na Figura 18, é apresentado o perfil cromatografico das trés misturas contendo
os adjuvantes, ap0s a secagem por spray dryer, onde todos os compostos presentes na

amostra foram detectados.
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Figura 18 - Perfil da separacdo cromatografica de amostras de acido maltobiénico secas por
spray dryer na presenca dos adjuvantes (—) maltodextrina, (---) maltose e (---) lactose. (1)
maltodextrina; (2) acido maltobidnico; (3) lactose e maltose. Coluna Aminex HPX-87H,

fase mével H2SO4 5 mmol/L, fluxo de 0,6 mL/min, 60 °C.

A utilizacdo de adjuvantes pode ser uma alternativa para auxiliar na secagem do
acido maltobidnico por spray dryer, com vantagens quando comparado aos demais métodos.
Estas vantagens seriam a rapidez na qual o material é seco, a uniformidade das particulas, o

baixo tempo de exposicdo da amostra a elevadas temperaturas, entre outros (Barcelos et al.,
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2014). Como desvantagens, pode se destacar a quantidade de produto que fica retida no
equipamento, diminuindo a eficiéncia da recuperacgao por este método.

Na secagem por liofilizacdo, por sua vez, ndo foi necessaria a incorporagdo de
adjuvantes na amostra, com a obtencdo de alto grau de pureza, como observado na Figura
19. Entretanto, o tempo empregado para a devida secagem no equipamento de liofilizag&o

foi de 48 horas.
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Figura 19 - Perfil da separacdo cromatografica da amostra de (1) &cido maltobidnico seca
por liofilizagdo. Coluna Aminex HPX-87H, fase movel H.SOs 5 mmol/L, fluxo de 0,6
mL/min, 60 °C.

Dependendo da aplicagdo, ambos os métodos podem ser realizados para a secagem
do &cido maltobidnico, com a obtencdo de um composto mais puro - obtido em maior
periodo de secagem, no caso da liofilizacdo - ou com composto com outros compostos em
sua formulacéo, devido a adi¢éo de adjuvantes de secagem, porém com alta velocidade de
secagem, no caso do uso de spray dryer.

Com relacdo a secagem das amostras de acido maltobiénico em estufa, aspecto de

matriz gelatinosa e coloracdo caramelo foi observada apos 7 dias de exposicéo a 60 °C, que
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pode estar relacionado ao alto poder umectante do &cido (Brouda et al., 2010), ndo sendo,
portanto, a condi¢cdo mais indicada para a secagem do composto acido.

Na sequéncia, foi feita a avaliagdo quanto a higroscopicidade, levando em conta a
quantidade de &gua absorvida nas amostras. Foram avaliadas as amostras de acido
maltobibnico secas por spray dryer e por liofilizacdo, além da amostra de maltobionato de
calcio seca na estufa, usada como forma de comparacdo entre a forma &cida e forma de sal
do produto. Na Figura 20, sdo apresentados os valores gerais obtidos nos testes de
higroscopicidade. O teor de umidade absorvido foi identificado, sendo que quanto maior o

teor de umidade, mais alta € a higroscopicidade do composto (Callahan et al., 2008).
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Figura 20 - Resultados dos testes de higroscopicidade para as amostras de acido
maltobibnico + 1% maltodextrina (1); &cido maltobiénico + 1% lactose (2); é&cido
maltobibnico + 1% maltose (3); acido maltobi6nico (4); maltobionato de célcio (5). Barras
de cor laranja, compostos secos por spray dryer; cor roxa, por liofilizacdo; cor verde, por
estufa.

Como observado na Figura 20, a amostra de 4&cido maltobidnico + 1% de
maltodextrina (1) resultou em maior higroscopicidade do que o composto na forma de sal

(5). As demais amostras ndo mostraram diferencas significativas entre si. Nas amostras
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contendo os adjuvantes de secagem, por spray dryer, maior teor de umidade foi observado
em relacdo a amostra seca por liofilizacdo, o que pode estar relacionado pela diferenca no
método de secagem, um envolvendo baixas temperaturas e o outro envolvendo elevadas
temperaturas. Nos testes gravimétricos, as amostras secas por spray dryer apresentaram
menor teor de umidade inicial (média de 5%) do que as amostras do liofilizador (média de
10%). Neste caso, todos compostos foram classificados como higroscopicos, seguindo o

preconizado pela Farmacopeia Europeia (2009).

4.6 Caracterizagdo do acido maltobibnico e seus sais

A caracterizacdo do &cido maltobibnico e seus sais foi realizada com a finalidade de
contribuir com a restrita quantidade de informacdes sobre estes compostos na literatura
especializada. As amostras avaliadas foram o é&cido maltobidnico (1) e seus sais,
maltobionato de célcio (2) e maltobionato de sodio (3), obtidos em meio de bioconversao
contendo maltose e, também, com o0 uso de xarope de maltose. No caso do xarope, a
caracterizacéo foi avaliada tendo em vista a composi¢do mais complexa deste substrato, com

as amostras na forma salina, maltobionato de célcio (4) e maltobionato de sodio (5).

4.6.1 Validacdo do meétodo de quantificagdo dos substratos e produtos da

bioconversao

A validagdo do método de analise por CLAE foi realizada com a finalidade de
avaliar a eficiéncia e rapidez do método para a quantificacdo dos substratos e produtos da
bioconversdo, uma vez que o método propGe a determinagdo da concentracdo de &cido
maltobionico, maltose, frutose e sorbitol conjuntamente (Carra, 2012; Pedruzzi et al., 2007).

Para esta metodologia de separagéo dos substratos e dos produtos, foi utilizada a coluna de
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troca ibnica Aminex HPX-87H, composta pelo copolimero estireno-divinilbenzeno
sulfonado (S-Sty-DVB). Segundo dados do fabricante, este material é apropriado para a
separagdo de agUcares, acidos organicos e alcoois. A fase mdvel utilizada neste caso foi
acido sulfdrico 5 mmol/L, de acordo com o fabricante (Bio-Rad Laboratories Inc., 2018).
Cabe ressaltar que o &cido maltobidnico utilizado como padrdo primério nesta
validacdo foi obtido no desenvolvimento experimental deste trabalho. A amostra foi
submetida as etapas de purificacdo aqui relatadas para que o resultado fosse um composto
com alto grau de pureza. Para os demais compostos envolvidos - a frutose, a maltose e o
sorbitol - foram utilizados reagentes disponiveis comercialmente. Seguindo o preconizado
pela Anvisa (Brasil, 2003), o primeiro parametro apresentado foi a especificidade e a
seletividade, sendo possivel observar, distintamente, a eluicdo dos compostos. Na Figura 21,
sdo apresentados os perfis de separagdo cromatografica das amostras de acido maltobidnico

e seus sais, além de maltose, frutose e sorbitol.
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Figura 21 - Perfil da separagdo cromatografica obtida por CLAE da amostra da solugéo
padrdo. Acido maltobidnico (1); maltose (2); frutose (3); sorbitol (4). Coluna Aminex HPX-
87H, fase movel H.SO4 5 mmol/L, fluxo de 0,6 mL/min, 60 °C, volume da amostra injetado,

5 uL, detector de indice de refracao.
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Os compostos envolvidos na bioconversdo foram detectados, na sequéncia de acido
maltobidnico e/ou sais - maltobionato (8,5 min), maltose (8,9 min), frutose (11,3 min) e
sorbitol (12,3 min). O método também é aplicavel para a identificacdo de amostras relativas
a bioproducdo de &cido lactobibnico, excetuando a presenca de maltose por lactose
(Pedruzzi et al, 2007; Carra, 2012; Delagustin et al., 2017). O método possui seletividade e
especificidade, fornecendo a medicdo distinta da concentracdo dos quatro compostos da
solugédo padrdo, podendo-se utilizar, para esta determinagdo, a medida da altura dos picos
cromatograficos.

Para a validacdo do método também foi avaliada a linearidade, cujos resultados séo
diretamente proporcionais a concentracdo dos compostos presentes na amostra (Brasil,
2003). A relacdo linear foi avaliada utilizando sete solugGes de concentragdes diferentes da
amostra padrdo - entre 0,5 e 10 g/L. As determinacGes foram realizadas em triplicata, em
trés dias consecutivos. Na Tabela 11, sdo apresentados os valores obtidos para a linearidade
da solucdo padrdo contendo acido maltobiénico, maltose, frutose e sorbitol, em diferentes

concentragdes, assim como o desvio padrao relativo.

Tabela 11 - Parametros de linearidade para as substancias de referéncia - &cido

maltobidnico, maltose, frutose e sorbitol - analisadas por cromatografia em fase liquida.

Analito/deteccéo r? a b DPR (%)
Acido maltobidnico 0,999 591,39 -68,04 0,96
Maltose 0,999 -470,74 5035.44 0,57
Frutose 0,999 -9,77 5176,23 1,33
Sorbitol 0,999 -68,04 4758,43 0,15

r?, coeficiente de regressdo linear; a, coeficiente linear; b, coeficiente angular; DPR, desvio

padrdo relativo
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As curvas de calibragéo obtidas para todos os compostos avaliados foram lineares na
faixa de concentracdo entre 0,5 e 10 g/L. Como observado, ao valores de coeficiente da
regressdo (r?) calculados foram > 0,999 e o DPR foi inferior a 5%, como preconizado pela
Anvisa (Brasil, 2003). Os dados indicam a proporcionalidade em termos de concentragdo do
analito na mistura.

Os parametros avaliados na sequéncia foram os limites de deteccdo (LD), relativo a
menor quantidade de determinado composto capaz de ser detectado na amostra, e o limite de
quantificacdo (LQ), ou seja, a menor concentracao possivel na qual se pode quantificar com
precisdo e exatiddo na amostra. Na Tabela 12, s&o apresentados os resultados para LD e LQ,

obtidos a partir da solucdo padrdo contendo &cido maltobidnico, maltose, frutose e sorbitol.

Tabela 12 - Limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) calculados para as substancias
de referéncia - cido maltobinico, maltose, frutose e sorbitol - analisadas por cromatografia

em fase liquida.

Analito/deteccéo LD (g/L) LQ (g/L)
Acido maltobibnico 0,03 0,10
Maltose 0,16 0,48
Frutose 0,04 0,13
Sorbitol 0,03 0,08

LD, limite de detecgédo; LQ, limite de quantificacdo

Os valores de LD e LQ sdo importantes parametros para a determinagdo da faixa de
concentragdo para todos os compostos e que, neste caso, foi inferior & faixa definida para os
testes. Conforme observado na Tabela 12, concentragdes superiores a 0,5 g/L (valor minimo

da curva padrdo) podem ser detectados e quantificados nas condigOes estabelecidas para a
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andlise cromatogréfica. Desta forma, a confiabilidade em termos de preparo das amostras a
serem quantificadas é melhorada, respeitando os limites propostos nesta etapa da validacg&o.
Na Tabela 13, séo apresentados os resultados dos parametros de repetibilidade e a
precisdo intermedidria do método. A repetibilidade foi avaliada em trés dias, nos quais as
concentracfes medidas experimentalmente neste periodo devem se aproximar das
concentragOes teoricas. Os testes de precisdo intermediaria foram analisados utilizando as

normas propostas pela Anvisa (Brasil, 2003), avaliados em dois dias consecutivos.

Tabela 13 - Repetibilidade e precisdo intermediéria para as substancias de referéncia - acido
maltobibnico, maltose, frutose e sorbitol - analisadas por cromatografia em fase liquida, em

diferentes concentragdes.

Concentracao Repetibilidade  Precisdo intermediaria

Analito
teodrica (g/L) DPR (%) DPR (%)
) 1,94 0,89 1,06
Acido
4,78 0,03 0,58
maltobidnico

9,43 0,01 0,95
2,02 0,16 0,02
Maltose 4,96 0,06 1,49
9,78 0,03 0,48
1,89 0,17 0,50
Frutose 4,69 0,01 0,55
9,44 0,04 1,21
1,98 0,17 0,34
Sorbitol 492 0,01 0,53
9,90 0,08 0,34

DPR, desvio padrao relativo de trés concentragcOes de cada amostra.
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Como observado na Tabela 13, os valores de DPR para estes parametros foram

inferiores a 5%, como preconizado pela Anvisa (Brasil, 2003). Os resultados demonstram

que o método de quantificacdo foi preciso para a quantificacdo da solucdo padrdo em

questdo e nas concentraces testadas. Deste modo, a exatiddo do método foi avaliada

demonstrando as concentragfes dos analitos na amostra comparadas com a concentracao

tedrica esperada, sendo apresentada na Tabela 14.

Tabela 14 - Exatiddo do método de cromatografia em fase liquida na anélise das substancias

de referéncia - &cido maltobibnico, maltose, frutose e sorbitol - preparadas em diferentes

concentragoes.
Concentragéo Concentragéo
Analito Recuperado (%)
teorica (g/L) experimental (g/L)
1,94 1,94+ 0,019 100,02
Acido
4,78 4,87+ 0,001 101,70
maltobidnico
9,43 9,51 + 0,000 100,90
2,02 2,06 + 0,003 102,21
Maltose 4,96 5,03 £ 0,002 101,37
9,78 9,79 £0,003 100,13
1,89 1,88 + 0,003 99,63
Frutose 4,69 4,72 £ 0,000 100,69
9,44 9,51 £ 0,004 100,77
1,98 1,98 + 0,003 99,62
Sorbitol 4,92 4,92 + 0,000 100,01
9,90 9,92 £ 0,008 100,28
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Cabe ressaltar que a repetibilidade e a precisdo sdo parametros importantes,
garantindo que a metodologia proposta para a quantificacdo simultdnea dos compostos é
valida.

Os valores correspondentes as concentracdes tedrica e experimental, levando em

conta o efeito matriz, sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Exatiddo do método correspondente a andlise da amostra de caldo de
bioconversdo adicionado de diferentes concentracGes das substancias de referéncia (acido

lactobidnico, lactose, frutose e sorbitol).

Mistura do caldo Concentracao Concentracao Recuperado DPR
da bioconverséao + tedrica (g/L) experimental (%) (%)
solucdo padréao (g/L)
5,98 + 0,97 7,03 = 0,002 101,14 0,80
Acido
5,98 + 2,36 8,24 £ 0,007 98,80 0,84
maltobidnico

5,98 + 4,98 10,55 £ 0,008 98,96 0,73
3,31+ 1,00 4,29 +0,003 99,43 0,40
Maltose 3,31 +2,44 5,74 £ 0,006 99,70 0,21
3,31 +4,86 8,24 + 0,003 100,93 0,65
tragos + 0,95 0,95 £ 0,041 100,33 0,23
tracos + 2,36 2,40 £ 0,020 101,79 1,25

Frutose
tracos + 4,72 4,79 + 0,013 101,37 0,96
2,26 + 1,00 3,18 +0,103 97,45 1,82
2,26 + 2,48 4,75 + 0,022 100,43 0,31

Sorbitol

2,26 +4,95 7,24 £0,013 100,34 0,24
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A recuperacéo esta diretamente relacionada a exatiddo do método, sendo que estes
valores devem ser proximos a 100%, com um desvio padrdo de + 20%, conforme
preconizado pela Anvisa (Brasil, 2003). No caso, os valores determinados ficaram préximos
a 100%, o que demonstra que o método de quantificacdo proporciona a exatiddo necessaria
para fornecer um valor confiavel da concentragdo do analito.

Subsequentemente, a exatiddo do método foi avaliada em uma mistura da solucéo
padrdo e o caldo da bioconversdo (efeito matriz), ambas contendo 0s quatro compostos
analisados, com o intuito de quantificar simultaneamente os compostos envolvidos na reacéo
de bioconverséo de maltose e frutose em acido maltobi6nico e sorbitol, respectivamente.

Os valores determinados de DPR foram inferiores a 5% e a recuperacdo em torno de
100%, conforme preconizado pela Anvisa (Brasil, 2003). Nestas condicGes, é identificada a
exatiddo do método para a quantificacdo dos compostos envolvidos na reacdo. Pode-se
observar que a quantificacdo da mistura do caldo proveniente da bioconversdo com a
solucdo padréo foi precisa, validando assim o método proposto.

A gama de informacGes relativas ao desenvolvimento e validacdo do método de
quantificacdo simultanea de acido maltobidnico, maltose, frutose e sorbitol por CLAE, o
tornam confidvel para a execucdo de analises relacionadas com o processo de producao de

acido maltobiénico e sorbitol por GFOR/GL de Z. mobilis.

4.6.2 Determinagéo do pKa do &cido maltobidnico

A partir do pKa, ou a constante de dissociagdo &cida, pode-se definir a acidez ou

basicidade de um composto. Quanto maior o valor de pKa, menor é a acidez deste composto

(Harris, 2005). A avaliacdo foi feita a partir da medida de pH de solugbes de concentragdes
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conhecidas de &cido maltobidnico. Os valores foram determinados a partir da equagéo 10,

sendo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados dos testes de determinacdo da constante de dissociacdo acida (pKa)

para o acido maltobionico, partindo de solugdes de diferentes concentragoes.

pH medido Concentracéo do Concentracao do pKa
acido (mol/L) HsO* (mol/L)
2,27 0,1111 0,00537 3,56
2,56 0,0279 0,00275 3,52
2,61 0,0223 0,00245 3,51
2,65 0,0186 0,00224 3,51
2,7 0,0160 0,00199 3,54
2,73 0,0140 0,00186 3,54
2,76 0,0120 0,00173 3,54
2,79 0,0111 0,00162 3,55
2,81 0,0101 0,00155 3,55
2,84 0,0093 0,00144 3,57
2,90 0,0065 0,00126 3,52
2,93 0,0058 0,00117 3,53
2,96 0,0053 0,00109 3,54

Na Tabela 16, observam-se que os valores de pKa em cada nivel de pH sdo proximos

ao valor determinado no procedimento experimental descrito no item 4.4, no qual foi

realizada a troca i6nica do sal do acido maltobidnico para sua forma &cida. Em ambos 0s

casos, 0 pKa do acido maltobibnico ficou na média de 3,54. Este valor é préximo ao definido
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na literatura para o &cido lactobionico, pKa 3,8 (Farmacopeia Europeia, 2009). Para o &cido
maltobibnico sdo relatados em banco de dados o valor de pKa 3,26, porém estes valores séo
dados preditos por softwares, ndo sendo valores experimentais (FoodB, 2019). Sendo assim,
tanto o &cido maltobidnico como o lactobidnico se enquadram como &cidos fracos, sendo

que sua constante (pKa) fica entre os valores -2 e 12 (Bruice, 2004).

4.6.3 Determinacéo da solubilidade

A solubilidade foi determinada considerando o preconizado na Farmacopeia
Brasileira (2009), com a devida classificagdo das amostras de acordo com a solubilidade em
agua. Os resultados de solubilidade do acido maltobidnico e sais sdo apresentados no
Quadro 2. A concentracdo de amostra esta relacionada com a quantidade de agua utilizada

para a completa solubilizacéo.

Quadro 2 - Solubilidade do &acido maltobidnico e seus sais em &gua, em temperatura

ambiente (22 £ 2 °C).
Amostra Solubilidade Concentracéao
Acido maltobibnico Solavel 3,3 /100 mL
Maltobionato de célcio Pouco soluvel 0,3 g/100 mL
Maltobionato de sodio Pouco soluvel 0,22 g/100 mL
Maltobionato de calcio (xarope) Pouco soluvel 0,3 9/100 mL
Maltobionato de sodio (xarope) Pouco soluvel 0,25 g/100 mL

Solavel: entre 1 e 3 ml de H2O; Pouco soltvel: entre 10 e 100 ml de H,0



79

De acordo com os dados apresentados no Quadro 2, o acido maltobidnico é mais
solivel em &gua que seus sais. Isto ocorre uma vez que as amostras na forma de sal sdo

menos sollveis em agua que a amostra na forma acida (Mahan e Myers, 1994).

4.6.4 Determinacdo do poder rotatorio especifico

O poder rotatério especifico ([a]o?’) das amostras de acido maltobibnico e dos sais
de célcio e de sodio, obtidos na bioconversdo de maltose purificada e de xarope de maltose,
foi determinado. Este parametro é dependente de fatores como a temperatura, o
comprimento de onda da luz incidente, o solvente utilizado, a natureza da substancia e sua

concentracédo. Os resultados gerais sao expressos na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados referentes a determinacdo do poder rotatério especifico das amostras
do acido maltobidnico, maltobionato de calcio e sodio e substratos envolvidos na reagdo de

bioconversao.

Amostra ([@]o®) experimental ([@]o®) literatura*
Acido maltobibnico +83,2° +98,3°
Maltobionato de calcio +79,75° +97,5°
Maltobionato de sodio +93,43° -
Maltobionato de calcio (xarope) +100,3° -

Maltobionato de sodio (xarope) - -

Maltose +126° +126° a +131°
Frutose -83,5° -91° a-93°
Sorbitol -1,1° +4° a +7°

*Fonte: (Glattfeld e Hanke, 1918; Rowe et al., 2009; Duarte, 2012)
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Salienta-se que ndo ha dados recentes relativos ao poder rotatério especifico do acido
maltobionico e seus sais. Conforme Glattfeld e Hanke (1918), em estudos de oxidagéo de
maltose a acido maltobiénico em solucdo de perdxido de hidrogénio, s&o relatados valores
de poder rotatério do acido maltobidnico e do maltobionato de célcio de +98,3° e +97,5°,
respectivamente. Como pode ser observado, os resultados apresentados na Tabela 17
diferem dos dados relatados na literatura. Esta alteracdo pode estar relacionada ao tipo de
equipamento ou erros experimentais, um vez que a obtencdo dos resultados depende de
avaliacdo visual. Pode ser salientado o fato de que a forma de acido do composto, em
contrapartida a forma de sal, tende a ter o poder rotatério menor, como observado para o
acido maltobibnico (+83,2°) e para a maltose (+131°) (Glattfeld e Hanke, 1918; FoodB,

2019; ChemSpider, 2019).

4.6.5 Determinagdo do ponto de fusdo

Os resultados referentes ao ponto de fusdo das amostras de acido maltobi6nico e seus
sais, obtidos como resultados da reacdo de bioconversdo com maltose e com xarope de
maltose, sdo apresentados na Tabela 18. Como observado, de forma geral, os dados relativos
as amostras de acido maltobidnico e seus sais sdo inferiores aos reportados para o acido
lactobidnico e seus sais (Carra, 2012; Delagustin, 2016). Além disto, o 4cido maltobidnico e
0 maltobionato de sddio apresentaram valores inferiores aos demais. Isto pode ser justificado
pelo fato de que, visualmente, as amostras de acido de maltobiénico e maltobionato de sédio
apresentam a caracteristica de gel em temperatura inferior as demais amostras. Ressalta-se,
mais uma vez, que a composi¢cdo do maltobionato de célcio e de sédio resultantes da

bioconversdo de xarope de maltose apresentaram ponto de fusdo superior aos demais,
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podendo estar relacionado a sua composi¢do, contendo os aglcares nao convertidos via agdo

catalitica de GFOR/GL.

Tabela 18 - Resultados referentes & determinagdo do ponto de fusdo das amostras do acido
maltobibnico e seus sais de sodio e célcio, obtidos pela bioconversdo de maltose purificada

e/ou xarope de maltose.

Amostra Ponto de fuséo (°C)
Acido maltobiénico 97,3
Maltobionato de célcio 126,4
Maltobionato de sodio 87
Maltobionato de célcio (xarope) 154,2
Maltobionato de sédio (xarope) 138,4

4.6.6 Caracterizacao estrutural

Na andlise de morfologia por FTIR sdo determinadas as ligacGes quimicas presentes
na estrutura da molécula. A caracterizacao foi feita para a forma é&cida (acido maltobidnico)
e para os sais (maltobionato de sodio e de célcio). Na Figura 22 séo apresentados os perfis
obtidos para cada amostra, sendo representadas por suas respectivas bandas de comprimento
de onda que sdo reportadas as ligagcdes quimicas.

Na Figura 22, observam-se as bandas correspondentes as ligacdes quimicas ao longo
da estrutura da molécula de acido maltobiénico. Por ser um estereoisdbmero do &cido
lactobidnico, ha similaridade nas ligacGes quimicas e, consequentemente, no perfil do
espectrograma (Bisinela et al., 2017). Foram observadas nas bandas entre 3300 até
3600 cm, a ligacdo de H-O; entre 2800 e 3000 cm™, a ligagdo de C-H; entre 1600 e 1700

cm?, a ligagio de C=0 na funcio acida; entre 1550 e 1600 cm™, a ligacdo de C-H; entre
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1300 e 1250 cm™, a ligagdo C-O na funcéo acida; entre 1000 e 1100 cm™, a ligac&o entre C-

O; e entre 600 e 900 cm™, a ligagéo entre C-H ciclica (Silverstein e Webster, 1998).
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Figura 22 - Perfil do espectrograma de infravermelho FTIR para amostra de &cido

maltobibnico.

Da mesma forma, foram avaliados os demais sais do acido maltobidnico, podendo-se
comparar com sua forma 4&cida, por possuirem estruturas moleculares semelhantes. Na
Figura 23 sdo apresentados os espectrogramas de FTIR para as amostras de maltobionato de
calcio (A), maltobionato de sédio (B), ambos obtidos no processo de bioconversdo com o
uso de maltose e, por fim, maltobionato de célcio (C) e maltobionato de sodio, ambos
resultantes do processo de bioconversédo com xarope de maltose (D).

Como observado na Figura 23, o perfil do maltobionato de calcio (Fig. 23A) se
assemelha ao espectrograma do acido maltobionico (Figura 22), no qual sdo observadas as
mesmas bandas e nos mesmos comprimentos de onda. Para os demais, as amostras foram

semelhantes entre elas, no caso dos espectrogramas do maltobionato de sodio (Fig. 23B), do
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maltobionato de calcio obtido pela bioconversdo do xarope de maltose (Fig. 23C) e do
maltobionato de sédio também obtido pela bioconversdo do xarope de maltose (Fig. 23D),
identificaram-se as mesmas bandas e nos mesmos comprimentos de onda.

As bandas de comprimento de onda correspondente as ligages quimicas encontradas
para os sais sdo as praticamente as mesmas do acido maltobidnico, sendo que a pequena
diferenca entre estas pode estar atrelada a algum erro experimental decorrente do

procedimento analitico ou até mesmo devido as diferencas na estrutura molecular do sal e do
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Figura 23 - Perfil do espectrograma de infravermelho FTIR para amostra de maltobionato de
calcio (A) e maltobionato de sodio (B) obtidos na bioconversdo de maltose purificada e

maltobionato de célcio (C) e maltobionato de sodio (D) obtidos na bioconversdo de xarope

de maltose.
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4.6.7 Caracterizagdo por analises térmicas (TG/DTG)

As analises termogravimétricas (TG/DTG) foram realizadas com o proposito de
avaliar o perfil de variacdo de massa das amostras frente ao aumento da temperatura,
avaliado de 23 a 700 °C. As Figuras 24, 25, 26, 27 e 28 representam as curvas de TG/DTG
para o &cido maltobidnico e dos sais - maltobionato de célcio e de sddio - obtidos com 0 uso
de maltose purificada ou de xarope de maltose na reacdo de bioconversdo, em funcdo do

incremento da temperatura da analise.
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Figura 24 - Curva de TG/DTG para o acido maltobi6nico obtido na bioconversdo de maltose

purificada. (=) TG (---) DTG.

Na Figura 24, podem ser observados os eventos em que ocorre a perda de massa,
identificado pela analise da curva de TG, e as respectivas temperaturas que ocorrem estes
eventos, observados de acordo com os perfis das curvas DTG. Os eventos decorrentes do

aumento da temperatura séo apresentados na Tabela 19. Foram observados quatro eventos
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para a amostra de acido maltobiénico. O primeiro pode estar relacionado a perda da
umidade, que ocorre aproximadamente a 100 °C e os demais sdo relativos a degradacao e
oxidacdo do composto orgénico, como relatado por Bisinella et al. (2016) em estudos com

acido lactobionico.

Tabela 19 - Resultados referentes aos eventos térmicos de acordo com aumento da

temperatura para amostra do acido maltobi6nico

Amostra TG DTG

Acido maltobidnico Ti—Tf(°C) A massa (%) Tonset-Tendset (°C) Tp (°C)

1° evento 29 -173 8 34 - 164 126
2° evento 173 - 253 38 173 - 250 211
3° evento 265 - 386 14 263 - 390 321
4° evento 446 - 582 24 460 - 562 509

Estes eventos de degradacdo estdo associados a quebra das liga¢bes quimicas, sendo
que primeiramente sdo rompidas as ligacGes C-C (346,8 kJ/mol), devido a energia de ligacao
das demais ligagdes do composto, como C-H (413,4 kJ/mol), C-O (353,5 kJ/mol), C=0
(804,3 kJ/mol), H-O (463,5 kJ/mol) e C=C (612 kJ/mol). Este efeito faz com que o
composto se degrade antes que sejam rompidas as ligagcbes quimicas, formando outros
compostos ou produtos da degradacdo (Clayden et al., 2001). Este fenbmeno pode ser
observado para todas as amostras testadas, sendo que estas possuem 0 mesmo tipo de
ligacdo, sem levar em conta a ligacdo com as moléculas de Ca e Na, que possuem baixa
energia de ligacdo (Chang, 1994; Paiva e Ferreira, 2015; Simdes et al., 2015).

Na Figura 25, representando a curva TG/DTG para o maltobionato de célcio,
observam-se similaridades com o perfil observado com composto na forma acida (Figura

24).
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Os dados relativos as temperaturas de cada evento estdo dispostos na Tabela 20.

100 4
80 - 11
o =
S 60 £
b 3
2 1°%
(U]
= =
40 4 o
4
20 -
0 T T T T T T T T T T T T T T T -2
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Figura 25 - Curva de TG/DTG para o maltobionato de célcio obtido na bioconversdo de

maltose purificada. (—) TG (---) DTG.

Tabela 20 - Resultados referentes aos eventos térmicos de acordo com aumento da
temperatura para amostra do maltobionato de célcio, resultante da bioconversdo utilizando

maltose purificada como substrato.

Amostra — maltobionato TG DTG
de calcio Ti—Tf(°C) A massa (%) Tonset-Tendset (°C) Tp (°C)
1° evento 37 -161 4 34 - 159 90
2° evento 176 - 262 34 168 - 260 218
3° evento 264 - 408 16 263 - 400 310
4° evento 413 - 516 25 403 - 515 442

5° evento 585 - 650 5 594 - 658 630
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Diferentemente do &cido maltobibnico, para o maltobionato de calcio foram
identificados cinco eventos distintos. O primeiro também foi atribuido & perda de umidade e
0s demais, resultantes de oxidagéo e degradagéo do composto organico (Tabela 20).

Para o maltobionato de sddio, os perfis das curvas de TG/DTG sdo apresentados na
Figura 26, sendo identificados quatro eventos distintos. Cabe ressaltar que nem todos 0s

eventos ficaram evidenciados no DTG, sendo o terceiro evento apenas de perda de massa e

ndo atribuido a alguma degradacdo ou oxidac&o.
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Figura 26 - Curva de TG/DTG para 0o maltobionato de sodio resultante da bioconverséo

utilizando maltose purificada. (—) TG (--) DTG.

Na Tabela 21, sdo resumidos os dados relativos as curvas de TG/DTG da amostra de
maltobionato de sédio. Para tanto, o primeiro evento foi atribuido a perda de umidade e os

demais eventos a degradacdo e a oxidacdo da matéria organica, assim observado por

Bisinella et al. (2016).
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Tabela 21 - Resultados referentes aos eventos térmicos de acordo com aumento da

temperatura para amostra do maltobionato de sddio resultante da bioconversao utilizando

maltose purificada como substrato.

Amostra — maltobionato TG
de sddio Ti—-Tf(°C)  Amassa (%) Tonset- Tendset (°C) T, (°C)
1° evento 34 -154 11 47 - 144 100
2° evento 162 - 268 36 155 - 262 199
3° evento 270 - 614 20 - -
4° evento 622 - 713 14 623 - 710 664

Na Figura 27, séo evidenciados os perfis das curvas de TG/DTG para o maltobionato

de célcio obtido a partir de xarope de maltose.
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Figura 27 - Curva de TG/DTG para 0 maltobionato de célcio resultante da bioconversédo

utilizando de xarope de maltose. (—) TG (---) DTG.
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A partir da curva de TG/DTG apresentada na Figura 27, foram tabelados os dados
referentes as temperaturas dos eventos decorrentes do aumento da temperatura da reacéo,

conforme demonstrado na Tabela 22.

Tabela 22 - Resultados referentes aos eventos térmicos de acordo com aumento da
temperatura para amostra do maltobionato de calcio resultante da bioconversdo utilizando

xarope de maltose como substrato.

Amostra — maltobionato TG DTG
de célcio (xarope) Ti—Tf(°C) A massa (%) Tonset- Tendset (°C) Tp (°C)
1° evento 29 -135 9 28 - 135 50
2° evento 151 - 266 36 144 - 257 210
3° evento 276 - 401 27 261 - 399 315
4° evento 404 - 510 20 402 - 519 436
5° evento 570 - 641 2 564 - 642 603

Neste caso, assim como o maltobionato de calcio produzido com o uso de maltose
purificada, observaram-se cinco eventos distintos, nos quais o primeiro é caracterizado pela
perda da umidade e os demais eventos pela degradacdo do composto seguida da quebra das
ligagBes quimicas remanescentes.

Na Figura 28, é mostrado o perfil da curva TG/DTG para o maltobionato de sédio
obtido com a utilizacdo de xarope de maltose. Os perfis apresentados seguiram 0 mesmo
identificado para o maltobionato de sédio obtido com maltose purificada, assim como para

as amostras de maltobionato de célcio.
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Figura 28 - Curva de TG/DTG para o maltobionato de sodio obtido na bioconversdo de
xarope de maltose. (—) TG (---) DTG.
A partir da Figura 29, foram identificadas as temperaturas dos eventos, representados

na Tabela 23.

Tabela 23 - Resultados referentes aos eventos térmicos de acordo com aumento da

temperatura para amostra do maltobionato de sdédio resultante da bioconversdo utilizando

xarope de maltose como substrato.

Amostra — maltobionato TG DTG
de sodio (xarope) Ti—TF(°C) A massa (%) Tonset-Tendset (°C)  Tp (°C)
1° evento 60 - 121 8 64 - 123 95
2° evento 151 - 250 35 152 - 251 195
3° evento 241 - 450 24 260 - 365 304

4° evento 614 - 730 18 602 - 739 700
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A partir destas analises, pode-se concluir que todas as amostras apresentaram eventos
de perda de umidade até 200 °C. Com o incremento da temperatura, ocorrem eventos de
degradacdo da matéria organica do composto. Os demais eventos foram relativos ao
rompimento das demais liga¢fes quimicas, sendo caracteristicas para cada molécula.

Mesmo usando solucGes de substrato de composic¢des diferentes, 0 maltobionato de
sodio e de calcio obtidos da bioconversdo de xarope de maltose apresentam caracteristicas
semelhantes em relacdo aos produtos maltobionato de sddio e de célcio resultantes da
conversdo de maltose purificada. Este resultado indica a aplicabilidade do xarope de
maltose, substrato de menor custo, para a producdo de acido maltobiénico pelo complexo
GFOR/GL de Z. mobilis.

A avaliacéo dos perfis caracteristicos de TG/DTG das referidas amostras foi utilizada

como parametro para as analises térmicas (DSC), apresentadas e discutidas a seguir.

4.6.8 Caracterizacdo por analises térmicas (DSC)

Para as analises de DSC, foi necessario garantir que as amostras ndo fossem
degradadas no interior do equipamento e, neste sentido, os resultados de TG/DTG
(apresentados no item 4.6.7) serviram como base para a determinagdo da temperatura a ser
usada na realizacdo desta analise. Sendo assim, as corridas de DSC foram feitas entre 23 e
140 °C e ficou constatado que a temperatura de degradacdo, para todas as amostras, foi
superior a 180 °C. A temperatura final da corrida das amostras no equipamento de DSC
(140 °C) foi escolhida para evitar a degradacdo das amostras no interior do sistema, como
abordado anteriormente. Na Figura 29, é apresentada a curva de DSC para a amostra de

acido maltobidnico.
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Figura 29 - Curva do DSC para a amostra de &cido maltobidnico

Na curva de DSC apresentada na Figura 29, observaram-se dois eventos em que
ocorrem variagdes na linha de base, a 46 e 68 °C. Estes eventos podem estar relacionados a
Ty do &cido maltobidnico, porém estes valores sdo inferiores ao reportados por outros
autores para este acido (Fukami et al., 2016). Esta variacdo pode estar relacionada as
condigBes operacionais, sendo que a vazao de nitrogénio utilizada nestas analises foi inferior
a reportada por outros autores (Fukami et al., 2016; Bisinella et al., 2017). No trabalho de
Bisinella et al. (2017), em particular, ndo foi avaliada a Ty do acido lactobidnico, sendo as
analises realizadas em temperaturas crescentes, ate 220 °C. Outro fator que pode ter
influenciado a determinacdo de Tq seria o teor de agua presente na amostra, o qual ndo foi
analisado ao longo deste trabalho. A temperatura de fusdo, podendo ser representada pela
temperatura méxima do pico identificado entre 80 e 110 °C, foi determinada em 93 °C,
diferentemente da temperatura definida nos testes realizados neste trabalho, de 97,3 °C (item
4.6.5).

Na Figura 30, sdo apresentadas as curvas de DSC para as demais amostras - sais do

acido maltobiénico. Na amostra de maltobionato de célcio (Figura 30A), foi observado um
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evento térmico entre 60 e 80 °C, com entalpia de 48,3 J/g e Ty de 70 °C. Este evento ndo foi
associado a temperatura do ponto de fusdo previamente determinado, sendo que, nestas

condicBes, os eventos identificados estariam, possivelmente, relacionados a perda de

umidade.
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Figura 30 - Curva de DSC para as amostras de maltobionato de calcio (A), maltobionato de
sodio (B), obtidos com o uso de maltose e de maltobionato de célcio (C) e maltobionato de

sodio (D) obtidos na bioconversdo de xarope de maltose.

Nas curvas de DSC das amostras dos sais do &cido maltobionico, como demonstrado
na Figura 30, observam-se 0s eventos que ocorrem em temperaturas inferiores a 140 °C.
Como reportado por outros autores, a Tg do maltobionato de calcio (148,1 °C) € superior ao

limite testado no equipamento. Sendo assim, para as amostras dos sais nao foram
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identificadas as temperaturas de transicdo vitrea (Tg). As temperaturas de fusdo, ou dos
eventos que ocorreram na determinada temperatura, e suas respectivas entalpias estdo

apresentadas na Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados referentes a temperatura e entalpia dos eventos apresentados nas

curvas de DSC das amostras do acido maltobidnico e seus sais.

Temperatura ( °C) Entalpia (J/g)
Amostras
To Tp Te AHs
Acido maltobi6nico 81 93 115 71,7
Maltobionato de célcio 106 126 136 50,2
Maltobionato de sodio 83 94 102 47,1
Maltobionato de célcio (xarope) 70 85 107 115,1
Maltobionato de sodio (xarope) Os eventos estdo descritos abaixo
1°evento 57 61 67 22,5
2° evento 87 100 120 95,5
3 evento 122 129 133 28,2

A amostra de acido maltobiénico apresentou um evento distinto, podendo ser
relacionado a temperatura de fusdo. Este evento teve inicio a 81 °C e terminou em 115 °C,
com a temperatura de pico atingida a 93 °C e entalpia de fusdo de 71,7 J/g. Bisinella et al.
(2017) relatam a identificacdo de 4 eventos endotérmicos distintos para a curva de DSC do
acido lactobidnico, sendo que destes, um evento possuiu a maior entalpia (97 J/g) entre as
temperaturas de 67 e 117 °C, com temperatura de pico em aproximadamente 82 °C. Os

autores ndo atribuiram nenhum fendmeno a este evento em particular.
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Para 0 maltobionato de célcio (Figura 30A), o evento foi identificado de 106 a
136 °C, com pico em 126 °C e entalpia de 50,2 J/g, sendo que a temperatura de fuséo para
esta amostra - determinada no item 4.6.5 - foi de 126 °C. No caso de maltobionato de sodio
(Figura 30B), identificou-se evento entre as temperaturas de 83 e 102 °C, com pico em 94°C
e entalpia de 47,1 J/g. Para esta amostra, foi calculado um valor de ponto de fuséo de 87°C.
As temperaturas nos eventos das amostras de maltobionato de célcio (Figura 30C) e de sddio
(Figura 30D) obtidos com o uso de xarope de maltose foram inferiores as determinadas para
a temperatura de fusdo, definida no item 4.6.5. Desta forma, 0s eventos que ocorreram nesta

faixa de temperatura n&o foram relacionados com as temperaturas de fusdo destas amostras.

4.6.9 Caracterizacdo estrutural

As estruturas quimicas do &cido maltobidnico e dos respectivos sais de sodio e célcio
foram confirmadas, até 0 momento por espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS,
do inglés: High Resolution Mass Spectrometry), por meio da injecdo direta dos analitos e
empregando uma fonte de ioniza¢do por “electrospray” (ESI, do inglés: ElectroSpray
lonization), operando no modo positivo (ESI+) e no modo negativo (ESI-).

Na ionizacdo por “electrospray” comumente sdo gerados ions moleculares ([M]+ ou
[M]), moléculas protonadas ou desprotonadas ([M+H]+ ou [M-H]") e ainda moléculas
cationizadas, como por exemplo [M+Na]* ou [M+K]", ou moléculas anionizadas, como por
exemplo [M—CI] . Desta forma, podemos inferir a formula elementar considerando a massa
exata calculada para o acido maltobiénico e os sais de sédio e calcio, e a massa obtida
experimentalmente, ou seja, a massa acurada. Na analise do a&cido maltobiénico no modo

positivo (ESI+), ndo foi observado o ion molecular ou a molécula protonada. No entanto, foi
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observado o ion referente a molécula cationizada [M+Na]* em m/z 381,0998, como

apresentado na Figura 31 e na Tabela 25.

Intens. @ 1+ Maltobionic acid_amostra 03_e.d: +M5, 0.4min #2 3
u."::r -
4 381.0958 N
x1 - OH
B =
. 1+
179.0548
4 = ;
OH
7 24
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721.2022

0 -
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intens. +VS, 0L 4min 123
[‘H.|_' .am%n:;qn e my/z calculada para a formula
%107 § elementar C;H,,0,;Ma [M+Na]*
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Figura 31 - Espectro de massas de alta resolucdo no modo positivo (HRMS-QTof-ESI+)
para a amostra de acido maltobidnico (A). Expansao do espectro em m/z 381 evidenciando a

distribuicéo isotopica para o ion gerado (B), e o espectro simulado (C).

Na anélise no modo negativo (ESI-) foi observado o ion em m/z de 357,1147, ao qual
foi atribuido a molécula deprotonada [M-H]~, sendo referente a formula elementar

C12H21012, ou seja, 0 &nion maltobionato. Na Figura 32 é apresentado o espectro gerado da
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analise do &cido maltobidnico (Figura 32- Espectro A) e a respectiva expansdo na regido em
m/z 357 (Figura 32- Espectro B), em que € observada a distribuicdo isotdpica, a qual pode

ser comparada com o espectro calculado para a formula elementar C1oH21012 [M-H] .

h‘ell‘-;r]: @ 1. Maltobionic acid_modoneg_B.d: -MS, 1.4min 486
] 157.1037
104 ]
2.0
1.5
1.0
0.5
] | L, | 717.2038
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S
100 200 300 400 500 800 700 200 500 mz
Intens. M5, 1. 4min #86
[55] 1- P myz calculada para a formula
. 1-3;"_.1: 57 4037 elementar C,,H,,0,, [M-H]- e as
7 respectivas abundancias
. m/r abundancia (%)
17 1- . 357.1028 100.000
] 158 1089 -
] A 359;}‘3&[‘ 358.1062 13,678
laﬁj » CyzHzOm,, 357.1028 359.1077 3.331
1l C , 360.1107 0.370
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2000 - 361.1124 0.050
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Figura 32 - Espectro de massas de alta resolucdo no modo negativo (HRMS-QTof-ESI-)
para a amostra de acido maltobidnico (A). Expansdo do espectro em m/z 357 evidenciando a

distribuicéo isotdpica para o ion gerado (B), e o espectro simulado (C).

Para 0 maltobionato de sddio, na analise no modo ESI+ foi observado a geracdo da
molécula protonada [M+H], em m/z 381,099 como mostrado na Figura 33. Nesta analise, foi

também detectado com relativa intensidade o ion em m/z 205,0679 [M+Na]*, o qual foi
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atribuido ao sorbitol. Embora o sorbitol tenha sido observado, é importante salientar que a
anélise de HRMS néo pode ser empregada para avaliar a pureza de um determinado analito.
A intensidade do sinal esté relacionada estabilidade do ion gerado na fonte. Assim, mesmo

em pequena quantidade, caso o ion gerado seja bastante estavel, este serd observado na

analise.
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Figura 33 - Espectro de massas de alta resolucdo no modo positivo (HRMS-QTof-ESI+)
para a amostra de maltobionato de sédio (A). Expansdo do espectro em m/z 381

evidenciando a distribuicdo isotopica para o ion gerado (B), e o espectro simulado (C).
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No modo negativo, da forma similar ao que foi observado para o &cido maltobidnico,
foi gerado na fonte a molécula decationizada [M-Na] ~em m/z 357,1036, o qual foi atribuida
ao anion maltobionato (Figura 34). Nenhum outro ion com intensidade apreciavel foi gerado

nas condigdes de andlise.
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Figura 34 - Espectro de massas de alta resolucdo no modo negativo (HRMS-QTof-ESI-)
para a amostra de maltobionato de sédio (A). Expansdo do espectro em m/z 357

evidenciando a distribuicéo isotopica para o ion gerado (B), e 0 espectro simulado (C).

No espectro resultante da analise do maltobionato de calcio, foi observado, no modo

positivo um ion em m/z 397,0658. Analisando a distribuicdo isotdpica deste ion, pode-se
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atribuir a formacdo do ion [M-C12H21012]*, 0 qual foi gerado com apenas uma carga
positiva, e referente a formula elementar C12H21012Ca, e ao fon [M+Ca]?*, o qual apresenta
duas cargas positivas, e é referente a formula elementar C22H42024Ca> (Figura 35). Como o
cation célcio é um cétion divalente, e, portanto, a molécula de maltobionato de célcio possui
dois anions maltobionato, a perda de um dos anions no processo de ionizagdo geraria 0 ion
[M-C12H21012]", 0 qual foi identificado. No entanto, pela distribuicdo isotdpica, nota-se
também a presenca de um ion divalente, no qual a massa acurada é decorrente da relacéo
massa-carga (m/z), sendo a carga 2+. Este ion, o qual também apresenta m/z em 397,0658, é

proveniente do fon [M+Ca]?*.
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Figura 35 - Espectro de massas de alta resolucdo no modo positivo (HRMS-QTof-ESI+)
para a amostra de maltobibnato de calcio (A). Expansdo do espectro em m/z 397

evidenciando a distribuicao isotopica para o ion gerado (B), e o espectro simulado (C).
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Adicionalmente, foram gerados os fons [M+2H]** em m/z 378,0921, o qual é
referente @ molécula diprotonada e de formula elementar C2sH14024Ca, e o ion [M—
C12H21012+H]" em m/z 199,0369, o qual foi atribuido a perda de uma unidade do anion
maltobionato. Outros ions foram observados no espectro, porém nao foram atribuidos.

Da mesma forma como observado nas demais andlises no modo negativo, foi

também detectada a molécula decationizada [M—C12H2:1012-Ca]™ em m/z 357,1078 (Figura

36).
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Figura 36 - Espectro de massas de alta resolucdo no modo negativo (HRMS-QTof-ESI-)
para a amostra de maltobionato de céalcio (A). Expansdo do espectro em m/z 357

evidenciando a distribuicdo isotopica para o ion gerado (B), e o espectro simulado (C).
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Na Tabela 25, sdo apresentados todos os ions gerados pelas analises de HRMS-

QTof-ESI tanto no modo positivo quanto negativo, e que foram utilizados para caracterizar o

acido maltobibnico e os sais de sodio e célcio obtidos no presente trabalho.

Tabela 25 - Anadlises de espectrometria de massas de alta resolu¢do para o &cido

maltobibnico e os respectivos sais de sddio e calcio.?

Molécula

Massa

acurada (m/z)

Foérmula elementar
atribuida (ion gerado)

Massa

monoisotopica

calculada (u)®

Erro
experimental

Acido maltobidnico
C12H22012

Maltobionato de
sédio
C12H2:012Na

Maltobionato de
calcio
C24H42024Ca

Sorbitol
CsH1406

381,0998
357,1037

381,0999
357,1036

397,0658

378,0921

199,0369

357,1041

205,0679

Ci12H22012Na [M+Na]*
Ci12H21012 [M-H]~

C12H22012Na [M+H]*
C12H21012 [M-Na]*

C12H2101.Ca
[M—-C12H21012]*

e
CosH4,024Caz [M+Ca 2+
C24H44024Ca
[M+2H]2*
C12H2201,Ca
[M—C12H2:1012+H]*
C12H21012
[M*C12H210127C3]7
CeH1406Na [M+Na]+

381,1003
357,1028

381,1003
357,1028

397,0653

378,0919

199,0363

357,1028

205,0682

-1,31
2,52

-1,05
2,24

1,25

0,53

3,01

6,64

-1,46

2jons gerados por ionizacdo por “electrospray” no modo positivo (ESI+) e negativo (ESI-).

b unidade de massa atdmica unificada

A confirmacdo estrutural do maltobionato de calcio foi alcancada pela analise de

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H) e de carbono

(RMN de *3C). No espectro de RMN de *H, obtido em D,O (Figura 37), foi observado o

sinal com deslocamento quimico (3) de 5,12 ppm. Este sinal que se apresenta na forma de

um dupleto com uma constante de acoplamento J = 3,9 Hz e integral relativa para um
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hidrogénio, foi atribuido ao hidrogénio anomérico da porcao a-glicosidica. O sinal em 4,11
ppm, o qual apresenta-se como um multipleto, e integral relativa para um hidrogénio, foi
atribuido ao hidrogénio ligado diretamente ao carbono que participa da ligacdo glicosidica
na porc¢do do acido aldénico. Os outros sinais estdo apresentados na forma de multipletos na
regido compreendida entre 3,96 e 3,42 ppm. Estes sinais apresentam uma integral relativa a

11 hidrogénios.
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Figura 37 - Espectro de RMN de ‘H (D20, 300 MHz) do maltobionato de calcio.

No espectro de RMN de 3C, também obtido em D,O (Figura 38), foi possivel
observar 12 sinais esperados. O sinal observado em 178,44 ppm foi atribuido ao carbono
carbonilico. O sinal apresentado em 100,32 ppm foi atribuido ao carbono anomérico da

porcao glicosidica e os demais sinais estdo compreendidos entre 60 e 82 ppm.
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Figura 38 - Espectro de RMN de 3C (D-0, 75 MHz) do maltobionato de célcio.

No espectro foram observados todos os 12 sinais referentes aos 24 carbonos

presentes na molécula.

A partir da caracterizacdo estrutural utilizando os equipamentos de EM e RMN, foi
possivel comprovar a formacdo do acido maltobidnico e seus sais obtidos por sintese
catalitica utilizando o complexo GFOR/GL de Z. mobilis. Os demais resultados referentes a
caracterizacdo do acido maltobiénico diferem das simulagdes reportadas em banco de dados,
sendo importante ressaltar que os valores aqui apresentados foram resultantes de
procedimentos experimentais. Os dados expostos neste capitulo trazem grande contribuicao,
tendo em vista as escassas informacdes na literatura sobre as caracteristicas do &cido
maltobidnico e seus sais (maltobionatos), proporcionando, ainda, o avango de estudos

relacionados a aplicacdo destes compostos na industria especializada.
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5 CONCLUSOES

As conclusdes apresentadas neste capitulo s@o referentes a producéo, purificacéo e a
caracterizacdo do acido maltobibnico e seus sais de calcio e de sddio, obtidos por conversao
enzimatica de maltose purificada ou xarope de maltose.

Na avaliacdo dos parametros de processo na bioconversao de xarope de maltose em
acido maltobidnico, é demonstrada a influéncia da concentracdo de substratos, da
temperatura e do pH sobre a formacao dos produtos, sendo que os melhores resultados sao
obtidos na concentracdo de 700 mmol/L de xarope de maltose, a 39 °C e pH controlado em
6,4.

O aumento da concentracdo de substratos — maltose purificada — na reacdo de
bioconversdo também se mostra promissora, uma vez que com a utilizacdo de 1000 mmol/L
de maltose purificada sdo obtidos resultados superiores quando comparados aos reportados
anteriormente na literatura. Cabe ressaltar que ambos, maltobionato de célcio e de sddio,
podem ser obtidos via acdo do complexo enzimatico GFOR/GL, com rendimentos
superiores a 95%. Outro aspecto importante é a formacdo associada de sorbitol quando
utilizado o complexo enzimatico GFOR/GL, que, embora ndo avaliado especificamente
neste trabalho, tem reconhecidas aplica¢Ges industriais.

O grau de pureza dos sais obtidos na etapa de bioconversao - superior a 98% - é
obtido ao final de trés precipitacfes utilizando metanol ou etanol como solvente e realizado
a 22 £ 2 °C. A eficiéncia da recuperagédo para o solvente metanol e os sais de célcio sao
superiores (80%) quando comparados a eficiéncia do uso de etanol e dos sais de sédio (70%).

As analises propostas para a caracterizagdo do acido maltobidnico e seus sais de
calcio e sodio sdo uteis para comprovar a producdo do composto por rota biotecnoldgica,
ressaltando que as informacdes técnicas disponiveis na literatura referentes ao acido

maltobibnico e sais sdo restritas.
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Os resultados obtidos de producdo de &cido maltobidnico, em processo catalisado
pelo complexo enzimético GFOR/GL de Z. mobilis, além do elevado grau de pureza dos
compostos devidamente caracterizados neste trabalho, contribuem de forma relevante para o

avanco da pesquisa sobre suas aplicacdes na industria farmacéutica e alimenticia.



107

6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuacéo deste trabalho, sugerem-se:

¢ Avaliacdo do efeito antioxidante do acido maltobiénico em alimentos e farmacos.

¢ Identificacdo de métodos e/ou procedimentos de conservacdo e de estocagem do
acido maltobibnico, uma vez que é um composto altamente higroscopico;

e Avaliacdo da estabilidade do acido maltobidnico frente a exposicdo forcada a
ambientes de estresse (alto ou baixo pH, alta ou baixa temperatura, agentes oxidantes, etc.)

e Estudo do escalonamento para a industria do processo de producdo de acidos

organicos utilizando o sistema enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis.
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z . Certificado Kosher
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especificagdo do produto.

Novembro, 2012

Resolugéo RDC n°®12, 02/01/01-ANVISA

17/05/2016

Ingredion Brasil Ing. Ind. Ltda.

As InformagBes aqui contidas s3o de titulo meramente indicativo das possibilidades técnicas de utiizagio do produto, ndlo
aplicando garantia de resultado e no dispensando o usudrio da verificaglo de eventuais limitagdes técnicas de uso em
condigdes ou fin . Alngredion © as empresas do seu grupo reservam-se o direito de
modificar as especificagdes do produto.

As marca & 0 logotipo aqui referidos s80 marcas regisiradss do grupo INGREDION e utiizadas pela Ingredion Brasil Ing, Ind

Lida
Todos os direitos reservados. Copyright 2012

Av. do Café, 277 - 2° andar
04311-000 - S&o Paulo - SP

t: 0300 7895800 / 55 11 5070-7835
e: sac.br@ingredion.com

www.ingredion.com



