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RESUMO

Na presenca de lactose e frutose, &cido lactobibnico e sorbitol sdo formados
equimolarmente em reacdes catalisadas por glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e
glicono-5-lactonase (GL), enzimas periplasmaticas de Zymomonas mobilis. O 4&cido
lactobionico tem alto valor comercial e, como o sorbitol, importantes aplicagdes industriais.
Este trabalho objetivou estudar a cinética de producéo de &cido lactobidnico e sorbitol por
celulas de Z. mobilis permeabilizadas com brometo de cetil trimetil aménio, livres ou
imobilizadas em alginato de célcio. As constantes de saturacdo de Michaelis-Menten de
GFOR/GL para lactose e frutose foram estimadas em 0,39 e 0,050mol/L, respectivamente, e
Vmax €m 7,69 unidades de GFOR/GL por grama de células secas (U/g), em que U
corresponde a mmol de produto formado por hora. A imobilizagdo de Z. mobilis foi
avaliada com suspensoes celulares de 30, 50 e 70g/L, observando-se reducdo do fluxo de
massa dos solutos através das esferas de alginato de calcio com maiores massas de células.
Como na bioconversdo de lactose/frutose em acido lactobidnico/sorbitol, um consideravel
volume do reator é ocupado pelas esferas, 0 uso da suspensdo celular de 70g/L para a
imobilizacdo se mostrou favoravel devido a menor quantidade do suporte para ter-se a
concentracdo de células/enzimas desejada para o0 processo. Assim, 0s problemas
operacionais associados a mistura e ao controle de pH foram minimizados. No processo de
bioconversdo, concentracbes de biocatalisador, livre ou imobilizado, entre 5 a 20g/L
resultaram em teores de &cido lactobidnico semelhantes, em torno de 170g/L, com
rendimento de cerca de 70% e produtividades proporcionalmente crescentes. A velocidade
especifica de formacgédo de produto calculada nas primeiras horas de processo com células
imobilizadas (~ 0,76g/g/h) foi menor que a medida com células livres ( ~ 2,0g/g/h) em
razdo de o suporte de imobilizagdo atuar como uma barreira fisica para o transporte de
massa. Na sequéncia, porém, constatou-se uma maior estabilidade do sistema imobilizado e,
em consequéncia, produtividades semelhantes (= 7,1g/L/h) foram alcangadas em ambas as
condicOes. Para avaliar-se possibilidade de reutilizacdo das células imobilizadas, foram
realizadas oito bioconversdes seguidas — 193h de operacdo —, constatando-se a preservagao
de 85% da atividade inicial. Na bioconversdo, o pH foi controlado em 6,4 com NaOH, sendo
formado lactobionato de sodio. Este sal foi precipitado com etanol e, em seguida, convertido a
forma &cida — &cido lactobidnico por cromatografia de troca idnica. O produto purificado

apresentou caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as da substancia padrdo comercial.
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ABSTRACT

Lactobionic acid and sorbitol are formed in equimolar basis from lactose and fructose in
reactions catalyzed by the periplasmic-Zymomonas mobilis enzymes glucose-fructose
oxidoreductase (GFOR) and glucono-é-lactonase (GL). Lactobionic acid has a high
commercial value and, like sorbitol, important industrial applications. The aim of this work
was to study the Kkinetics of lactobionic acid and sorbitol production by cetyl
trimethylammonium bromide-permeabilized cells of Z. mobilis, free or immobilized in
calcium alginate. The Michaelis-Menten saturation constants for lactose and fructose were
estimated as 0.39 and 0.050mol/L respectively and Vax as 7.69 GFOR/GL units per gram
of dry cell mass (U/g), where U corresponds to mmol of product formed per hour. Z.
mobilis immobilization was evaluated with cell suspensions of 30, 50, and 70g¢g/L and
decreasing mass flux of solutes through calcium alginate spheres was observed as
increasing cell mass was used. Since a significant reactor working volume was occupied by
the alginate spheres in the bioconversion of lactose/fructose to lactobionic acid/sorbitol, the
use of the 70g/L cell suspension for immobilization seemed advantageous because of the
smaller amount of support needed to have the desired cell/enzyme concentration for the
process. As such, the operation problems associated with mixing and pH control were
minimized. In bioconversion process, concentrations of biocatalyst, free or immobilized,
from 5 to 20g/L resulted in similar lactobionic acid titers, ca. of 170g/L, with a yield of 70%
and proportionally increasing productivities. The specific product formation rate calculated
during the initial hours of process with immobilized Z. mobilis (= 0.76g/g/h) was less than
the measured with free cells (= 2.0g/g/h) because the immobilization support acts as
physical barrier to mass transport. In the sequence, however, it was noticed that the
immobilized system presented a higher stability and, as a consequence, similar
productivities (=7.1g/L/h) were achieved for both conditions. In order to assess the
possibility of re-using the immobilized cells, eight sequential bioconversion runs were
carried out — 193h of operation — and a preservation of 85% of the initial enzyme activity
was observed. In the bioconversion process, the pH value was controlled in 6.4 with NaOH
and sodium lactobionate was formed. This salt was precipitated with ethanol and
subsequently converted to its acid form - lactobionic acid — by ion exchange
chromatography. The purified product presented physical-chemical characteristics which

are similar to those of commercial-standard substance.



1. INTRODUCAO

Zymomonas mobilis é uma bactéria anaerdbia que apresenta elevada converséo
de glicose a etanol. Utilizando-se sacarose ou glicose e frutose como substratos de
fermentagdo, consideraveis quantidades de sorbitol e &cido gliconico sdo formados. As
enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR), com a coenzima
NADP" acoplada, e glicono-5-lactonase (GL) foram identificadas como responsaveis
pela formacéo destes produtos.

Sorbitol é largamente utilizado na indUstria de alimentos como edulcorante,
como biossurfactante em produtos de limpeza e como emoliente em cosméticos, entre
outras importantes aplicaces. Acido gliconico, por sua vez, tem aplicages principais
na industria de alimentos, como acidulante e estabilizante, e na remocdo de
incrustacGes em metais. Assim, houve, num primeiro momento, um grande interesse no
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos baseado neste sistema enzimatico para a
obtencdo especialmente de sorbitol. Entretanto, visto que o complexo GFOR/GL de Z.
mobilis resulta na formacdo equimolar de seus produtos de reducdo e de oxidacdo, o
seu uso industrial é ainda inviavel devido a relativamente pequena demanda comercial
de &cido gliconico em relagdo ao sorbitol. Por outro lado, relatos na literatura
demonstram a capacidade deste complexo enzimatico de oxidar outras aldoses em
substituicdo a glicose, conduzindo a formacdo dos respectivos acidos organicos e seus
diferentes sais. Neste caso, destaca-se o &cido lactobionico, resultante da oxidacdo da
lactose, substancia de alto valor agregado e importantes aplicacfes na area médica,
como componente de solucbes de conservacdo de 6rgdos a serem transplantados, e na

area cosmética, devido ao seu poder hidratante, cicatrizante e anti-radicais livres.



Para a producéo de &cido lactobidnico e sorbitol por Z. mobilis, é realizada,
primeiramente, a etapa de obtencdo de biomassa celular com alta atividade de
GFOR/GL, e de etanol. Na sequéncia, a biomassa € inativada por permeabilizacdo com
solventes orgénicos ou detergentes e, posteriormente, usada na bioconversdao de
acucares em produtos. Para a etapa de bioconversdo, a técnica de imobilizagdo celular
tem sido empregada. Esse processo envolve a retencdo da enzima em uma matriz
polimérica, o que restringe a acessibilidade da enzima ao substrato, provocada, dentre
outros fatores, por restricGes a transferéncia de massa através do suporte. Por outro lado,
a imobilizacdo celular proporciona a obtencdo de maior estabilidade enzimatica, a
facilidade na separacdo dos produtos na fase liquida, a possibilidade de uso de maior
concentragdo do biocatalisador e, ainda, o reaproveitamento de células em repetidos
ciclos de bioconverséo.

Na bioproducéo de acido lactobibnico, sdo encontradas algumas dificuldades
como a baixa afinidade entre o sistema GFOR/GL e lactose, 0 que torna a reacdo
especialmente lenta ao final de cada batelada em razéo da mais baixa concentracdo de
substratos presentes no meio e, também, em decorréncia da perda de atividade enzimatica
em funcdo do tempo reacional. Assim, a produtividade do processo de bioconversdo
depende diretamente dos titulos em GFOR/GL presente nas células de Z. mobilis e de
parametros operacionais que permitam 0 maximo aproveitamento da atividade
enzimatica.

Além disso, para que haja a conversdo de lactose a acido lactobionico pelo
complexo enziméatico de Z. mobilis, o pH reacional deve ser controlado em valores
préximos a neutralidade. Desta forma, a adicdo de hidroxido de sodio ao meio para o

controle do pH, induz a formacdo de lactobionato de sddio. Tendo em vista que o acido



lactobidnico é geralmente utilizado na forma acida, torna-se necessario a conversao do
lactobionato de sddio, obtido no processo de bioconversao, em uma substancia &cida.
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo geral estudar a cinética de

producdo de sorbitol e &cido lactobidnico por enzimas presentes no periplasma de Z.
mobilis utilizando células permeabilizadas livres ou imobilizadas em alginato de calcio.
Para que o objetivo geral fosse alcancado, foram desenvolvidas atividades que
focalizaram os objetivos especificos listados a seguir.

Avaliar o ajuste do complexo enzimatico GFOR/GL presente em células
permeabilizadas de Z. mobilis ao modelo de Michaelis-Menten.
. Determinar o efeito da concentracdo de substrato e de células livres sobre a formacéo
de produtos da bioconversao.
. Estudar o efeito da difusdo das substancias no suporte em diferentes concentragdes de
suspensao celular de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio.
. Definir a concentracdo celular a ser utilizada na etapa de imobilizac&o e no processo de
bioconversao e seus efeitos sobre a velocidade especifica de formacgéo de produto.
. Comparar a bioproducdo utilizando células de Z. mobilis livres e imobilizadas em
alginato de calcio.
. Testar as condicGes de armazenamento da biomassa imobilizada de Z. mobilis visando
a preservacado da atividade enzimatica.
. Avaliar a reutilizacdo das células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio em
sucessivos ciclos de bioconverséo.
. Realizar a conversao do lactobionato de sddio obtido no processo de bioconversdo em
sua forma &cida.

. Caracterizar fisico-quimicamente o acido lactobiénico obtido por via biotecnologica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Zymomonas mobilis

2.1.1 Aspecto geral

Zymomonas mobilis € uma bactéria anaerdbia Gram-negativa, na forma de

bastonetes com 1 a 6 um de comprimento e 1,0 a 1,5 um de didmetro, que se apresenta

de forma isolada, aos pares ou em cadeia (Figura 1). Esta bactéria ndo forma esporos e,

em sua grande maioria, ndo possui mobilidade (Swing & De Ley, 1977; Viikari, 1986).

Figura 1: Aspectos morfoldgicos de Zymomonas mobilis CP4 (Palha et al. 2002).

Z. mobilis foi originalmente isolada de bebidas alcodlicas como o vinho de
palma africano e o pulque mexicano e também identificada como um contaminante de
cidra e cerveja nos paises europeus (Swing & De Ley, 1977; Viikari, 1986). Ja foi
relatado o efeito antagdnico deste microrganismo contra numerosas espécies de

bactérias e fungos como, por exemplo, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e



Candida albicans, ndo sendo patogénica para seres humanos e animais (Wanick et al.,

1970; Limaet al., 1972).

2.1.2 Metabolismo de carboidratos

Z. mobilis tem atraido consideravel interesse nas ultimas décadas devido ao seu
metabolismo e habilidade de produzir etanol com rapidez e eficiéncia a partir de
acucares simples. A bactéria € quimiorganotrofica, utilizando como fontes de carbono
somente glicose, frutose e sacarose. Entretanto, apds a década de 90, estudos na area de
engenharia genética sobre esta bactéria foram expandidos e, através de recombinacdo de
genes, foi possivel demonstrar o metabolismo de outros agucares como a Xilose (Zhang
etal., 1995 apud Rogers et al., 2007; Deanda et al., 1996 apud Rogers et al., 2007).

Zymomonas é o Unico procarioto que utiliza de um sistema de difuséo facilitada
para o transporte de glicose e frutose para o interior do citoplasma sem gasto de energia.
Isso ocorre, possivelmente, devido a um gene glicose facilitador (GLF), similar ao
encontrado em eucariotos (Barnell et al., 1990; Zhang et al.,1995; Sprenger, 1996).

Glicose, frutose e sacarose sdo metabolizadas, dentre outras reacoes, pela via de
Entner-Doudoroff, com rendimentos aproximadamente equimolares de etanol e CO, -
Figura 2 - (Doelle et al.,, 1993). Esta caracteristica despertou o interesse de
pesquisadores, uma vez que esta via normalmente é utilizada por microrganismos
aerobios, sendo o género Zymomonas 0 Unico anaerobio a seguir esta rota metabolica
(Gibbs & De Moss, 1954).

Na via bioguimica de Entner-Doudoroff, para cada mol de glicose ou frutose
consumido € produzido um mol de ATP. Na primeira etapa do catabolismo, glicose é

fosforilada a glicose-6-fosfato pela acdo da enzima glicoquinase, sendo ATP o doador



do grupamento fosfato. Posteriormente, glicose-6-fosfato desidrogenase converte
glicose-6-fosfato em 6-P-gliconolactona, tendo a coenzima NAD(P)" como aceptora de
elétrons. A redugdo do NAD(P)" ocorre pela transferéncia enzimatica de um ion hidreto
(H:) liberando a coenzima reduzida (NADPH). Apos a reacdo de hidrolise, catalisada
pela enzima 6-gliconolactonase e de desidratagdo, pela enzima 6-glicono desidratase,
ocorre a formacdo do 2-ceto-3-desoxi-6-P-gliconato, que é clivado por uma aldolase a
piruvato e gliceraldeido-3-P. Gliceraldeido-3-P segue entdo quatro etapas similares ao
observado na via glicolitica até a formacéo do piruvato, produzindo duas moléculas de
ATP e uma molécula de NADH. O piruvato sofre a descarboxilacdo, formando
acetaldeido, em uma reacdo catalisada pela piruvato descarboxilase. Na Ultima etapa da
via, a coenzima na forma reduzida, é amplamente reoxidada pela acdo da enzima alcool
desidrogenase, durante a reacao de reducgdo do acetaldeido a etanol (Swings & De Ley,

1977).

Utilizando glicose como fonte de carbono, a producéo de etanol por Z. mobilis
corresponde a cerca de 95% do valor maximo teorico, sendo formadas quantidades
insignificantes de produtos secundarios - acetoina, glicerol e lactato (Viikari, 1988). Por
outro lado, na presenca de sacarose ou uma mistura de glicose e frutose, rendimento em
etanol de aproximadamente 80% foi alcancado devido a formacdo de gliconolactona e
sorbitol, pela acdo da enzima glicose-frutose oxidorredutase (Viikari, 1984). Nesta
condicéo, glicono-3-lactonase hidrolisa gliconolactona a gliconato que retorna a via de

Entner-Doudoroff por acéo da gliconato quinase (Figura 2).
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Figura 2: Metabolismo de carboidratos por Zymomonas mobilis (adaptado de Gibbs &

De Moss, 1954; Swing & De Ley, 1977; Sprenger, 1996).



A fim de evitar o retorno do gliconato a esta via, e consequente formacdo de
etanol, diferentes autores desenvolveram processos utilizando células de Z. mobilis
previamente cultivadas e tratadas com agentes permeabilizantes (Chun & Rogers, 1988;
Rehr et al., 1991). Assim, altos rendimentos em &cido gliconico e sorbitol foram
alcancados. Segundo estes autores, isto ocorre devido ao extravasamento de compostos
fosforilados necessarios para a formacdo de etanol. A Figura 3 ilustra o efeito da
permeabilizacdo sobre células de Zymomonas mobilis. A imagem feita por microscopio
eletrbnico de transmissao mostra a distingdo entre o contetdo citoplasmatico, antes (a) e

depois (b) da permeabilizacdo causada pelo extravasamento de compostos intracelular.

[A]

Figura 3: Microfotografia eletrdnica de transmissdo da bactéria Zymomonas mobilis.

[A] antes da permeabilizacédo; [B] ap06s a permeabilizacdo (Wilberg et al. 1997).

2.2 Complexo enzimatico glicose-frutose oxidorredutase e glicono-3-lactonase de

Zymomonas mobilis

Em cultivos de Z. mobilis em meio contendo glicose como fonte de carbono,

além de altos rendimentos em etanol, elevada atividade de GFOR/GL sdo observadas,



sendo que a concentragdo da fonte de carbono influencia significativamente a atividade
da enzima GFOR (Zachariou & Scopes, 1986; Erzinger, 1996).

A descri¢do do mecanismo bioquimico de obtencdo de acido gliconico e sorbitol
foi primeiramente publicada por Zachariou & Scopes (1986), que identificaram a
presenca de glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) como responsavel pela oxidagéo de
glicose a glicono-6-lactona e reducdo de frutose a sorbitol. Glicono-6-lactona é entédo

convertida a &cido gliconico (gliconato) pela a¢do de gliconolactonase (Figura 4).
6
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Figura 4: Bioconversdo de glicose e frutose em sorbitol e &cido glicénico,
respectivamente, pelas enzimas glicose frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-

lactonase (GL) de Zymomonas mobilis. Adaptado de Hardman & Scopes (1988).

Hardman & Scopes (1988) estudaram a cinetica de acdo da GFOR e observaram

que o processo catalitico consistia de duas meias reagdes, em que a reducdo do NADP”
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pela glicose e a oxidacdo do NADPH pela frutose séo alternadas, com subsequente
hidrélise de glicono-3-lactona, catalisada pela glicono-6-lactonase. As reacdes sdo de
primeira ordem, sendo a velocidade no sentido da formacdo do produto
aproximadamente 250 vezes maior que a reacdo reversa.

Segundo diversos autores (Zachariou & Scopes, 1986; Hardman & Scopes,
1988; Satory et al., 1997), o mecanismo ping-pong é adequado para descrever as etapas
de oxidagdo e reducdo do par de substratos glicose e frutose pela enzima GFOR
purificada. A velocidade reacional em funcdo da concentragdo de substrato é
representada graficamente por um segmento de hipérbole, conforme o modelo de
Michaelis-Menten (Equacédo 1), quando a concentracdo de um dos substratos € mantida

constante e varia-se a concentracdo do outro substrato.

v (Eq.1)
Ks

Onde:

v, velocidade inicial;

Vmax, vVelocidade maxima;

Ka, constante de Michaelis-Menten para o substrato A;

Kg, constante de Michaelis-Menten para o substrato B.

Satory et al. (1997), utilizando enzimas purificadas, mostraram que GFOR/GL
tém a capacidade de oxidar, além da glicose, outros carboidratos redutores, como
maltose, galactose e lactose, levando & formacdo dos respectivos acidos organicos
(&cido maltobiénico, galactdnico e lactobi6nico). De acordo com os autores, o valor de

Kwm de GFOR obtido para o substrato lactose foi de 1,2mol/L (a 30°C e pH 6,2), cerca de
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80 vezes superior ao determinado para glicose. Embora a bioconversdo de lactose a
acido lactobibnico tenha apresentado produtividade menor, esta substancia recebe

atencdo em razéo do alto valor agregado e importantes aplicacbes comerciais.

Carra et al. (2003) estudaram a cinética enzimatica de GFOR/GL utilizando
células permeabilizadas de Z. mobilis em diferentes concentracGes equimolares de
frutose com glicose, maltose, galactose ou lactose. Os parametros cinéticos Ky € Vmax
estimados pelo método de Lineweaver-Burk foram de 0,68, 2,0 e 0,6mol/L para Ky e
52, 47 e 7,6mmol/g/h para Vmax para os substratos glicose, maltose e galactose,
respectivamente. Nas condi¢des avaliadas, ndo foi possivel determinar os parametros
cinéticos para o par lactose/frutose.

Com relacdo ao pH e a temperatura, empregando células livres, Carra et. al
(2003) demonstraram que, independentemente da aldose utilizada na reacdo enzimatica
em conjunto com frutose, faixa de pH em torno de 6,4 e temperatura de 45°C
permitiram a obtencdo de atividades enzimaticas mais altas. Entretanto, nos testes de
termoestabilidade, a atividade enziméatica de GFOR/GL foi mantida a 39°C.

Em reacdo catalisada pela enzima GFOR purificada, utilizando glicose e frutose
como substrato, Zachariou & Scopes (1986) demonstraram que maior atividade
catalitica foi obtida com temperatura entre 39 e 42°C e pH na faixa de 6,2 a 6,4. Estes
autores constataram, ainda, que o sistema GFOR/GL é capaz de converter quase
totalmente (>99%) solucbes equimolares de glicose e frutose em gliconato de sddio e
sorbitol, respectivamente.

A enzima glicose-frutose oxidorredutase apresenta como caracteristicas a
coenzima NADP" acoplada a sua estrutura e realizar reacdes de oxido-reducio,

podendo, desta forma, regenerar-se a cada reacdo. Entretanto, em estudos realizados por
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Nidetzky et al. (1997), GFOR purificada se mostrou instavel por periodos reacionais
mais longos. Segundo os autores, este efeito se deve a exposi¢cdo, ao meio reacional, de
grupamentos sulfridrilas (SH) reativos, como resultado de mudancgas conformacionais
da enzima durante a catélise. Conforme Gollhofer et al. (1995), este efeito indesejavel
pode ser minimizado com a adi¢cdo ao meio reacional de antioxidantes como ditiotreitol
- DTT.

Nidetzky et al. (1997) demonstraram a utilizacdo de células livres de Z. mobilis
por mais de 250 horas, em reator equipado com membrana de ultrafiltracdo e operado
em regime continuo, sem que ocorresse a diminuicdo da conversdo do substrato ou da
atividade enzimatica. Segundo esses autores, como GFOR/GL estdo presentes no
periplasma de Z. mobilis, o microrganismo fornece uma espécie de protecdo as enzimas,

aumentado assim a estabilidade do sistema.

2.3 Imobilizagéo celular

A imobilizagdo de biocatalisadores — enzima ou células — € uma técnica utilizada
em diversos processos, tanto em laboratorio como em escala industrial, que consiste no
confinamento fisico de células integras e cataliticamente ativas em um sistema
reacional, impedindo que essas passem para a fase solUvel onde estdo contidos o
substrato e o produto (Kourkoutas et al. 2004).

A imobilizagdo, entre outras vantagens, proporciona o aumento da estabilidade
operacional, permitindo que enzimas ou células sejam utilizadas por periodos
prolongados. Esta técnica permite o uso de elevadas concentracdes celulares no reator e

0 emprego de diferentes configuracdes e regime de operacdo de biorreatores.
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De um modo geral, o sucesso da tecnologia de imobilizagdo mostra que, as
vantagens deste processo superam as limitacdes. Porém, alguns fatores devem ser
destacados, ndo como uma desvantagem do processo, mas sim como pontos a serem
evitados ou prevenidos. Dentre estes podem ser citados a possivel perda de atividade
durante o processo de imobilizacdo, a instabilidade do biocatalisador e as questdes
relacionadas a difusdo de substratos e produtos através do suporte (Kourkoutas et al.
2004; Vujcic et al. 2010).

A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente da temperatura e do
pH. Na maioria dos casos estudados e relatados na literatura o processo de imobilizacao
atua no sentido de aumentar a estabilidade da mesma (Zanin & Moraes, 2004; Cowan &

Fernandez-Lafuente, 2011).

2.3.1 Efeitos difusionais

A enzima ligada a um suporte tem sua mobilidade restringida perdendo parte da
sua acessibilidade ao substrato, o que resulta numa aparente reducdo da atividade,
provocada, dentre outros fatores, por restri¢des difusionais, ou seja, limitacfes de acesso
do substrato ao sitio ativo. Estas limitacdes difusionais podem acarretar em acumulo de
produto préximo ao sitio ativo, o que pode afetar a cinética da reacdo, pela reducdo da
velocidade, ou ainda provocar alteracdo do pH no microambiente da enzima. Estes
efeitos podem ser evitados ou diminuidos pela escolha criteriosa do suporte, pelo
método de imobilizacdo ou pelas condi¢cdes de operacao do biorreator (Zanin & Moraes,
2004).

O processo de imobilizacdo por encapsulacdo em gel envolve a retencdo da

enzima em uma matriz polimérica. No interior da matriz ou da esfera ndo existe
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mistura, e neste caso a difusdo € o Unico meio de promover a transferéncia de massa.
Dependendo do tamanho dos poros, o substrato néo alcanca o interior da esfera. Desta
forma, apenas as enzimas imobilizadas na superficie da esfera podem exercer sua
atividade catalitica. Como alternativa para contornar esta caracteristica indesejavel para
0 sistema, pode-se aumentar o tamanho dos poros ou diminuir o diametro da esfera.
Entretanto, sdo as condigdes do processo e o biorreator utilizado que limitam o tamanho
da particula a ser empregada (Zanin & Moraes, 2004; Sassolas et al. 2011).

Rehr et al. (1991) avaliaram o processo de bioconversdo de glicose e frutose em
acido gliconico e sorbitol utilizando células de Z. mobilis livres ou imobilizadas em «-
carragena. Neste estudo, foi constatada a queda de 15% na velocidade méxima
especifica de formacdo de acido glicbnico com a utilizacdo de células imobilizadas.
Segundo os autores, esse fato se deveu a problemas difusionais ou, ainda, a inativacdo
parcial da enzima GFOR.

Com o intuito de avaliar a resisténcia difusional imposta pelo suporte, Pedruzzi
(2010) demonstrou que ndo houve efeitos consideraveis de resisténcia difusional
quando utilizadas esferas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio (4% m/v)
com diametros médios entre 1,2 - 1,7mm.

Através da medida de transferéncia do soluto para o interior e para exterior de
esferas de gel biocataliticas, Scott et al. (1989) avaliaram o coeficiente de difusdo com
relacdo ao suporte utilizado levando em consideracdo a concentragdo de microrganismo
no interior das esferas, a massa molecular das substancias e a concentracdo de soluto.
Foi demonstrado por esses autores que a difuséo do soluto foi mais facilitada com a
utilizacdo de k-carragena em comparagdo com o alginato de sédio. Além disso, o gel -
carragena permite rapida difusdo de moléculas de baixa massa molecular; entretanto

concentragdes elevadas do soluto prejudicam a difusdo. Os autores relataram ainda que
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a concentragdo de microrganismos no interior das esferas foi inversamente proporcional

a difusdo do soluto.

2.4 Producéo de sorbitol e &cido lactobidnico

Além do processo utilizando Z. mobilis para a producdo de sorbitol e acido
lactobidnico, processos com o emprego de catalisadores quimicos e outros agentes
bioldgicos também sdo relatados na literatura.

A producéo industrial de sorbitol pode ser realizada por processos que envolvem
a hidrogenacdo catalitica do xarope de glicose, huma concentracdo de 70% (m/v),
catalisado por niquel (Ni*?), & temperatura e pressdo médias de 120-150°C e 40-50atm,
respectivamente. O xarope de sorbitol obtido é resfriado e o catalisador eliminado por
precipitacdo e filtracdo. A purificacdo da solucdo de sorbitol € realizada por
cromatografia de troca idnica e carvao ativado (Haidegger, 1977, apud Silveira & Jonas,
2002). Por via biotecnoldgica, Duvnjak et al.(1991) relatam a obtencdo de sorbitol por
Saccharomyces cerevisiae ATCC 36859 geneticamente modificada. Utilizando no meio
de cultivo o suco de alcachofra de Jerusalém como fonte de carbono, mistura de frutose
e glicose, foi observada a formacdo de etanol no inicio do processo enquanto que a
producdo de sorbitol ocorreu apos o total consumo de glicose.

Com relacdo ao acido lactobiénico, Edward & Islip (1952, apud Severo Junior,
2008) relataram esta producdo via oxidacdo eletrolitica da lactose. Nesse processo uma
célula eletrolitica relativamente pequena converte uma solucdo aquosa saturada de
lactose em A&cido lactobidnico. Gutierrez et al. (2011) avaliaram a utilizacdo de
nanoparticulas de ouro para a oxidacdo seletiva de lactose em acido lactobidnico. Neste

processo de sintese foi obtida produtividade em torno de 7,2g/L/h.
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A conversdo de lactose a acido lactobidnico foi relatada com o emprego de
enzimas presentes em Pseudomonas graveolens (Nishizuka & Hayaishi, 1962). Nessa
reacdo, a lactose é convertida a lactobiono-3-lactona pela agdo da enzima lactose

desidrogenase e subsequentemente convertida a &cido lactobidnico por uma lactonase

(Figura 5).
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Figura 5: Conversdo de lactose a &cido lactobibnico utilizando enzimas presentes

em Pseudomonas graveolens (Nishizuka & Hayaishi, 1962).

Miyamoto et al. (2000), em meio contendo soro de leite (~50g/L de lactose) e 5
g/L de peptona, obtiveram cerca de 44g/L de &cido lactobidnico em 60 horas de
processo com Pseudomonas sp LS13-1. Em testes com concentragdes crescentes de
lactose, rendimentos da ordem de 90% foram alcangados com 150 ou 200g/L de lactose.
Em batelada alimentada, os autores relatam a baixa eficacia do soro de leite em funcao

do aumento da viscosidade do meio. Entretanto, com lactose (150g/L inicial) e adigéo
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intermitente de 50g de lactose + 0,8 g de peptona, destacam a obtengéo de 290g/L de
acido lactobionico ao final de 155 horas de cultivo.

Alonso et al. (2011) avaliaram o efeito do pH sobre a producdo de &cido
lactobidnico por Pseudomonas taetrolens utilizando soro de leite como matéria-prima.
Segundo os autores, o pH do cultivo foi controlado em valores superiores a 6,5 durante
a fase de crescimento celular e mantido em 6,5 no periodo de formacdo do acido
lactobidnico. Nestas condicGes, produtividade de 1,12g/L/h foi atingida.

Com o emprego do complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis, acido
lactobidnico e sorbitol sdo formados em base equimolar, atingindo-se, para o acido,

produtividade em torno de 8,0g/L/h (Malvessi, 2008).

2.5 Bioconversdo empregando o sistema enzimatico de Zymomonas mobilis

imobilizado

Para a imobilizacdo por encapsulamento do complexo enzimatico GFOR/GL de
Z. mobilis, sdo descritos na literatura como suportes como alginato de sédio (Chun &
Rogers, 1988, Bertasso et al., 1996), k-carragena (Rehr et al., 1991; Jang et al., 1992) e
ainda diferentes polimeros (Ferraz et al., 2000; Vignoli et al., 2006).

Severo Janior (2008) avaliou o efeito da imobilizacdo de Z. mobilis em mdédulos
contendo membranas do tipo fibras ocas, sobre a formacdo de acido lactobidnico. Foi
demonstrado que a taxa especifica de formacdo de acido lactobidnico no sistema
imobilizado foi de aproximadamente metade da taxa obtida com a utilizacdo de células
livres. Segundo esse autor, apesar do resultado obtido, a imobilizacdo celular seria mais
conveniente do ponto de vista de integracdo do processo de reacdo enzimatica e

separagdo de produtos por eletrodialise.
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Koehntopp et al. (1996) avaliaram a imobilizagdo de células de Z. mobilis em
polimeros sintéticos (poliuretano). Segundo os autores este método de oclusdo
proporciona alta resisténcia mecénica e, devido a grande porosidade, boa difusdo no
meio reacional. Nos ensaios de bioconversdo utilizando glicose e frutose para a
formacdo de &cido gliconico e sorbitol, rendimento em torno de 100% foi obtido com

produtividade especifica de 2,3 g/g/h.

Utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio, Malvessi et
al. (2010) caracterizaram a acdo de GFOR/GL em relacdo ao pH (5,2 — 9,7) e a
temperatura (34-59°C) para o par de substratos glicose e frutose. Incremento da
atividade enzimaética foi observado em pH em torno de 7,8 e entre 47 e 50°C. Em
funcdo da barreira imposta pelo suporte, a transferéncia de massa no sistema
imobilizado foi prejudicada e possivelmente por este motivo, foram encontrados valores
de pH e temperatura mais altos que os relatados como ideais na literatura para
suspensdo celular de Z. mobilis (Zachariou & Scopes, 1986; Carra et al., 2003).

Malvessi et al. (2006a) avaliaram, preliminarmente, diferentes configuracoes de
biorreatores (mistura completa, de coluna com leito fixo e leito fluidizado) para
bioproducdo de acido lactobibnico utilizando o sistema enzimatico imobilizado de Z.
mobilis. Valores superiores de maxima velocidade especifica de formacdo de acido
lactobionico foram obtidos com o emprego de reator de mistura completa. Segundo 0s
mesmos autores, o reator de mistura completa favorece a reagdo por proporcionar um
melhor contato da enzima com o substrato, além da facilitar o controle do pH.

Malvessi et al. (2009), em ensaios de bioconversdo com Z. mobilis imobilizada
em alginato de célcio, utilizando lactose e frutose como substratos, obtiveram conversdo
de 75%, alcan¢ado 480mmol/L de &cido lactobidnico formado, resultados relevantes em

se tratando de um processo biotecnoldgico.
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Bertasso et al. (1996) avaliaram a preservacdo da atividade de GFOR/GL
contida em células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio. Os autores relatam
a preservacao de cerca de 80% da atividade inicial apds aproximadamente 350 horas de

processo de bioconversdo em batelada.

2.6 Propriedades e aplicacGes de sorbitol e acido lactobiénico

O sorbitol é um poliélcool, também conhecido como D-sorbitol ou D-glucitol
(Figura 6), sendo amplamente encontrado na natureza, em Varias espécies vegetais,
principalmente em frutas como péra, maca, péssego e ameixa (Freitas, 1990). Consiste
em um po branco, cristalino com ponto de fusdo de 90 a 96°C e desvio Optico de + 4.0°
para + 7.0°. E muito solvel em agua e praticamente insoltvel em etanol 96%, apresenta
férmula molecular CsH1406 € massa molar de 182,2g/mol (European Pharmacopoeia,

2008; British Pharmacopoeia, 2009).

Figura 6: Estrutura do sorbitol (European Pharmacopeia, 2008).

O sorbitol € utilizado como adocgante padréo de diversos alimentos, tendo poder
edulcorante 60 vezes superior ao da sacarose (Budavari et al., 1996) podendo ser
aplicado como uma substancia ndo cariogénica (Birkhed et al., 1984). Em produtos de

limpeza, como sables e detergentes, pode ser utilizado como biossurfactante natural
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(Nitschke & Pastore, 2002). Na industria farmacéutica, usado em xaropes e pastas
medicinais, como matéria-prima bésica para a producdo do acido ascérbico e como
emoliente na producdo de cosmeticos (Silveira & Jonas, 2002; Jonas & Silveira, 2004).

Na &rea biotecnolodgica, sorbitol pode ser utilizado como fonte de carbono na
formulacéo de meio de cultivo para a producgéo de celulases e xilanases por Penicillium
echinulatum (Ritter, 2009). Estudos recentes demonstraram que sorbitol pode ser
utilizado com eficiéncia na formulacdo de solugdo para criopreservacdo de sémen de
cavalo (Pojprasath et al., 2011).

O &cido lactobidnico (acido 4-O-B-D-galactopiranosil-D-gliconico) é composto
por uma unidade de galactose quimicamente ligada por um éter a uma molécula de
acido gliconico (Figura 7). Consiste de um p6 branco, cristalino, com ponto de fuséo de
125°C, pKa 3,8 e desvio optico de +23 para +29. E sollvel em é&gua, ligeiramente
soltvel em &cido acético glacial, em etanol anidro e metanol (European Pharmacopoeia,

2008; British Pharmacopoeia, 2009).
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Figura 7: Estrutura do acido lactobidnico (Briden, 2004).

Entre os produtos mais utilizados na industria cosmética, estdo oS
alfahidroxiacidos (AHA) e os polihidroxiacidos (PHA). O conhecimento sobre os
efeitos benéficos dos AHA no tratamento da pele, bem como o seu grande sucesso

comercial, remonta aos anos 70. Desde entdo, o uso dos AHA foi ampliado para o
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tratamento de diversos problemas dermatoldgicos como acne, queratose, verrugas, rugas
finas, pigmentacgdo e pele fotoenvelhecida. Entretanto, por apresentarem moléculas de
baixa massa molecular, penetram rapidamente na pele, podendo provocar ardéncia e
queimacdo (Van Scott et al., 1996).

Na constante busca por novas matérias-primas que contornassem os efeitos
adversos provocados pelos AHA, foram descobertos os PHA. Os PHA sdo acidos
carboxilicos que contém dois ou mais grupos hidroxila, formando uma estrutura
molecular alifatica ou aliciclica, sendo 0s seus representantes mais comuns o acido
glicénico e o &cido lactobidnico (Yu & Van Scott, 2004; Green, 2005).

Embora ainda pouco estudados, alguns PHA possuem importante atividade
antioxidante. Uma substéncia antioxidante é aquela capaz de prevenir ou inibir a
oxidacdo, através da captura ou supressdo da formacdo de radicais livres. A exposi¢cdo
da pele a radiacdo UV gera oxidacGes e degradaces causada pelos radicais livres
formados (Carvalho, 2006).

O écido lactobidnico € um composto higroscopico, com maior capacidade de
absorcédo de agua que os umidificantes tradicionais (sorbitol e glicerol), que proporciona
o efeito hidratante na pele a partir da formacdo de uma pelicula geleificante (Grimes et
al., 2004; Yu & Van Scott, 2004). Possui efeito antioxidante através da quelacdo do
ferro e se mostrou capaz de inibir a oxidacdo de substancias rapidamente oxidaveis,
como a antralina e hidroquinona (Yu & Van Scott, 2004; Green, 2005). O acido
lactobidnico é benéfico também por inibir a enzima metaloproteinase, que é responsavel
pela degradagdo da matriz extracelular e da integridade estrutural da pele, que
contribuiria para a formacéo de rugas, flacidez e telangiectasia (Barquet et al., 2006).

Os PHA séo também usados no tratamento da ictiose, caracterizada pela

epiderme espessa e coberta de escamas, com aspecto de pele de peixe. Os AHA e o0s
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PHA auxiliam na reducgéo de escamas, sendo capazes de normalizar a reposigéo celular,
a esfoliacdo e ainda estimular a producdo de ceramidas, que reforcam a funcdo de
barreira (Beny, 2003). Melhora significativa na aparéncia da pele com ictiose foi
relatada por Kempers et al. (1998) com o emprego de 10% de AHA e PHA.

Na cosmetologia, resultados positivos no tratamento da acne sdo relacionados ao
uso de PHA. Estes acidos diminuem a coesdo entre 0s cornedcitos e aumentam a
descamacdo, contribuindo, desta forma, para o tratamento da acne. Como agentes de
limpeza e hidratante, os PHA sdo usados para evitar o ressecamento da pele em
pacientes que fazem uso de medicamentos tdpicos ou sistémicos. Também sao
empregados como agentes condicionantes apds peelings com AHA, tratamentos a laser
e microdermoabrasdo. Os PHA consistem em uma alternativa para pacientes com pele
sensivel que, nas sociedades desenvolvidas, compreendem 50% da populagdo em geral
(Pinto et al., 2009).

Vérias empresas de produtos cosméticos nacionais (ProLife em Sdo Paulo e
Adcos no Espirito Santo) e internacionais (Neostrata e Nu Skin, nos Estado Unidos) ja
tém adotado o &cido lactobidnico como componente principal em suas formulacGes de
uso topico (disponivel online em: http://www.adcos.com.br;
http://www.prolifeimport.com.br; http://www.neostrata.com/; http://www.nuskin.com).

O é&cido lactobibnico é também importante na area médica, como componente de
solucdes usadas na estabilizacdo de 6rgdos antes de serem transplantados. Devido a sua
habilidade de suprimir os danos causados aos tecidos pelos radicais livres, contribuem
para a preservacdo extra-corpoOrea de 6rgdos por até 48 horas (Sumimoto & Kamada,
1990; Southard & Belzer, 1995; Murzina et al., 2008).

Outras aplicacGes do &cido lactobidnico sdo relacionadas ao seu uso na forma de

sal, com o intuito de aumentar a solubilidade de antibi6ticos, como é o caso do
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lactobionato de eritromicina, que tem a solubilidade cerca de 50 a 100 vezes aumentada
a da eritromicina em &gua (Hoffhine, 1956; Nordkvist et al., 2007). Apresenta ainda alta
capacidade de complexar minerais e resisténcia a acdo das enzimas digestivas, podendo
ser fermentado pela flora intestinal, com possiveis efeitos pré-biéticos (Schaafsma,
2008). Na éarea de alimentos, é utilizado como acidulante na producédo de queijos (Koka
et al., 2002).

Para a utilizacdo do acido lactobiénico obtido por via biotecnologica em
produtos farmacéuticos, a ANVISA preconiza que primeiramente seja realizada a
caracterizacdo fisico-quimica fundamental dessa substancia (Brasil, 2003). A European
Pharmacopoeia (2008), como um codigo oficial farmacéutico, estabelece os requisitos
minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e
produtos para a saude. Para o acido lactobibnico, as especificacbes farmacopéicas sdo:
grau de pureza de 98-102%; méaximo de 0,2% de agUcares redutores, 20 ppm de metais

pesados e 5% de agua.

2.7 Recuperacdo de acido lactobidnico

Em processo de bioconversdo utilizando células de Z. mobilis, elevadas
concentracdes de acido lactobibnico e sorbitol sdo obtidas, com concentracdes residuais
apreciaveis de lactose e frutose sendo observadas apOs 24 horas de reacdo. Em se
tratando de uma reacdo enzimatica, o pH do meio reacional deve ser controlado e desta
forma, através da adicdo de hidroxido de sodio, ocorre a conversdo do &cido
lactobidnico em lactobionato de sodio (Malvessi et al., 2010).

Silveira et al. (2007) demonstraram a possibilidade de separar os produtos da

reacdo utilizando sucessivas precipitacbes com solventes organicos comuns como
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etanol, metanol, &cido glacial, entre outros. Destaque é dado para a utilizacdo de etanol,
uma vez que este solvente é o produto principal da fermentacdo de glicose por Z.
mobilis. No caso, a separacdo e a precipitacdo sdo possiveis porque lactobionato de
sodio é praticamente insolGvel e sorbitol é levemente solivel em etanol.

Na maioria dos casos reportados na literatura, esta matéria-prima tem sido
aplicada na forma &cida - &cido lactobiénico. Como neste trabalho o produto obtido é o
lactobionato de sddio, torna-se necessario a conversdo deste em sua forma acida. Jones
& Ho (2001) desenvolveram um processo de baixo custo para a conversao de
lactobionato de célcio em acido lactobidnico. Neste estudo, com a utilizacdo de resinas
de troca ionica, solucdes de acido lactobibnico com quantidades insignificantes de
impurezas foram obtidas. Para a cristalizacdo, a solucdo de acido lactobiénico foi
concentrada por evaporacdo e submetida a secagem a vacuo. Com o emprego dessa
técnica, os autores relatam a obtencdo de grande quantidade de cristais puros de acido

lactobibnico a um custo relativamente baixo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo

A bactéria utilizada nesse estudo foi Zymomonas mobilis ATCC 29191 (DSM
3580), adquirida do Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(RFA). As culturas foram mantidas em meio liquido, repicadas mensalmente e estocadas

a 4°C (Malvessi et al., 2006b).

3.2 Meio de cultura

O meio liquido utilizado para conservagdo, obtencdo de indculo e ensaios em
biorreator continha em sua composicdo (g/L): (NH4):SO4, 2,0; MgS0,4.7H,0, 1,0;
KH,PO,, 3,5; extrato de levedura bruto (Prodex Lac®, Prodesa S.A, Brasil), 7,5 (Malvessi
et al., 2006b). No preparo do meio de ativacdo e conservacdo da cultura foram
adicionados 20g/L de glicose e o pH ajustado para 5,5. Na obtencdo de indculos, a
concentracdo de glicose utilizada foi de 100g/L e o pH do meio foi controlado com a
adicdo de CaCOs (5 g/L).

Para os cultivos em biorreator foram utilizadas 150g/L de glicose. Para o inoculo
e os cultivos em biorreator, foi preparada uma solucdo de glicose (500g/L), sendo
adicionado ao meio o volume necessario desta solucdo para atingir-se a concentracao
desejada em cada condigé&o.

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

autoclave, a 1 atm, por 15min.
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3.3 Producéo de células e enzimas

A ativagéo de culturas foi realizada adicionando-se 2mL de suspenséo bacteriana
em estoque a um tubo, com tampa, contendo 18mL de meio de ativacdo. Os tubos foram
incubados em estufa a 30°C por 12 horas.

Para a producdo do indculo, foram usados frascos anaerébios de 500mL,
contendo 450mL de meio total. Os meio foram inoculados com 45mL da cultura
previamente ativada e mantida sob agitacdo orbital de 200rpm, em agitador de bancada
Certomat U/H — B. Braun Biotech, RFA, a 30°C, por 10 horas.

O cultivo microbiano foi realizado em regime descontinuo, em fermentador de
bancada de 7,0 litros de volume total e 5,5 litros de volume util, construido na

Universidade de Caxias do Sul (Figura 8).

Figura 8: Sistema utilizado para a producdo de células/enzimas em ensaios fermentativos.
(1) cuba de fermentacdo; (2) controlador de pH; (3) banho termostatizado; (4) sistema de

agitacdo; (5) condensador.
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O meio de cultivo foi inoculado com o volume necessario para obter-se uma
concentracdo celular de 20 unidades de D.O. (densidade Optica), descrito no item
3.14.1. A temperatura foi mantida a 30°C, com controle automatico de pH em 5,5 pela
adicdo automatica de NaOH 5mol/L. Durante a primeira hora de fermentacdo, nitrogénio
gasoso foi borbulhado no meio, a vazdo de 0,5L/min, com a finalidade de garantir a
anaerobiose. Apds o término dos cultivos, o caldo fermentado foi recolhido e
concentrado por centrifugacdo a 5836g por 10 minutos (Sigma, modelo 4-15). As células
foram ressuspensas em agua destilada e quando necessario, uma porcao do sobrenadante

foi estocada visando posterior analise do etanol formado.

3.4 Permeabilizacéo celular

A permeabilizacdo celular é um tratamento com detergente que leva ao
extravasamento de compostos fosforilados necessarios para a formacéo de etanol (Chun
& Rogers, 1988; Rehr et al., 1991) permitindo, entdo, com a utilizacdo de
lactose/frutose no meio, o acumulo de &cido lactobiénico e sorbitol, produtos do
metabolismo de Z. mobilis nestas condi¢des reacionais. Apds a centrifugacdo do caldo
fermentado, a biomassa foi concentrada em 25g/L e submetida a permeabilizacdo com
0,2% (m/v) de brometo de cetil trimetil aménio (CTAB), a 4°C, por 10min, seguindo a

metodologia proposta por Rehr et al., (1991) com algumas modificacdes.

3.5 Imobilizagéo celular

Para o encapsulamento de Z. mobilis em alginato de sddio, foi utilizada a
metodologia descrita por Malvessi (2008). Primeiramente, o alginato de sodio Algogel

5540 (Degussa Flavors & Fruit Systems do Brasil Ltda) foi dissolvido em agua (4%
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m/v) e mantido sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente. Paralelamente, 50g/L
(em base seca) de células de Z. mobilis permeabilizadas foram tratadas com
glutaraldeido 0,5% (m/v), sob agitagdo, a temperatura ambiente, por 10 minutos.
Posteriormente, a solucdo de alginato de sodio, foi adicionado igual volume de
suspensdo de células de Z. mobilis em diferentes concentragdes (30, 50 e 70g/L). A
mistura foi novamente mantida sob agitagdo por cerca de 2 horas para perfeita
homogeneizacdo. Para a formacédo das esferas de alginato de célcio e imobilizacdo das
células, todo o volume da suspensdo foi lentamente gotejado em solucdo de CaCl,
0,3mol/L, através de agulhas hipodérmicas, com auxilio de uma bomba peristaltica
(Figura 9). Apos esta etapa, as esferas foram reticuladas com glutaraldeido 0,5% (m/v),
sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por 10mim. O didmetro médio das
esferas de alginato de célcio foi de 2,36.10° m. As esferas foram armazenadas em &gua

a 4°C até sua utilizagéo.

Figura 9: Sistema utilizado para a imobilizacdo de Zymomonas mobilis em alginato de
sodio. (1) solucdo de alginato de sodio + suspensdo celular de Z. mobilis; (2) bomba
peristaltica; (3) agulhas hipodérmicas; (4) esferas de Z mobilis imobilizadas em

alginato de calcio.
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3.6 Determinacao dos parametros cinéticos de glicose-frutose oxidorredutase e

glicono-o6-lactonase

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em reator de 200mL,
contendo 100mL de solugéo de lactose/frutose ou glicose/frutose. O reator foi mantido em
banho termostatizado, a temperatura de 39°C, sob agitagdo magnética, com pH controlado
em 6,4 pela adi¢do automaética de solucdo de NaOH contido em uma proveta, acoplado ao
pHstato (Consort R735, Bélgica). A concentracdo da solucdo de NaOH empregada foi
dependente da velocidade reacional sendo utilizados valores entre 0,25 a 1mol/L.

Para a estimativa dos parametros cinéticos aparentes Ky e Vmsx da equacdo de
Michaelis-Menten (Eq. 1), foram utilizados soluc6es de lactose/frutose ou glicose/frutose,
com o emprego de células livres, previamente permeabilizadas com CTAB.
Primeiramente, foi avaliado o efeito da concentracdo de células/enzimas de Z. mobilis
(entre 0,025 e 0,5g/L) sobre a atividade enzimatica, utilizando solucdo padrdo de
lactose/frutose (0,7mol/L). A partir da concentracdo de biocatalisador que proporcionou
maior atividade enzimatica, foram realizados ensaios em que a concentracdo de um dos
substratos foi mantida constante e variou-se a concentracdo do outro substrato, seguindo
a metodologia descrita por Zachariou & Scopes (1986). Nos ensaios com o par
glicose/frutose, a atividade enzimatica foi avaliada nas seguintes condicgdes: i) com
concentracdo inicial de frutose de 0,7mol/L e concentracgdes iniciais de glicose de 0,005
a 0,40mol/L; ii) com concentracdo inicial de glicose de 0,7mol/L e concentragoes
iniciais de frutose de 0,03 a 0,45mol/L. Para os ensaios com o par lactose/frutose, a
atividade enzimética foi avaliada nas seguintes condic¢des: i) com concentracgdo inicial

de frutose de 0,70mol/L e concentragdes iniciais de lactose de 0,15 a 0,35mol/L; ii) com
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concentragéo inicial de lactose de 0,70mol/L e concentrages iniciais de frutose de 0,05
e 0,40mol/L.
Os parametros cinéticos aparentes (Ky € Vmax) da equacdo de Michaelis-Menten

foram calculados com o auxilio do programa Graph Pad Prism 5.0.

3.7 Ensaios de bioconversao de substratos em produtos

Os ensaios foram realizados em reator de 600mL de volume total e volume
reacional de 200mL. As condices padrdo de pH e temperatura foram pH 6,4 e 39°C,
respectivamente. O reator encamisado foi acoplado a um banho termostatizado, sob
agitacdo magnética, com pH controlado pela adi¢cdo automatica de solucdo de NaOH
7,0mol/L, contido em uma bureta de 50mL, acoplado ao controlador de pH (Consort
R735), conforme observado na Figura 10.

Como biocatalisadores, foram utilizadas células/enzimas de Zymomonas mobilis

livres ou imobilizadas em alginato de calcio.

Figura 10: Sistema utilizado nos ensaios de bioconverséo de substratos em produtos.
(1) sonda de pH; (2) bureta; (3) bomba peristaltica; (4) banho termostatizado; (5)

reator; (6) controlador de pH; (7) agitador magnético
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3.7.1 Estudos cinéticos com células livres de Zymomonas mobilis

Nos ensaios de bioconversio com células livres avaliou-se o efeito da
concentragdo de biocatalisador - de 5, 10 e 20g/L - na velocidade reacional de formagéo
de produtos, em meio contendo lactose/frutose (0,70mol/L), pH 6,4 e 39°C.
Particularmente na condicdo de 20g/L de biocatalisador, a cinética foi também analisada
utilizando solugdes de substratos contendo lactose 0,70mol/L e variadas concentracdes

de frutose (0,50; 0,55; 0,60; 0,70mol/L).

3.7.2 Estudos cinéticos utilizando células imobilizadas de Zymomonas

mobilis

Nos ensaios com o sistema enzimatico imobilizado, a formacdo de produtos foi
avaliada em funcdo da concentracdo de células/enzimas empregadas na etapa de
imobilizacdo - partindo de suspensdes celulares contendo 30, 50 ou 70g/L - e no
processo de bioconversao (5, 10, 20 ou 30g¢/L de biocatalisador), utilizando solucéo de
lactose/frutose 0,70mol/L, sendo o processo conduzido nas condicdes de pH e
temperatura padrao.

Tendo em vista que as esferas nas quais as células de Z. mobilis foram
imobilizadas sdo compostas por mais de 90% de agua, foi necessario ajustar o volume da
solucdo de substratos (lactose/frutose) para obter, apos a adicdo das esferas, o volume
final de 200mL de meio reacional.

Para determinar-se o volume de agua nas esferas de alginato de célcio, 1 g do
suporte de imobilizacdo foi transferido para um cadinho previamente tarado, que foi

mantido em estufa a 90-95°C, por de 24 horas. Posteriormente, o cadinho foi mantido em
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dessecador a temperatura ambiente por 30 minutos para o resfriamento, seguindo-se a
determinacdo da massa em balanca analitica. A massa de agua contida nas esferas foi
determinada pela subtracdo do peso do cadinho contendo as esferas secas pelo peso do

cadinho na auséncia de esferas.

Posteriormente, o volume da solugdo de substratos para a primeira batelada de

bioconversao foi determinado de acordo com a equacéo 2.

V., =V,

Moyeoforae X M:
oeal _( eElerase EEL'IE.) [:Eq_z:]

1

Onde:

V1, volume de solucdo para a primeira batelada de bioconversédo (mL);
Votal, VOlume total da bioconversdo (200mL);

Moesteras, Massa inicial das esferas na bioconverséo (g);

Magua, Massa da agua contida em 1g de esfera (g).

Ao final de cada batelada de bioconversdo € observado o aumento da massa das
esferas, uma vez que ocorre a difusdo de produtos, substratos e agua para 0 seu interior.
No caso de reutilizacdo do biocatalisador imobilizado no processo de bioconversdo, as
esferas foram drenadas no final do processo, retirado o excesso de liquido com papel filtro
e novamente pesadas, com o objetivo de estimar a quantidade de substéncias retidas no
interior das esferas. O volume de solucdo de substratos foi calculado de acordo com a

equacéo 3.
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VE = Vl - (Mlesferas - Ml}esferas:] [Eq'Ej

Onde:

V,, volume de solucgdo para a segunda batelada de bioconversédo (mL);
V1, volume de solucdo para a primeira batelada de bioconversédo (mL);
M 1esteras, Massa das esferas ap0s a primeira bioconversao (g);

Moesteras, Massa inicial das esferas na bioconverséo (g).

3.8 Estabilidade do sistema enzimatico glicose-frutose oxidorredutase e glicono-é-

lactonase imobilizado em alginato de calcio

3.8.1 Estabilidade a estocagem

Para avaliar a estabilidade enzimatica em funcdo da condicdo de estocagem do
sistema enzimatico GFOR/GL imobilizado em alginato de calcio, ao final da
imobilizacdo das células/enzimas, as esferas foram armazenadas a 4°C, em diferentes
condicdes: em agua destilada por 12 horas, em agua destilada por 15 dias e em solucéo
tampdo fosfato de potassio-hidroxido de sodio pH 6,4, por 15 dias. Posteriormente, as
esferas de alginato de célcio foram utilizadas em ensaios de bioconversdo com o par de
substratos lactose/frutose (0,70mol/L) sob as condi¢des operacionais padrdao (pH 6,4;

39°C).



34

3.8.2 Estabilidade enzimatica em ciclos repetidos de bioconversao

A estabilidade das celulas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio foi
avaliada através da reutilizacdo das esferas em ciclos repetidos de bioconversdo. O
processo de bioconversdo foi conduzido nas condi¢des operacionais padrdo (pH 6,4;
39°C), utilizando-se 20g/L de biocatalisador imobilizado a partir de suspensédo celular
de 70g/L e solucdo de substratos contendo 0,70mol/L de lactose e 0,60mol/L de frutose.
A cada 24 horas, as esferas foram separadas do meio reacional e colocadas em uma
nova solucdo de substratos.

No intervalo entre as bateladas, as esferas de alginato de calcio foram
examinadas, com o fim de verificar-se eventual diminuicdo da rigidez, sendo aplicado,

quando necessario, um tratamento com solucdo de CaCl, 0,3mol/L.

3.9 Testes de difusividade

O teste de difusividade efetiva foi realizado com a adicdo de 500 esferas de
alginato de célcio, preparadas com diferentes concentracdes de células de Z. mobilis
(30, 50 e 70g/L), em um biorreator contendo 15mL de solucdo de glicose na
concentracdo de 100g/L. O reator foi mantido sob agitacdo magnética e temperatura
controlada em 39°C. A difusividade efetiva foi avaliada pela medida da concentracédo
residual de glicose na solucdo em fungdo do tempo, até atingir o equilibrio (Tanaka et
al., 1984). Para esta avaliacdo, a concentracéo de glicose foi quantificada pelo método de
DNS (Miller, 1959) e a constante de difuséo (D,) foi obtida conforme descrito por Paula

et al., (2010), utilizando a equacéo 4:
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D, = (%ﬂ) X T (Eq.4)

Onde:

Dv, constante de difus&o;

r, raio da esfera;

0, inclinacio da regido linear do grafico de In (M/M..) versus t;
Mt, massa de substrato no tempo t;

M., massa de substrato no equilibrio.
3.10 Separacao e purificacdo dos produtos de bioconverséo

Para a separacdo dos produtos da mistura reacional de bioconversdo foram
realizadas sucessivas precipitacbes do lactobionato de sddio utilizando etanol
(Murakami et al., 2003; Silveira et al., 2007). A solugdo resultante do processo de
bioconversdo — contendo lactobionato de sédio, sorbitol e concentracdes residuais de
frutose e lactose — foi adicionado etanol com concentragdo de 90 a 96% (m/v) até uma
concentracdo final de solvente na solucdo de 75% (m/v), sob agitacdo magnética.
Posteriormente, acondicionaram-se as solucdes em temperaturas inferiores a 0°C por no
minimo 12 horas. Apos esse periodo, a mistura foi entdo centrifugada e os cristais
ressolubilizados em agua destilada, usando-se um volume de agua de 42% do volume
inicial de solucdo de bioconversdo. Para a obtencdo de elevado grau de pureza de
lactobionato de sodio, os procedimentos de precipitacdo e ressolubilizacdo foram
repetidos até a totalizacdo de trés precipitacfes. O sobrenadante, resultado das etapas de

precipitacdo, foi destilado para a recuperacdo do solvente (Silveira et al., 2007).
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3.11 Conversao de lactobionato de sédio em acido lactobidnico

Para a converséo de lactobionato de sodio a sua forma &cida — acido lactobidnico
- foi utilizado 0 método de cromatografia por troca idnica, conforme proposto por Jones
& Ho (2001), com algumas modificagdes. Primeiramente, a resina cationica acido forte
Amberlite IRA-120 (Vetec Quimica Fina) foi mantida por aproximadamente 24 horas
em agua destilada. Posteriormente, cerca de 90mL de resina foram introduzidos na
coluna, sendo feitas duas lavagens com &gua destilada. Para a ativacdo da resina,
100mL de HCI 1,0mol/L foram introduzidos na coluna e mantidos sob circulagdo, com
auxilio de uma bomba peristéltica, por 20 minutos. A resina foi entdo lavada com agua
destilada, com o intuito de retirar o excesso de HCI, até ser atingido pH aproximado de
4,7. A amostra contendo solucdo de lactobionato de sédio foi introduzida na coluna e a
coleta realizada ap6s a queda do pH a 2,80. Ao final do processo, adicionou-se, agua
destilada para auxiliar na remocéo do acido lactobiénico que poderia ter sido retido na
resina, sendo a coleta cessada quando observado o aumento do pH até 3,4. A solucédo de

acido lactobibnico obtida foi, entdo, liofilizada.

3.12 Cristalizacéo do acido lactobidnico

A cristalizacdo do &cido lactobi6nico foi realizada em liofilizador L101 (Liotop)
operado com pressdo de vacuo abaixo de 500mmHg e temperatura de —45 °C por 24h.
Ao final dessa etapa a massa de produto foi macerada, com auxilio de um almofariz e
pistilo, e armazenada em dessecador para posteriormente ser utilizada nos testes de

caracterizagdo fisico-quimica.
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3.13 Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas do &cido lactobiénico e

lactobionato de sodio

Os testes de caracterizacdo fisico-quimica foram realizados com as amostras
obtidas por via biotecnolégica - lactobionato de sdédio e acido lactobionico liofilizado —
em comparacdo com o 4cido lactobidnico comercial Sigma-Aldrich (L2398), pureza ndo
informada pelo fabricante.

Foram realizados testes de pureza, determinacdo do pH, do ponto de fuséo, do
desvio optico, da quantidade de agua e de acUcares redutores da amostra, de acordo com

0 preconizado na European Pharmacopeia (2008).

3.14 Métodos analiticos

3.14.1 Determinacao da concentracao celular

A concentracdo celular nos frascos de producdo de indculo foi estimada, em
triplicata, por densidade dptica. A 1mL da amostra em analise foi adicionado 0,2mL de
HCI 2,0mol/L para a solubilizacdo do carbonato de célcio presente no meio para o
controle do pH. Em seguida, a amostra foi diluida e a absorbancia foi medida em
espectrofotobmetro (Aurora Instruments UV-210) a 560nm.

Para os cultivos em biorreator, a quantificagdo celular foi realizada, em
duplicata, por gravimetria. Amostras de 3mL do meio de fermentacdo foram
centrifugadas a 5836g por 10 minutos (Sigma, modelo 4-15), sendo o sobrenadante
descartado e a massa obtida lavada duas vezes com agua destilada. A massa de células
centrifugada foi ressuspensa em um volume conveniente de agua, sendo a suspensao,

entdo, transferida para cadinhos de porcelana postos em estufa a 90-95°C por 24h. Os
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cadinhos foram mantidos em dessecador, a temperatura ambiente por 30 minutos, para
resfriamento e a massa celular foi determinada em balanga analitica. A concentracéo
celular foi calculada pela divisdo da massa seca de células pelo volume de meio em

fermentacéo utilizado para anélise.

3.14.2 Determinacéo de acUcares redutores

Os acUcares redutores foram medidos durante o cultivo de Z. mobilis, nos testes
difusionais e também estimados para amostras de lactobionato de sodio e é&cido
lactobidnico.

No cultivo de Z. mobilis uma aliquota de amostra, de aproximadamente 2mL, foi
centrifugada a 58369 por 10 minutos e o sobrenadante, diluido conforme necessario, e
entdo utilizado para a dosagem de acucares redutores.

No teste de difusividade, 0,ImL de amostra foi retirado do meio reacional.
Posteriormente, a amostra foi diluida e quantificada por dosagem de aglcares redutores.

Para as amostras de lactobionato de sddio e &cido lactobibnico, primeiramente
preparou-se uma solucdo contendo 1% (m/v) dessas substancias e, posteriormente,
realizada a dosagem de acucares redutores.

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método do acido 3,5-di-
nitro-salicilico — DNS (Miller, 1959). Para esta andlise, a 0,25mL de amostra
previamente diluida foi adicionado 0,75mL de DNS. As amostras foram mantidas em
banho a 100°C por 5 minutos, sendo posteriormente colocadas em banho de gelo por 2
minutos. Ao final desta etapa, foram adicionados 4mL de &agua destilada e as
absorbancias foram medidas em espectrofotobmetro (Aurora Instruments UV-210), a

545nm, e convertidas para g/L empregando a curva padrdo de glicose entre 0,1 - 1,0g/L.
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3.14.3 Determinacao de frutose

A quantificagdo de frutose foi realizada conforme descrito por Khan et al.
(2006), com modificagOes. Para o preparo do reagente de Seliwanoff, 0,05% (m/v) de
resorcinol foi diluido em HCI 4,0mol/L (Assumpcao & Morita, 1968). Para a realizagdo
da anélise, a 0,2mL de amostra previamente diluida foi adicionado 1,8mL de reagente
de Seliwanoff e a mistura foi mantida em banho a 100°C por 15 minutos, sendo,
posteriormente, colocada em banho de gelo por 2 minutos. Ao final desta etapa, foram
adicionados a reacdo 3mL de agua destilada, as absorbancias foram lidas em
espectrofotdbmetro (Aurora Instruments UV-210) a 486nm e convertidas para g/L

empregando a curva padrao de frutose entre 0,1 - 1,0g/L.

3.14.4 Determinacao de sorbitol

A determinacdo de sorbitol na etapa de caracterizacao fisico-quimica dos produtos
de bioconversdo recuperados foi realizada pelo método proposta por Venzon & Miron
(2008). Para esta analise, a 0,2mL da amostra previamente diluida foram adicionados
1mL de formato de potassio 0,7mol/L e 2,0mL de periodato de potassio 3,5mM. Apds 1
minuto, adicionou-se 1,5mL do Reagente I. O reagente | foi preparado pela mistura de
79 de acetato de amdnio dissolvido em 20 mL de agua destilada e 0,160 g de tiossulfato
de sodio dissolvido em 10mL de agua. A mistura, foi acrescentado 0,5 mL de
acetilacetona, sendo o volume da solugéo completado para 50mL com agua destilada.

Os tubos foram mantidos a 100°C por 2 minutos e, em seguida, colocados em

banho de gelo por 2 minutos. As absorbancias das amostras foram lidas em
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espectrofotobmetro (Aurora Instruments UV-210), a 412nm, e convertidas para mg/mL

empregando a curva padrao de sorbitol entre 0,010 — 0,018mg/mL.

3.14.5 Estimativa da concentracdo de substratos e produtos em ensaios de

bioconversao

A concentracdo de acido lactobiénico formado nos ensaios foi calculada de acordo
com o volume e a concentragdo de base utilizada durante a reacdo para o controle do pH.

Uma vez que acido lactobibnico e sorbitol sdo formados em base equimolar, sendo
estes 0s Unicos produtos da reacdo, os substratos lactose e frutose sdo consumidos na
mesma proporgdo. Sendo assim, as concentracdes de sorbitol e dos substratos foram
estimadas indiretamente em funcdo do volume e da concentracdo da solugdo de NaOH

utilizada para titular o acido formado na reagao.

A equacao 5 foi empregada para determinar a quantidade de produtos na reagao:

— (U}Jase XMX PM:]
p['l:llﬂutl:l formado — (E{tﬂtﬂl + vbﬂsej

C (Eq.5)

Onde:

Coroduto.formado, CONCENtracéo de produto formado (g/L);

Vhase, VOlume de base (mL);

M, concentracao de base (mol/L);

PM, massa molar do produto (para &cido lactobionico - 358,3g/mol e para sorbitol
182,17g/mol);

Viotat, VOlume total da bioconversdo (200mL).
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A equacdo 6 foi utilizada para determinar a quantidade de substratos consumido

durante o processo de bioconversao:

C

(V]'JE.BE- XM X PMsubstratn:]]

substrato,cons. C enbetrato,0 ~ [ [:thtal + Vhase] [:ECJ.'E‘:]

Sendo:

Csubstrato,cons., concentragéo de substrato consumido (g/L);

Csubstrato 0, CONcentragéo de substrato inicial (g/L);

Vpase, VOlume de base (mL);

M, concentracéo de base (mol/L);

PMaubstrato, Massa molar do substrato (para lactose - 360g/mol e para frutose - 180g/mol);

Viotat, VOlume total da bioconversdo (200mL).

Cabe salientar que estes procedimentos de quantificacao de substratos e produtos
também foram empregados por outros autores. Severo Junior (2008) e Pedruzzi et al.
(2011) determinaram a concentragdo de produtos e substratos obtidos em processo de
bioconversdo com células permeabilizadas de Z. mobilis por cromatografia liquida
(HPLC) e pelo método em que se baseia no volume e na concentracdo da base
adicionada para controlar o pH reacional. Segundo esses autores, as medidas realizadas
por ambos 0s métodos mostraram-se equivalentes. Através das analises
cromatograficas, apenas sorbitol e &cido lactobidnico foram observados como produtos

da reacéo.
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3.14.6 Determinacdo da atividade enzimética do complexo glicose-frutose

oxidorredutase e glicono-é-lactonase

Para a determinacdo da atividade de GFOR/GL, foi utilizada a técnica que
estima a atividade enzimatica conjunta em células permeabilizadas de Z. mobilis,
conforme proposto por Malvessi et al. (2006b), com algumas modificacoes.

Os testes foram realizados em reator de 300 mL, com 100 mL de meio reacional,
em banho termostatizado a 39°C, mantido sob agitacdo magnética, por 40 minutos. O
pH foi automaticamente controlado em 6,4 pela adigéo de solucdo de NaOH contida em
pipeta de 2 mL, utilizando pHstato. A concentracdo da solucdo de NaOH empregada foi

dependente da velocidade reacional sendo utilizados valores entre 0,25 a 1,0mol/L.

Nesses ensaios foi utilizada solucdo de lactose/frutose ou de glicose/frutose
como substratos. Primeiramente determinou-se o volume de suspensdo de celular,
conforme concentracdo necessaria (item 3.6), posteriormente, juntou-se a solucédo
aquosa dos carboidratos nas concentracdes desejadas. A concentracdo de acido organico
formado foi calculado a partir da variacdo do volume de alcali gasto no controle do pH
em funcédo do tempo.

Uma unidade enziméatica de GFOR/GL (U) é definida como quantidade de
enzima capaz de formar 1mmol de acido organico, por hora, sendo a atividade expressa

em unidades por grama de células em base seca (U/g).
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3.14.7 Determinagdes fisico-quimicas para o lactobionato de sodio e o &cido

lactobibnico

3.14.7.1 Determinacéo do pH
A determinacdo do pH foi realizada em amostra solubilizada em &gua MilliQ
(1% m/v), a 25°C, em pHmetro (Consort, modeloR735), previamente calibrado com

solucgdes pH 4,0 e 7,0. O resultado correspondeu a média de trés determinacdes.

3.14.7.2 Determinacdo do ponto de fusao

O ponto de fusdo de uma substancia é a temperatura na qual a amostra encontra-
se completamente fundida (European Pharmacopeia, 2008). A determinacdo do ponto
de fuséo foi realizada utilizado um medidor de ponto de fuséo (PF1500 Gehaka), no
qual uma pequena aliquota de p6 foi introduzida nos capilares que foram colocados no
orificio da cdmara. A temperatura da camera foi elevada a velocidade de 1°C / minuto,

até a fusdo completa do material.

3.14.7.3 Determinacdo do poder rotatdrio especifico

A determinacdo do poder dptico serve para estabelecer tanto a identidade quanto
a pureza de uma substancia (European Pharmacopeia, 2008). A determinacdo do poder
rotatério especifico foi realizado com as amostras obtidas por via biotecnoldgica -
lactobionato de sodio e &cido lactobidnico liofilizado - em comparacdo com o acido
lactobi6nico comercial (Sigma-Aldrich). Para esta determinagdo, primeiramente
dissolveu-se 5,0g da amostra em 50mL de agua MilliQ. Apds 24 horas, 0 desvio Optico

foi medido, a temperatura de 20°C, utilizando polarimetro Polax 2L (Atago). Os
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resultados foram obtidos com amostras em triplicata, usando a férmula de rotacdo

especifica (Eq. 7), conforme descrito pela European Pharmacopeia (2008).

[a]d’ = (Eq.7)

Sendo:

[o]n?°, poder rotatério especifico;

a, angulo de rotacéo;

C, concentracao da substancia (g/mL);

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

3.14.7.4 Determinacdo da quantidade de agua

A quantidade de &gua presente nas amostras obtidas por via biotecnolégica -
lactobionato de sodio e &cido lactobidnico liofilizado — em comparagdo com o acido
lactobionico comercial (Sigma-Aldrich), foi determinada em balanga de dessecacao
(Mettler Toledo HB43 Halogen Moisture Analyzer). A anélise foi realizada com a
disposicao de 1,0g da substancia na balanca, a temperatura de 100°C, mantida até peso

constante.

3.14.7.5 Determinacdo da pureza

A quantificacdo do lactobionato de sédio apds a etapa de precipitagéo fracionada
foi realizada por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), conforme o
método descrito por Pedruzzi et al. (2007).

Ap0s a etapa de conversdo do lactobionato de sédio em sua forma &cida em

coluna de troca ionica, o &cido lactobidnico foi quantificado por HPLC (Pedruzzi et al.,
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2007) e por titulacdo, conforme descrito pela European Pharmacopeia (2008). A
titulacdo foi realizada adicionando uma aliquota de amostra a 30mL de agua destilada e,
posteriormente, titulada com hidréxido de sédio 0,1mol/L. Cada mL de hidroxido de
sodio gasto seria equivalente a 35,83mg de acido lactobionico.

As anélises em HPLC (Agilent Tecnology modelo 9100) foram realizadas
utilizando a coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, 9 um), fase mével H,SO,
0,50 mM, previamente filtrada (filtro de poliamida, 0,2pum). A andlise consistiu no
carregamento da amostra no volume do loop de injecao (20ulL) e sua eluigdo a
0,6mL/min, a 60°C. O cromatograma gerado foi quantificado através da curva de
calibracédo obtida por solucao de referéncia com concentracdo méaxima de 10g/L.

A pureza foi determinada pela quantidade de lactobionato de sddio ou &cido

lactobidnico contido em 1g de amostra.

3.15 Parametros de avaliacdo do processo de bioconversao

3.15.1 Rendimento em produto

O rendimento em termos de formacdo de &cido lactobibnico nos ensaios de

bioconversédo foi determinado da seguinte forma:

o = Mﬂ:]fi:\rmadn X 100 [qu:]
ac.esperado

Onde:
p, rendimento (%);
Mac formado, Massa de acido lactobionico formado (g);

Mac esperado, Massa de acido lactobidnico esperado para 100% de conversdo (50,16g).
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3.15.2 Produtividade volumétrica, produtividade massica e produtividade

especifica

A produtividade volumétrica foi determinada, nos ensaios de bioconverséo foi

calculada através da Eq. 9.

_ P?"PE

(Eq.9)

Onde:

p, produtividade volumétrica (g/L/h);
P,, concentracao inicial de produto (g/L);
Ps, concentracéo final de produto (g/L);

t, tempo de processo (h).

A produtividade maéssica, determinada nos ensaios de bioconversdo, foi calculada
da seguinte maneira:

P = Mac.FDrmadut_ Mac.i.nlclal (quﬂ]

Onde:

Pm, Produtividade massica;

Mac formado, Massa de acido lactobiénico formado;
Mac.inicial, Massa de acido lactobidnico inicial;

t, tempo de processo.

Para o célculo de produtividade especifica (q), determinada em ensaios de

bioconversdo, a produtividade maéssica, foi dividida pela respectiva massa celular em
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gramas. Os valores de “q” foram expressos em g de produto por gramas de células secas

por hora (g/g/h).

3.15.3 Velocidade especifica de formacao de acido lactobidnico

A velocidade especifica de formagdo de produto (pp) foi determinada apenas nos

ensaios de bioconversao (equacao 11).

Onde:
up, velocidade especifica de formagao de produto (g/g/h);
My, massa de células (Q);

dMp/dt, derivada do produto em fungéo do tempo (g/h).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obtencdo de biomassa e do complexo enzimatico GFOR/GL, o cultivo
descontinuo de Z. mobilis foi realizado em biorreator de mistura completa, em meio
contendo glicose e nutrientes. A producdo de biomassa/enzimas foi realizada sem
alteracdes na formulacdo de meio e nos parametros operacionais do cultivo de Z.
mobilis. Desta forma, os perfis cinéticos de crescimento, de consumo de substrato e de
producdo de enzimas nos cultivos em regime descontinuo, periodicamente realizados
com este fim, foram semelhantes (ANEXO). Ao final da fermentacdo as células foram
centrifugadas, permeabilizadas e, quando necessario, imobilizadas, sendo utilizadas nos

ensaios enzimaticos e de bioconversao.

4.1 Cinética de glicose-frutose oxidorredutase e glicono-é-lactonase para diferentes

carboidratos

A cinética enzimatica ¢ uma ferramenta de estudo para avaliar-se como a
velocidade reacional € influenciada pelas alteracdes nos parametros operacionais. Um
dos principais fatores que afetam a velocidade reacional é a concentracdo de substrato
presente no meio. Em uma reacdo enzimatica na presenca de excesso de substrato,
verifica-se a existéncia de um periodo inicial, conhecido como periodo pré-estacionario,
durante o qual a formagcdo do complexo enzima-substrato aumenta até valores
constantes de velocidade, alcancando o estado estacionario. O estado estacionario é uma
aproximacéo, uma vez que a concentracdo de substrato vai diminuindo no decorrer da
reacdo. No entanto, desde que a determinacdo da velocidade seja feita em um intervalo

de tempo curto, em que a concentracdo de substrato ndo varie significativamente, pode-
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se considerar que a formagdo do complexo enzima-substrato neste intervalo de tempo
seja aproximadamente constante (Taipa & Gama, 2003). Para alcangar o estado
estacionario, em uma condicdo em que a quantidade de substrato esteja em excesso, e
assim, a enzima saturada, foi avaliado o efeito da concentracdo de células/enzimas
permeabilizadas de Z. mobilis (entre 0,025 e 0,5¢/L) sobre a atividade enzimaética,
utilizando-se solucéo padrédo de lactose e frutose (0,70mol/L). Salienta-se que, devido a
baixa solubilidade da lactose em agua (European Pharmacopeia, 2008), a maxima

concentracdo de lactose usada no meio reacional foi de 0,70mol/L (Figura 11).

8,5 -
8,0—-
7,5:
7,0: "
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5,0—-
45-
40-

Atividade de GFOR/GL (U/g)
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Figura 11: Atividade enzimatica do complexo GFOR/GL utilizando-se diferentes
concentragdes de células permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191.

Solucdo equimolar de lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4.

Valores de atividade enzimatica, em torno de 7,7 e 7,9U/g foram obtidos
utilizando entre 0,025 e 0,1g/L de células permeabilizadas de Z. mobilis, sendo que
nesta faixa de concentracdo o substrato encontra-se, provavelmente, em excesso em

relacdo a concentracdo do biocatalisador (Figura 11). Com o aumento da concentragdo
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celular de 0,15g/L para 0,5¢/L, pode-se observar o queda proporcional da atividade
especifica de GFOR/GL, demonstrando que, possivelmente, ndo houve saturacdo da
enzima nesta faixa de concentracdo de biocatalisador, havendo, portanto, sitios livres
para acoplamento do substrato. Nos ensaios de atividade enzimatica para a
determinacdo de parametros cinéticos da equacdo de Michaelis-Menten (Vmax, Kv) foi
utilizada a concentracao de células/enzimas de 0,05g/L.

De acordo com Zachariou & Scopes (1986) e Hardman & Scopes (1988), a
cinética de GFOR para o par glicose/frutose, em particular, segue a equacao descrita por
Michaelis-Menten. Neste modelo cinético, a velocidade reacional em funcdo da
concentracdo de substrato € representada por um segmento de uma hipérbole quando a
concentracdo de um dos substratos € mantida constante e varia-se a concentracdo do
outro substrato. Desta forma, os parametros cinéticos aparentes Ky e Vmax da equacao
de Michaelis-Menten (Eq. 1), cinética de mecanismo ping-pong, foram estimados
através da inversdo direta dos termos pela aplicacdo da equacdo de Lineaweaver-Burk

(Eq. 12).

1 1 K, 1 Kg 1
- X X — (Eq.12)
vV oV, V. [A] V., [B]

max max max

Nas reacOes enziméaticas utilizando como substratos glicose/frutose ou
lactose/frutose, em que o substrato A (glicose ou lactose) estaria em excesso, 0 modelo
seria representado de acordo com a Equacdo 12a. Por outro lado, em uma reacdo em que
o0 substrato B (frutose) estaria em excesso, 0 modelo seria descrito de acordo com a
equacdo 12b, quando utilizado glicose e frutose como substrato, ou de acordo com a
equacdo 12c, em reacGes com lactose e frutose (Zachariou & Scopes, 1986; Hardman &

Scopes, 1988).
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t_ 1 + Ky X ! Eq.12
v a Vm.!ix Vm&ix [F] (q. Elj
t_ 1 + Ko X L Eq.12b
v a Vmsi.x Uma'x [G] (q. j
L ! + Ky X ! Eq.12
—_ = — . C

Sendo:

V, velocidade inicial;

Vmax, Velocidade maxima;

Kg, constante de Michaelis para a frutose quando a glicose ou lactose se encontra em
excesso;

Kg, constante de Michaelis para a glicose quando a frutose se encontra em excesso;

Ky, constante de Michaelis para lactose quando a frutose se encontra em excesso.

Como a glicose é considerada o substrato preferencial do complexo enzimatico
GFOR/GL, apresentando um valor de K¢ relativamente baixo (Zachariou & Scopes,
1986; Hardman & Scopes, 1988; Carra et al., 2007), primeiramente avaliou-se a
cinética enziméatica de GFOR/GL com o par glicose/frutose. Os ensaios enzimaticos
foram realizados utilizando a concentragdo de frutose constante em 0,7mol/L e
diferentes concentracdes de glicose (de 0,005 a 0,4mol/L) e, também, mantendo-se a
concentracédo de glicose em 0,7mol/L empregando-se variadas concentragdes de frutose

(de 0,03 a 0,45mol/L). Os ensaios foram conduzidos em biorreator de mistura completa,
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contendo 100mL de solucdo de substratos e 0,05g/L de células/enzimas
permeabilizadas. Na Figura 12, sdo apresentados os dados experimentais obtidos nos
ensaios e 0s respectivos ajustes previstos pela equagdo de Michaelis-Menten, obtidos

com o auxilio do programa Graph Pad Prism 5.0.

60

[Al 39 [B]

50 304

40 254

204
30

154
20
10

104

Atividade de GFOR/GL (U/g)
Atividade de GFOR/GL (U/g)

r=0,99 r=0,99
T T T T T 0 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Glicose (mol/L) Frutose (mol/L)

Figura 12: Atividade enzimética do complexo GFOR/GL, presente em células
permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191, com diferentes concentragdes
de substratos, a 39°C e pH 6,4. [A] frutose (0,70mol/L) + glicose (0,005 a 0,4mol/L);
[B] glicose 0,70mol/L + frutose (0,03 a 0,45mol/L).

(*) valores experimentais; (—) valores previstos pela equacdo de Michaelis-Menten.

Nos ensaios realizados com frutose 0,7mol/L, atividades crescentes foram
alcancadas com o aumento da concentracdo de glicose até 0,1mol/L (Figural2A). Entre
0,1 e 0,4mol/L, resultados semelhantes foram obtidos: cerca de 48U/g. Quando utilizado
0,7mol/L de glicose em concentracdo constante, foi observado o incremento da
atividade enzimética do complexo GFOR/GL com o aumento da concentracdo de

frutose presente no meio reacional (Figura 12B).
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Valores de coeficiente de correlagcdo da ordem de 0,99 foram calculados para o
ajuste dos pontos experimentais da equacdo de Michaelis-Menten. A partir dos dados

obtidos (Figura 12), foram estimados os valores aparentes de Kg, K e Vmax (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros cinéticos aparentes Kr, Kg € Vinax 0btidos em ensaios enzimaticos

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

.Parametros cinéticos = Valores estimados

Vmax (U/Q) 60
Kg (mol/L) 0,39
Kg (mol/L) 0,019

Em reagdes cinéticas de GFOR/GL com glicose e frutose, fica claro que a
glicose é o substrato preferencial da enzima, sendo a frutose o substrato limitante da
reacdo (Tabela 1). Os resultados estimados para Kr e Kg foram semelhantes ao relatado
por Hardman & Scopes (1988), de 0,4 e 0,011mol/L, respectivamente, empregando
GFOR purificada. Também com enzimas purificadas, Zachariou & Scopes (1986)
relatam a obtencdo de valores superiores para K e Kg, de 1,4 e 0,03mol/L

respectivamente.

Em etapa posterior, os parametros cinéticos K., Kr e Vnax da equacdo de
Michaelis-Menten foram estimados para o par de substratos lactose e frutose, utilizados
na reagdo enzimatica em susbtituicdo a glicose e frutose. Na Figura 13, sdo apresentados
os dados experimentais obtidos nos ensaios de atividade enzimatica de GFOR/GL na

presenca de lactose e frutose no meio reacional e 0s respectivos ajustes previstos pela
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equacdo de Michaelis-Menten, obtidos com o auxilio do programa Graph Pad Prism 5.0.
Na Figura 13A, os dados sdo relativos aos testes enzimaticos em que a concentracdo de
frutose foi mantida em 0,7mol/L e as concentracdes de lactose variadas de 0,15 a
0,35mol/L. Na Figura 13B, a concentracdo de lactose foi mantida constante em

0,7mol/L e as concentracdes de frutose foram variadas de 0,05 a 0,4mol/L.
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Figura 13: Variacdo de atividade enzimética do complexo GFOR/GL, presente em
células permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191, com diferentes
concentracdes de substratos, a 39°C e pH 6,4. [A] frutose 0,70mol/L + lactose (0,15 a
0,35mol/L); [B] lactose 0,70mol/L + frutose (0,05 a 0,4mol/L).

(*) valores experimentais; (—) valores previstos pela equacgéo de Michaelis-Menten.

Conforme observado na Figura 13, os valores dos coeficientes de correlacdo dos
dados experimentais e 0os da equacdo descrita por Michaelis-Menten foram de 0,95 e
0,98, sugerindo que a velocidade reacional em fungdo da concentragcdo de substrato
seria representada por uma hipérbole. Quando utilizado 0,7mol/L de frutose, atividades
crescentes foram observadas com o aumento da concentracdo de lactose presente no
meio (Figura 13A). Com o emprego de 0,7mol/L de lactose, um incremento na

atividade enzimética foi observado até 0,3mol/L de frutose (Figura 13B) e em
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concentragOes superiores, valores semelhantes de atividade enzimatica, em torno de
7,0U/g foram alcancadas (dados n&o mostrados).

A partir dos dados experimentais obtidos nos ensaios enzimaticos (Figura 13),
foram estimados os valores das constantes cinéticas Kg, K. e Vimsx para o par lactose e

frutose (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros cinéticos aparentes Kg, K. e Vinax obtidos em ensaios enzimaticos

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

Parametros cinéticos Valores estimados

Vmax (U/Q) 7,69
Kr (mol/L) 0,050
K. (mol/L) 0,39

Quando utilizado lactose/frutose como substratos na avaliacdo cinética do
complexo enzimatico GFOR/GL, nas condicdes testadas foi observado que, em funcéo
dos resultados de K, e Kr mostrados na Tabela 2, pode-se observar que a lactose €
substrato limitante da reacdo. Valor de Vma de 7,69U/g e Kg de 0,050mol/L foram
estimados, cerca de 7,8 vezes inferiores aos obtidos com o par glicose/frutose (Tabela
1). Esta queda nos valores destes parametros operacionais pode ter sido devido a menor
afinidade da enzima GFOR para a lactose e/ou alteragdes conformacionais no sitio ativo
da enzima, possivelmente causadas pela substituicdo de um monossacarideo (glicose)
por um dissacarideo (lactose). De acordo com Zachariou & Scopes (1986), a enzima
GFOR, que opera em um mecanismo do tipo ping-pong, possui um unico sitio de

ligacdo para os substratos (frutose e glicose). Desta forma, possiveis mudancas
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conformacionais no sitio ativo da enzima acarretariam em mudanca no acoplamento de
ambos 0s substratos reacionais.

Para melhor avaliar o efeito da substituicdo da glicose por lactose na atividade
enzimética de GFOR, a relacdo de Vma/Km foi determinada. Na Tabela 3, estdo
apresentados os resultados compilados dos parametros cinéticos calculados para ambos

os pares de substratos (lactose/frutose e glicose/frutose).

Tabela 3: Parametros cinéticos aparentes e a relacdo Vma/Kym obtidos em ensaios
enzimaticos de GFOR/GL de Zymomonas mobilis com os pares lactose/frutose e

glicose/frutose como substratos.

Substratos lactose/frutose glicose/frutose

Vmax (U/9) 7,69 60

Ke (mol/L) 0,050 0,39

K¢ (mol/L) 0,39 -

Kg (mol/L) - 0,019
Vmad Ke (U/g/mol.L ™) 154 154
Vmad KL (U/g/mol.L™) 20 --
Vimax/Kg (Ulg/mol.L™) - 3157

Como observado na Tabela 3, o valor de Vna/Kr para ambos os pares de
substratos foi 0 mesmo, sugerindo que a eficiéncia catalitica da enzima no sentido da
reacdo de frutose a sorbitol nédo teria sido afetada, o que indica, provavelmente, a ndo
ocorreréncia de alteragdes conformacionais no sitio ativo da enzima. A relagdo Vms/Keg
foi aproximadamente 150 vezes maior que a relagdo Vns/K., demonstrando novamente

a maior afinidade do complexo enzimaético pelo substrato glicose.
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Em estudo realizado por Satory et al. (1997), utilizando GFOR de Z. mobilis
DSM473 purificada, valor de K. de 1,2mol/L foi relatado, resultado superior ao
encontrado neste estudo.

Com ceélulas permeabilizadas de Z. mobilis ATCC 29191, Pedruzzi et al. (2011)
descreveram a cinética de GFOR/GL com lactose e frutose como substratos reacionais.
Com o uso de frutose em concentracdo constante, a velocidade reacional apresentou
comportamento sigmoidal em decorréncia do aumento da concentracdo de lactose,
diferenciando-se do comportamento hiperbolico esperado em uma cinética do tipo
Michaelis-Menten. Segundo os autores, este comportamento é caracteristico de enzimas
do tipo regulatorias, sendo denominados como fendmenos de cooperatividade e/ou
alostéricos. No presente trabalho, para a obtencdo dos parametros cinéticos foi
necessario, primeiramente, uma avaliacdo da relacdo enzima/substrato para que pudesse
ser definida uma condicé@o experimental em que a quantidade de substrato estivesse em
excesso em relacdo a enzima (enzima saturada). Como demonstrado anteriormente, a
saturacdo da enzima s6 foi obtida com a utilizacdo de 0,7mol/L dos substratos e
concentracdes inferiores a 0,05g/L de células (Figura 11). No estudo realizado por
Pedruzzi et al. (2011), foi utilizado 7,2¢g/L de células e concentracdes crescentes de
substratos até 0,7mol/L. Nestas condicdes, provavelmente a saturacdo da enzima nédo
tenha sido atingida, sendo observado o comportamento sigmoidal, também explicado
pela baixa afinidade do complexo enzimatico GFOR/GL por lactose.

Apesar de a velocidade da reacdo ser mais baixa com a utilizacdo de lactose
como substrato reacional, devido a menor afinidade da enzima por este substrato, os
ensaios apresentados a seguir foram realizados com o par lactose/frutose, dado o

objetivo geral deste estudo.
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4.2 Ensaios de bioconversdo com células/enzimas permeabilizadas de Zymomonas

mobilis

Com o intuito de aumentar a velocidade reacional e assim diminuir o tempo de
bioprocesso, foram avaliadas diferentes concentragcdes de biocatalisador (5, 10 e 20g/L)
em processo de bioconversdo utilizando lactose/frutose 0,70mol/L. Na Tabela 4, sdo
mostrados os resultados gerais obtidos em cada condicdo. Salienta-se que as
células/enzimas de Z. mobilis utilizadas em cada etapa de bioconversdo foram
provenientes de cultivos diferentes, que pode ter interferido, em algum nivel, nos

resultados encontrados.

Tabela 4: Resultados gerais referentes a bioproducdo de acido lactobidnico nos ensaios
de bioconversdo com diferentes concentracfes de células livres de Zymomonas mobilis

(lactose/frutose inicial, 0,70mol/L; 39°C; pH 6,4).

Células (g/L) 5,0 10,0 20,0
Prmax (9/L) 184 172 177
t(h) 96 48 24
p (%) 79 74 76
p (g/L/h) 1,9 3,6 7,4
q (g/g/h) 0,41 0,38 0,40
wp.max (9/g/h) 1,95 1,71 1,91
St (mol/L) 0,12 0,17 0,15

Pmax, CONcentracdo maxima de acido lactobibnico; t, tempo de processo; p, rendimento
do processo; p, produtividade; q, produtividade especifica; ppmax, Maxima velocidade

especifica de formacédo de produto; Sy, lactose residual.
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Na Figura 14 sdo apresentados os perfis cinéticos de formacdo de é&cido
lactobi6nico em resposta as concentragfes de células permeabilizadas de Z. mobilis
utilizadas nos processos de bioconversdo. Observa-se que, nos tempos estabelecidos
para cada ensaio, concentragfes de acido lactobiénico semelhantes foram obtidas, com
conversdes em produto entre 74 e 79%. Por outro lado, 0 aumento da concentracdo
celular (20g/L) resultou em reducdo do tempo de bioconversdo, melhorando assim a

produtividade (Tabela 4).
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Figura 14: Acido lactobidnico formado em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo, utilizando diferentes concentraces de células livres de Zymomonas
mobilis (Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4).

(m) 5Sg/L; (O) 10g/L; (A) 20g/L.

Para verificar a influéncia do tempo relativo sobre a formacdo de é&cido
lactobionico, calculado em relacdo ao tempo total de cada ensaio, a velocidade

especifica de formagao de produto (pp) foi estimada nos ensaios com diferentes
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concentragcdes de biocatalisador (Figura 15). Como pode ser observado, o perfil de
variacdo da velocidade reacional em relacdo ao tempo relativo foi semelhante em todas
as condi¢Oes avaliadas, indicando que a queda de pp ndo foi devida ao tempo de
exposicdo das células as condi¢bes operacionais. Observa-se ainda que os valores de
produtividade especifica, indicados anteriormente na Tabela 4, foram semelhantes em
todas as condicOes avaliadas. Nidetzky et al. (1997) demonstraram que as células livres
de Z. mobilis podem ser utilizadas por mais de 250 horas sem que ocorra a diminuigédo
da atividade enzimatica. Como as enzimas GFOR/GL estdo presentes no periplasma de
Z. mobilis, segundo estes autores, a célula microbiana fornece uma espécie de protecédo

as enzimas, aumentado assim a estabilidade do sistema.

b (algrh)
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Figura 15: Velocidade especifica de formagdo de produto (up) em funcdo do tempo
relativo, em ensaios de bioconversao de &cido lactobiénico com diferentes concentraces
de células/enzimas permeabilizadas de Zymomonas mobilis.

(Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4).

Como a velocidade reacional do complexo GFOR/GL ¢ influenciada pela

concentragdo de substratos presente no meio reacional, foi entdo determinada a
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velocidade especifica de formagdo de produto (up), em fungdo da concentracdo de
lactose ao longo do processo. A partir destes resultados, mostrados na Figura 16, fica
claro que o perfil da velocidade estd relacionado com a concentragdo de substrato
disponivel na reacdo, uma vez que, nas condicOes testadas, concentracBes de lactose
inferiores a 0,25mol/L (90g/L) levaram a redugdo do valor de pp. Este fato pode ser
explicado pela baixa afinidade de GFOR pelo substrato lactose (K. = 0,39mol/L), e pela
ja confirmada queda da velocidade reacional da reacdo quando a lactose estd presente

em baixas concentracdes.

u, (9/g/h)

0,0 T T T T T T T T T T T
0,0 0.1 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7
Lactose (mol/L)

Figura 16: Velocidade especifica de formacdo de produto (up) em funcdo da
concentracdo de lactose, em ensaios de bioconversdo de &cido lactobidnico com
diferentes concentracfes de células/enzimas permeabilizadas de Zymomonas mobilis.

(Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4)

Utilizando-se 20g/L de células livres de Z. mobilis e 0,70mol/L de lactose,
avaliou-se o efeito da concentracéo de frutose sobre a formagéo de &cido lactobionico e
sorbitol. Este estudo teve como objetivo diminuir a quantidade de substrato residual ao

final no processo, facilitando, assim, a etapa de separacdo dos produtos e substratos. Na
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Tabela 5, sdo apresentados os dados gerais obtidos referentes & producdo de &cido
lactobionico e sorbitol em ensaios de bioconversdo com o emprego de solugches
contendo 0,70mol/L de lactose e diferentes concentracfes de frutose (0,50 a 0,70mol/L)
e na Figura 17, sdo ilustrados os respectivos perfis cinéticos de producdo de &cido

lactobidnico em funcdo do tempo.

Tabela 5: Resultados gerais referentes a bioproducéo de acido lactobidnico e sorbitol
nos ensaios de bioconversdo utilizando 20g/L de células livres de Zymomonas mobilis

(lactose inicial, 0,70mol/L; frutose inicial, 0,50 a 0,70 mol/L; 39°C; pH 6,4).

Frutose (mol/L) 0,50 0,55 0,60 0,70
Pmax. (9/L) 154 156 170 175
Prmax. sorb.(9/L) 83 85 92 95
t(h) 24 24 24 24
p (%) 65 67 73 75
P sorb. (%) 91 85 84 75
p (g/L/h) 6,4 6,5 7,1 7,3
q (9/g/h) 0,34 0,35 0,38 0,39
e max (9/9/h) 1,85 1,78 2,0 2,0
St Lac(MoI/L) 0,24 0,23 0,19 0,17
St Frut.(mol/L) 0,04 0,07 0,09 0,17

Pmax., concentragdo méaxima de acido lactobidnico; Pmax.sorb., CONcentragdo maxima de
sorbitol; t, tempo de processo; p, rendimento em &cido lactobibnico; p som., rendimento
em sorbitol; p, produtividade; g, produtividade especifica; pupmax, Mmaxima velocidade
especifica de formagdo de produto; S; concentracdo residual de lactose; St rut,

concentracgéo residual de frutose.
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Com relacéo a concentracdo final de sorbitol valores superiores foram obtidos
com a utilizacdo de 0,70mol/L de frutose, cerca de 95g/L (Tabela 5). Por outro lado,
rendimento superior de conversédo de frutose em sorbitol (91%) foi determinado quando
utilizado 0,50mol/L de frutose inicial, sendo estimado cerca de 0,04mol/L de frutose
residual ao final de 24 horas de processo. Neste caso, esta condi¢cdo de bioconversao
seria vantajosa levando-se em conta, especialmente, a separacdo e a purificacdo dos

produtos do processo.
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Figura 17: Acido lactobidnico formado em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo, com diferentes concentracdes de frutose, utilizando 20g/L de células
livres de Zymomonas mobilis. (Substrato inicial: lactose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4).

Frutose: (A) 0,70mol/L; (7)) 0,60mol/L; (e) 0,55mol/L; (O) 0,50mol/L.

Pode-se observar que a bioproducdo de acido lactobidnico foi superior quando
utilizadas concentracGes elevadas de frutose no processo de bioconversdo (Figura 17).
Nos ensaios em que foram usadas as concentragdes mais altas de frutose - 0,70 e
0,60mol/L - resultados semelhantes, em torno de 173g/L de acido lactobidnico foram
alcangados, atingindo cerca de 74% de rendimento e produtividade de 7,2g/L/h. Nestas
condigOes, lactose residual em torno de 0,18mol/L foi estimada em 24 horas de

processo. No entanto, quando utilizado 0,60mol/L de frutose, a concentracdo deste
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substrato ao final do processo foi 50% inferior ao determinado na condigdo em que foi
utilizado 0,70mol/L de frutose (Tabela 5). Conforme mostrado na Tabela 5, ndo foi
observado efeito relevante com relagdo a méxima velocidade especifica de formagéo de
acido lactobionico, uma vez que a reacdo é limitada pela concentracédo de lactose.

Pedruzzi et al. (2011) estudaram o efeito da concentracdo de substrato no
processo de bioconversdo com células permeabilizadas de Z. mobilis. Os ensaios foram
realizados de duas formas distintas: utilizando 0,70mol/L de lactose e diferentes
concentragdes de frutose (0,35, 0,55 e 0,70mol/L) e, posteriormente com o emprego de
0,35mol/L de frutose e diferentes concentracbes de lactose (0,40, 0,45, 0,55 e
0,70mol/L). Na representacdo grafica de bioproducéo de acido lactobidnico em funcgéo
do tempo de processo para o primeiro teste, foi relatada a sobreposicdo dos pontos
experimentais nas primeiras 7 horas do processo, enquanto que, para o segundo teste,
um incremento da velocidade reacional foi observado com o aumento da concentragdo
de lactose. Segundo os autores, a presenca da frutose ndo influenciou negativamente a
velocidade inicial da reacédo, sendo essa dependente da concentracao de lactose.

A partir dos resultados apresentados, de forma geral, maior eficiéncia de
producdo de &cido lactobibnico e sorbitol por Z. mobilis foi atingida com a utilizacdo de
20g/L de células e concentracdes de substratos de 0,7 e 0,6mol/L de lactose e frutose,

respectivamente.

4.3 Bioprodugdo de 4&cido lactobidnico utilizando células imobilizadas de
Zymomonas mobilis

A Dbioproducdo de &cido lactobidnico foi primeiramente avaliada quanto a
concentracdo de células na etapa de imobilizacdo, partindo de suspensdes celulares

contendo 30, 50 e 70g/L. Considerando as diferentes massas de solidos presentes nas
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esferas, o respectivo teor de agua foi estimado em 93, 92 e 91% (m/m) para esferas
contendo suspensfes celulares de 30, 50 e 70g/L. Os ensaios preliminares de
bioconversdo foram realizados com a utilizagé@o de 5g/L de biocatalisador. Na Tabela 6,
sdo resumidos os resultados de ensaios de bioconversdo nas diferentes condigdes

testadas, enquanto na Figura 18 séo ilustrados os perfis cinéticos dos ensaios.

Tabela 6: Resultados gerais referentes a bioproducédo de acido lactobiénico nos ensaios
de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em suspensdes de 30
a 70g/L, com 5¢/L de biocatalisador em ensaios de bioconversdo. (Substrato inicial:

lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4).

Células na imobilizacéao (g/L) 30 50 70
Pmax (9/L) 172 166 148
t(h) 96 96 96
p (%) 73 71 63
p (9/L/h) 18 17 15
g (g9/g/h) 0,38 0,37 0,33
1p max (9/g/h) 1,0 0,77 0,78
St (mol/L) 0,17 0,19 0,24

Pmax, cOncentracdo maxima de &cido lactobionico; t, tempo de processo; p, rendimento
do processo; p, produtividade; q, produtividade especifica; ppmax, méxima velocidade

especifica de formacdo de produto; S, lactose residual.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6 e também na Figura 18,
com o0 aumento da concentracdo de biocatalisador na etapa de imobilizacdo, foi

observada queda na bioproducdo de acido lactobidnico, afetando negativamente o
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rendimento e a produtividade do processo. Estes resultados podem ser decorrentes da
reducdo do fluxo de substratos e produtos através das esferas de alginato com as
maiores massas de solidos imobilizados, que, possivelmente, reduziriam a porosidade

do suporte.
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Figura 18: Acido lactobidnico formado em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo com 5g/L de biocatalisador, utilizando diferentes concentracdes de
suspensdo celular de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio.
(Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4). (m) 30g/L; (o) 50g/L;

(A)70g/L.

Para avaliar o transporte de massa através das esferas de alginato de calcio, foi
determinada a difusividade efetiva (Dv) para este sistema imobilizado, tendo glicose em
meio aquoso como indicador. Nas condi¢des testadas, o transporte de massa foi
favorecido nas esferas que continham a menor quantidade de soélidos imobilizados
(Figura 19). Os valores de Dv calculados foram de 1,0.107°, 0,89.10™°, 0,36.10° m?s,
respectivamente, para as esferas contendo 30, 50 e 70g/L de suspensdo celular de Z.

mobilis.
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Scott et al. (1989) avaliaram a difusividade efetiva com relacdo & concentracdo
de microrganismos no interior do suporte de imobilizagdo, no caso, k-carragena. Os
autores constataram que a concentracdo de microrganismos no interior das esferas é

inversamente proporcional a difusdo do soluto.
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Figura 19: Variacdo da concentracdo de glicose em funcdo do tempo em testes de
difusividade de esferas de alginato de célcio contendo células de Zymomonas mobilis
imobilizadas em diferentes concentragdes. (volume de solugcdo 100g/L de glicose:

15mL; quantidade de esferas: 500, a 39°C). (m) 30g/L; (o) 50g/L; (A)70g/L.

A barreira difusional representada pelo suporte de imobilizacdo, além de
dificultar o acesso do substrato a enzima, poderia ainda afetar negativamente a
velocidade reacional devido ao acimulo do produto préximo ao sitio ativo da enzima,
levando a alteracdes de pH que desfavoreceriam a reacéo (Malvessi et al., 2010).

A partir destes resultados, foi demonstrado que concentracfes inferiores de
suspensdo celular imobilizada favorecem o transporte de massa pelas esferas de alginato
de calcio. Entretanto, nestas condi¢fes, 0 aumento da concentragdo de biocatalisador na

reacdo poderia se dificultado, uma vez que o reator com agitacdo magnética usado neste
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trabalho é eficiente apenas quando utilizada uma quantidade (massa) de esferas/enzimas
que ndo comprometa 0s parametros operacionais como a agitagéo e o controle do pH.

Desta forma, foi avaliada a influéncia do aumento da concentracdo do
biocatalisador no processo de bioconversdo - até 30g/L — utilizando as esferas de
alginato obtidas a partir de suspensdes celulares de 30, 50 e 70g/L. Os resultados gerais
destes ensaios estdo apresentados na Tabela 7. Na Figura 20, sdo ilustrados os perfis
cinéticos dos respectivos processos de bioconverséo.

Concentrac6es finais de acido lactobiénico semelhantes foram obtidas quando
empregadas esferas contendo 30 e 50g/L de suspensdo celular imobilizada e entre 5 a
20g/L de biocatalisador, cerca de 170g/L. Nestas condicGes, rendimento aproximado de
75% foi calculado, com cerca de 63g/L de lactose residual (Tabela 7). Pode-se observar
que, com o0 aumento da concentracdo do biocatalisador, menor tempo de processo foi
necessario para que cerca de 70% de rendimento fosse atingido, sendo, neste momento,
interrompida a reacdo. Maior produtividade, cerca de 9,7g/L/h, foi obtida quando
utilizado 30g/L de biocatalisador imobilizado a partir de 70g/L de suspenséo celular de
Z. mobilis. Por outro lado, valores semelhantes de produtividade especifica foram
estimados com células imobilizadas em 30 e 50g/L, de 0,38 e 0,35¢/g/h,
respectivamente, independentemente da concentracdo do biocatalisador usado na
bioconversao (Tabela 7).

Salienta-se que, devido ao consideravel volume ocupado pelas esferas contendo
30g/L de suspensdo celular, a conducdo do processo no biorreator ficou limitada a
utilizacdo méaxima de 10g/L de biocatalisador. Esta desvantagem poderia ser
minimizada com o emprego de diferentes configurag®es de reatores tais como reatores

de coluna com leito fixo ou leito fluidizado (Zanin & Moraes, 2004).
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Tabela 7: Resultados gerais referentes a bioproducédo de acido lactobidnico nos ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis

imobilizadas em suspensfes de 30 a 70g/L e diferentes concentracdes de biocatalisador na bioconversdo (Substrato inicial: lactose/frutose

0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4).

Suspensao celular na

imobilizaco (g/L) 30 50 70

Biocatalisador (g/L) 5 10 5 10 20 5 10 20 30

Prmax (9/L) 172 175 166 173 168 148 168 156 156
t(h) 96 48 96 48 24 96 48 24 16

p (%) 73 75 71 74 72 63 72 66 66

p (g/L/h) 1,8 3,6 1,7 3,6 7,0 1,5 3,5 6,5 9,7
q (g/g/h) 0,38 0,39 0,37 0,39 0,37 0,33 0,37 0,35 0,34
e max (9/9/h) 1,0 0,9 0,77 0,72 0,68 0,78 0,68 0,65 0,60
S¢(mol/L) 0,17 0,16 0,19 0,17 0,18 0,24 0,18 0,22 0,22

Pmax, cOncentracdo maxima de acido lactobionico; t, tempo de processo; p, rendimento do processo; p, produtividade; g, produtividade especifica;

L max, M&xima velocidade especifica de formacdo de produto; S, lactose residual.
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Figura 20: Acido lactobiénico formado em funcio do tempo, em ensaios de

bioconversdo, com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em suspensfes de
30g/L [A], 50g/L [B] e 70g/L [C] e diferentes concentracbes de biocatalisador.
(Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4). (m) 5g/L; (O) 10g/L;

(A) 20g/L e (A) 30g/L.
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Em geral, foi observado o aumento do tamanho das esferas ao final das
bateladas de bioconversdo. Como a quantidade de agua presente no interior das esferas
foi considerada no célculo do volume reacional final (200mL), em geral, menor
volume de agua foi utilizado para a solubilizacdo dos substratos a serem usados no
bioprocesso, salientando-se, novamente, a dificuldade relacionada a baixa solubilidade
da lactose em &gua. Portanto, a utilizacdo de concentracdes superiores de suspesnao
celular (50 a 70g/L) no interior das esferas — no momento da imobilizacdo - e,
consequentemente, menores massas de esferas, proporcionaria um controle
operacional do processo mais adequado. O emprego de concentracdes elevadas do
biocatalisador, em razdo do grande volume ocupado pelas esferas de alginato de
calcio, levaria a dificuldades em relacdo a diminui¢do do volume disponivel para a
solubilizacdo dos agucares, homogeneidade da mistura e o controle do pH, parametro
de grande importancia na conducdo do processo em biorreator de mistura. Sendo
assim, o sistema enzimatico imobilizado com 70g/L de suspensdo celular e 20g/L de
biocatalisador na bioconverséo foram definidos para a continuidade dos experimentos.

Adicionalmente, foram estudadas as condi¢bes de armazenamento das esferas
de alginato de calcio. Ao final da imobilizacdo das enzimas, ap0s o gotejamento da
mistura de células/alginato de sddio em solucdo de cloreto de calcio, as esferas foram
mantidas em &gua destilada ou em tampao fosfato de potassio-hidroxido de sédio pH
6,4, a 4°C, até a sua utilizacdo. Para avaliar a manutencdo da atividade enzimatica em
funcdo do tempo de estocagem, foram empregadas esferas armazenadas a 4°C por 12
horas, 15 dias em agua destilada, e também por 15 dias, a 4°C, em tampdo fosfato. Os
testes de bioconversdo foram realizados com lactose/frutose 0,7mol/L. Na Tabela 8
sdo apresentados os resultados gerais destes ensaios, enquanto na Figura 22 sao

representados os perfis cinéticos dos respectivos processos de bioconverséo.
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Tabela 8: Resultados gerais referentes a bioproducdo de &cido lactobidnico nos
ensaios de bioconversdo, relativos a diferentes condi¢cdes de estocagem das esferas,
utilizando células de Zymomonas mobilis imobilizadas em suspensdes de 70g/L e

20g/L de biocatalisador nos ensaios (Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a

39°C, pH 6,4).
Condic0es de 12 hem 15 dias em 15 dias em solugéo
armazenamento agua destilada agua destilada tampao pH 6,4
Prmax (9/L) 170,5 156 177
t(h) 24,1 24 24
p (%) 73 66 76
p (9/L/h) 7.1 6,6 7.4
g (9/g/h) 0,38 0,35 0,39
e max (9/9/h) 0,69 0,64 0,78
St (mol/L) 0,18 0,22 0,15

Pmax, CONcentracdo maxima de &cido lactobibnico; t, tempo de processo; p, rendimento
do processo; p, produtividade; g, produtividade especifica; pupmax, Mmaxima velocidade

especifica de formacdo de produto; Sy, lactose residual.

Concentracdo de acido lactobidnico cerca de 8% inferior foi obtida quando
utilizadas as esferas mantidas em estoque por 15 dias em &gua destilada, cerca de
156g/L, em comparacdo com as armazenadas por 12 horas, 170g/L. Por outro lado,
quando o sistema imobilizado foi armazenado em tampé&o pH 6,4, a 4°C, por 15 dias,

concentracdo de produto de 177g/L foi obtida, sugerindo, portanto, a influéncia do pH
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sobre a manutencdo da atividade enzimética de GFOR/GL em funcdo do tempo de

estocagem (Figura 21 e Tabela 8).

Acido lactobidnico (g/L)
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Figura 21: Acido lactobionico formado em funcio do tempo, em ensaios de
bioconversdo, com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em suspensdes de
70g/L e 20g/L de biocatalisador no processo, armazenadas em diferentes condigoes.
(Substrato inicial: lactose/frutose 0,70mol/L, a 39°C, pH 6,4). (m) apds 12 horas de
armazenamento em agua; (O) apds 15 dias de armazenamento em agua; (1) apo6s 15

dias em tampéo pH 6,4.

Os géis de alginato de calcio sdo quimicamente instaveis na presenca de alguns
componentes como ions fosfato e citrato, 0 que pode levar a ruptura ou mesmo a
dissolucdo do suporte de imobilizacdo no meio (Covizzi et al., 2007). Entretanto,
mesmo apos 15 dias de armazenamento das esferas de alginato de calcio em tampéo
pH 6,4, tais efeitos ndo foram observados, mantendo-se integras nestas condi¢Ges
avaliadas. Ressalte-se que apds os 15 dias de estocagem, a leitura de pH da solugédo

tampdo usada para 0 armazenamento das esferas foi de, aproximadamente, 6,4,
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enquanto que na solucdo contendo as esferas armazenadas em &gua destilada, foi

determinado o valor de pH de 5,2.

Na Figura 22, sdo apresentados os perfis de velocidade especifica de formacédo
de produto (up) em funcdo da concentracdo de lactose, nas diferentes condicGes de

armazenamento do complexo imobilizado de Z. mobilis.
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Figura 22: Velocidade especifica de formacao de produto (up) em funcdo da
concentracdo de lactose, em ensaios de bioconversdo com 20g/L de biocatalisador,
utilizando 70g/L de suspensdo celular de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato
de célcio, armazenadas em diferentes condi¢des. (Substrato inicial: lactose/frutose

0,7mol/L, a 39°C, pH 6,4).

A velocidade especifica de formagdo de produto (up) foi superior ao longo do
processo nas esferas armazenadas em tampao pH 6,4 (Figura 22). Apesar disso, como
descritos anteriormente na Tabela 8, valores semelhantes de rendimento,
produtividade volumétrica e produtividade especifica foram obtidos com

biocatalisador armazenado em tampdo por 15 dias e em agua por 12h. Valores
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inferiores de rendimento, produtividade volumétrica e produtividade especifica foram
observados quando mantidas as esferas em agua por 15 dias. Estes resultados sugerem
que a atividade do complexo enzimatico GFOR/GL imobilizado pode ser mantida por
periodos prolongados, desde que as enzimas ndo sejam expostas a condi¢bes adversas
de pH, conforme relatado por Zanin & Moraes (2004) para sistemas enzimaticos em

geral.

4.4 Bioproducéo: reutilizacao do biocatalisador

A técnica de imobilizacdo celular tem sido objeto de muitos estudos por
permitir a reutilizagdo do biocatalisador por sucessivas bateladas de bioconverséo ou
pela conducgdo em regime continuo.

Com o intuito de verificar a viabilidade da reutilizacdo das células de Z.
mobilis imobilizadas em alginato de célcio visando a producdo de acido lactobibnico,
foram realizados sucessivos ciclos de bioconversdo com duragdo média de 24 horas.
Nestes ensaios, foram utilizados os parametros operacionais definidos anteriormente
que levaram a obtencdo de melhores resultados em termos de formacdo de produto:
20g/L de biocatalisador imobilizado a partir de suspensdo celular de 70g/L e solu¢édo
de substratos contendo 0,70mol/L de lactose e 0,60mol/L de frutose. A cada 24 horas,
as esferas de alginato foram removidas do meio, tratadas com solucdo de cloreto de
calcio 0,3mol/L, quando necessario, e posteriormente, adicionadas em solucGes
preparadas com a mistura de ambos os substratos. Na Tabela 9 s@o mostrados o0s

resultados gerais obtidos em cada batelada de bioconversao.
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Tabela 9: Resultados gerais referentes a bioproducdo de &cido lactobiénico nos
ensaios de bioconversdo, utilizando células de Zymomonas mobilis imobilizadas em
suspensdes de 70g/L, com 20g/L de biocatalisador, em sucessivas bateladas de 24

horas (Substrato inicial: 0,70mol/L de lactose e 0,60mol/L de frutose, a 39°C, pH 6,4).

Ciclos de bioconverséo

10 20 30 40 50 60 70 80

Pmax (9/L) 168 155 167 150 142 161 135 148

t(h) 24 24 24 24 24 24 24,5 24
p (%0) 72 66 71 66 60 68 59 63
p (g/L/h) 7,0 6,5 6,9 6,3 59 6,7 55 6,1
g (g/g/h) 0,38 0,34 0,37 0,35 0,31 0,36 0,30 0,33

S¢(mol/L) 0,20 0,24 0,20 0,22 0,28 0,22 0,27 0,26

Pmax, CONcentracdo maxima de &cido lactobidnico; t, tempo de processo; p, rendimento

do processo; p, produtividade; q, produtividade especifica; Sy, lactose residual.

Com o decorrer do processo de bioconversao, a perda da rigidez das esferas foi
observada, sendo necessario, eventualmente, o tratamento com cloreto de célcio
0,3mol/L por 5min. Neste tratamento, os fons Ca" promoveriam a formacdo de
ligagGes iGnicas com o alginato, enrijecendo-as novamente. O tratamento foi realizado
anterior a conducéo dos ciclos 2, 4, 5 e 7. Pode-se observar, em func¢éo dos resultados
mostrados na Tabela 9, a queda da producdo de acido lactobidnico quando foi
realizado o tratamento das células imobilizadas de Z. mobilis. Este fato pode ter sido
devido a problemas de transferéncia de massa acarretados pela maior rigidez das

esferas, efeito proporcionado pelo tratamento com cloreto de célcio. Conforme
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mostrado na Tabela 9, ap6s o oitavo ciclo de bioconversdo (193 horas de processo),
observou-se a preservacao de cerca de 85% da atividade enzimatica inicial.

Tanaka et al. (1984) avaliaram o efeito da difusdo de albumina em esferas
preparadas com alginato de sodio 2 e 4% (m/v) em cloreto de célcio 0,05 e 0,5mol/L.
Os autores relatam que a difuséo de albumina nas esferas foi pouco afetada pelo
aumento da concentracdo de cloreto de célcio, enquanto que consideravel queda da
difusdo foi observada com o aumento da concentracdo do alginato.

Bertasso et al. (1996) estudaram a preservacdo da atividade de GFOR/GL
contida em células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio, utilizando altas
concentragdes iniciais de substratos (glicose e frutose). Apds 350 horas de ensaio,
realizados em quatorze ciclos sucessivos com duragdo entre 24 e 31 horas, foi
observada cerca de 21% de reducdo da atividade enzimatica.

Rehr et al. (1991) avaliaram a estabilidade do complexo enzimético utilizando
celulas permeabilizadas de Z. mobilis imobilizadas em «-carragena, com posterior
tratamento com glutaradeido e polietilimina. Foi observada a reducdo de 3,5% da
atividade enzimatica ap0s 75 dias de processo, sugerido, pelos autores, como resultado

do efeito protetor da polietilimina.

4.5 Bioproduc¢do: comparacgdo de células/enzimas de Zymomonas mobilis livres e

imobilizadas

Nesta etapa de experimentos, foi realiazada a comparagdo do emprego de
células de Z. mobilis livres ou imobilizadas na formagéo dos produtos. Na conducao
destes ensaios de bioconversdo, a mesma concentragdo de biocatalisador (20g/L) foi
utilizada, sendo que, no caso do sistema imobilizado, as esferas de alginato de calcio

foram preparadas a partir de suspensdo celular de Z. mobilis com concentracdo de
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70g/L. Salienta-se que as esferas empregadas nestes testes foram previamente
armazenadas em solugéo tampdo fosfato, como descrito no item 4.3.

Na Tabela 10 sdo mostrados os resultados comparativos destes ensaios e na
Figura 23 sdo apresentados os respectivos perfis cinéticos de formacdo de produtos.
Na comparagdo dos perfis cinéticos resultantes do bioprocesso com células livres ou
imobilizadas, foram observadas diferencas em termos de velocidade reacional, embora
a mesma concentracdo final de produto tenha sido obtida, cerca de 170g/L.
Consequentemente, rendimentos e produtividades semelhantes foram estimados ao
final de 24 horas de bioconversdo. Estes resultados sdo de grande relevancia em vista
das vantagens da utilizacdo do sistema enzimatico de Z. mobilis imobilizado em

alginato de calcio.

Tabela 10: Resultados gerais referentes a bioproducdo de &cido lactobidnico nos
ensaios de bioconversdo, utilizando células de Zymomonas mobilis livres ou
imobilizadas em suspensdes de 70g/L, com 20g/L de biocatalisador (Substrato inicial:

0,70mol/L lactose e 0,60mol/L de frutose, a 39°C, pH 6,4).

Células livres Células imobilizadas
Pmax (9/L) 170 168
t(h) 24 24
p (%) 73 72
p (g/L/h) 7,1 7,0
g (go/g/h) 0,38 0,38
e max (9/g/h) 2,0 0,76
St (mol/L) 0,19 0,20

Pmax, CONcentracdo maxima de cido lactobibnico; t, tempo de processo; p, rendimento
do processo; p, produtividade; q, produtividade especifica; ppmax, maxima velocidade

especifica de formacéo de produto; Sy, lactose residual.
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Figura 23: Acido lactobionico formado em funcdo do tempo, em ensaios de
bioconversdo, com células de Zymomonas mobilis (e) livres e (o) imobilizadas em
suspensdes de 70g/L, com 20g/L de biocatalisador (Substrato inicial: 0,70mol/L de

lactose e 0,60mol/L de frutose, a 39°C, pH 6,4).

A velocidade especifica de formagdo de acido lactobionico (yp) em funcéo do

tempo foi avaliada utilizando células de Z. mobilis livres e imobilizadas (Figura 24).
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Figura 24: Velocidade especifica de formacdo de produto (up) em funcdo da
concentracdo de lactose, em ensaios de bioconversdo com 20g/L de biocatalisador,
utilizando células de Zymomonas mobilis livres e imobilizadas em suspenséo celular

de 70g/L (Substrato inicial: frutose/lactose 0,7mol/L, a 39°C, pH 6,4).
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Os valores de p, obtidos com emprego de células imobilizadas foram
inicialmente mais baixos quando comparados aos obtidos com células livres,
provavelmente em razdo da barreira difusional imposta pelo suporte (Figura 24).
Entretanto, a queda de p, foi menos acentuada quando comparado com o perfil obtido
com a utilizacdo de ceélulas livres, sugerindo a maior estabilidade do complexo
imobilizado de GFOR/GL, demonstrada em funcéo dos resultados finais praticamente

idénticos atingidos.

Segundo Castro et al. (2008) utilizando enzimas purificadas, o processo de
imobilizacdo resulta invariavelmente em inativagdo parcial da enzima. Isso ocorre,
segundo os autores, devido a alteracbes da estrutura tridimensional da proteina,
dificultando o acesso do substrato ao sitio ativo. Em vista dos resultados aqui
apresentados, sugere-se que a obtencdo de produtividades semelhantes devem-se,
dentre outros fatores, a dupla protecdo do sistema enzimatico, periplasmatico e o

envolvimento em uma matriz polimérica (suporte a base de alginato).

4.6 Recuperacdo e purificacdo do acido lactobibnico obtido no processo de

bioconversao

Uma vez que o acido lactobibnico apresenta importantes aplicagdes comerciais
e alto valor agregado, nesse estudo foi avaliada, preliminarmente, a recuperacdo do
acido lactobidnico.

No processo de bioproducdo de acido lactobidnico, o pH reacional deve ser
rigorosamente controlado em valores em torno de 6,4. Como este controle foi realizado
com a adi¢do de solugdo de NaOH ao meio reacional, o produto foi formado na forma

de sal de sodio. Caracteristicamente, ao final da bioconversdo, concentragdes
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aproximadas de produtos - 160g/L lactobionato de sodio e 60g/L de sorbitol — e de
substratos - 85¢/L de lactose e 25g/L de frutose foram estimadas. Levando em conta a
diferenca de solubilidade dos compostos presentes ao final do processo de
bioconversdo, Silveira et al. (2007) demonstraram a possibilidade de recuperacdo do
lactobionato de sodio por precipitagdo com etanol 75% (m/v) ou outros solventes
organicos. De acordo com European Pharmacopeia (2008), a frutose € soltvel em
etanol 96% (m/v) e a lactose e o sorbitol sdo praticamente insolUveis neste solvente.

A solubilidade de lactose, frutose, sorbitol e lactobionato de sédio em etanol
75% (m/v) foi avaliada qualitativamente através da adicdo parcelada do solvente a 1g
de cada substancia, a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética. Como mostrado
na Tabela 11, a solubilidade em etanol nesta concentracdo, foi superior com frutose,
sorbitol e lactose, nesta ordem. Conforme demonstrado, o lactobionato de sodio é
praticamente insolivel em etanol 75% (m/v), considerando-se o grande volume de

etanol utilizado na tentativa de solubilizar a massa de 1 g de lactobionato de sédio.

Tabela 11: Solubilidade dos diferentes compostos presentes em meio reacional de

bioconversdo em etanol 75% (m/v).

Volume aproximado de Solubilidade
etanol (mL) por massa de (conforme European
soluto (g) Pharmacopeia, 2008)
Frutose 14 sollvel
Sorbitol 30 pouco soltvel
Lactose 4100 muito pouco solavel
Lactobionato >10000 praticamente insoltvel

de sddio
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Para a separacdo dos produtos da mistura reacional de bioconversdo, foram
realizadas sucessivas precipitacbes do lactobionato de sodio com etanol 75% (m/v).
Ao final destas etapas, o precipitado foi seco por evaporagdo e o etanol presente na
fase sollvel recuperado por destilacdo fracionada. Para avaliar o arraste de outras
substancias no precipitado, sorbitol, frutose e lactose foram quantificados, com a
determinacéo de tracos dessas substancias.

Na Figura 25 é apresentado o perfil de separagdo cromatografica do
lactobionato de sddio recuperado e, como referéncia, o acido lactobidnico comercial

(Sigma-Aldrich).
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Figura 25: Perfil de separacdo cromatografica (HPLC) de amostras de acido
lactobidnico. Coluna Aminex HPX87H (BioRad) fase mével H,SO,4 0,50mM, fluxo
0,6mL/min, 60°C. (—) 8g/L de é&cido lactobibnico comercial;, (-----) 8g/L de

lactobionato de sddio recuperado por precipitagdo com etanol.

A principal diferenca entre os cromatogramas apresentados na Figura 25 esta

relacionada & presenca de um Unico pico da amostra do lactobionato de sddio
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recuperado por precipitacdo com etanol, no tempo de retencdo de aproximadamente
7,6 min. Na amostra comercial foram observados dois picos distintos, sendo o
primeiro pico eluido em aproximadamente 6 min, representando a lactobionolactona, e
0 segundo pico, o acido lactobidnico, corroborando com os dados relatados por
Pedruzzi et al. (2007) e Pedruzzi (2010).

Os dados apresentados nessa etapa do processo ainda sdo preliminares, sendo
que mais estudos deverdo ser realizados para viabilizar a etapa de separacdo dos
produtos e substratos da bioconversdo e possivel reutilizacdo e aplicacdo dessas

substancias em outros processos.

Com o intuito de converter o lactobionato de sddio na sua forma éacida - acido
lactobionico - visando, por exemplo, a potencial aplicacdo na formulacdo de
cosméticos, foi utilizada a cromatografia por troca i6nica.

O sistema utilizado para a conversdo do lactobionato de s6dio € mostrado na
Figura 26. O sistema consistiu de uma coluna de vidro de capacidade aproximada de
100mL (1,6cm diametro x 50cm altura), tendo, na parte inferior, uma placa porosa
para a retencdo da resina, uma bomba peristaltica para regular a vazdo do fluido, um
pHmetro, utilizado inicialmente na indicacdo do pH da resina ativada, e
posteriormente, no controle do pH do eluido, a fim de evitar-se a saturacao da resina e
o0 arraste do sddio retido na coluna, e, por fim, um sistema de coleta de amostra. O
volume total do sistema foi de aproximadamente 138 mL. O sistema de coluna de
troca idnica foi construido em circuito fechado, uma vez que, segundo Mendes (1999),
a presenca de ar reduz de forma drastica a transferéncia de massa e diminui a

capacidade de troca idnica da coluna.
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Figura 26: Sistema utilizado para cromatografia de troca idnica. (1) bomba
peristaltica; (2) coluna de troca i6nica; (3) entrada de amostra, agua e &cido; (4)

pHmetro; (5) eletrodo de pH; (6) sistema de coleta de amostras.

A metodologia usada para a conversdo de lactobionato de s6dio em sua forma
acida foi baseada na descricdo de Jones & Ho (2001), com algumas modificaces.
Primeiramente, a resina catidnica acido forte Amberlite IRA-120 (Vetec Quimica
Fina) foi hidratada para facilitar a transferéncia dos ions. Posteriormente, foram
introduzidos 90mL de resina na coluna de vidro. Para ativagdo da resina, foram
adicionados 100mL de HCI 1mol/L como contra-ion desejado para conversao a forma
pretendida, sendo esta solugdo mantida em circulagdo no sistema por 20 minutos até
pH 1,0. Posteriormente, a fim de retirar-se o excesso de HCI do sistema, adicionou-se
agua até pH 4,7. A amostra contendo 20g de lactobionato de sédio foi introduzida no
sistema e retirada apenas apos a reducdo do pH para niveis aproximados de 2,8.

Posteriormente, adicionou-se 4gua destilada para evitar a retengdo de componentes da
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amostra na resina. A coleta foi suspensa apds aumento do pH para 3,4, sendo entdo
recuperados 320mL de solugdo de acido lactobibnico.

Nas condicdes testadas, o pH da amostra eluida da coluna foi determinado em
torno de 2,6, valor analogo ao pH do &cido lactobiénico comercial (Sigma). Este dado
sugere que houve a conversdo do sal de sodio para a forma &cida. Ao final do
processo, a eficiéncia de recuperacao foi de aproximadamente 80%, podendo ainda ser
incrementada com o aprimoramento do método de recuperacdo do acido lactobidnico.

Na Figura 27, é mostrado o perfil de separacdo do acido lactobidnico obtido
apos o tratamento em coluna de troca ibnica em comparacdo com o acido lactobidnico

comercial (Sigma).
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Figura 27: Perfil de separagdo cromatografica (HPLC) de amostras de acido
lactobidnico. Coluna Aminex HPX87H (BioRad) fase movel H,SO,4 0,50mM, fluxo
0,6mL/min, 60°C. (—) &cido lactobiénico comercial; (......) acido lactobidnico obtido

apos tratamento em coluna de troca i6nica.
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Para a obtencdo da matéria prima em sua forma sélida, a solucéo obtida apds
cromatografia de troca ibnica, contendo aproximadamente 50g/L de 4cido
lactobibnico, foi cristalizada com o auxilio de liofilizador, sendo atingido uma
eficiéncia na recuperagdo aproximada de 98%. No perfil cromatografico apresentado
na Figura 27, observa-se a elui¢cdo de um dnico pico, em tempo de retengdo igual ao
pico do &cido lactobiénico comercial, ndo sendo evidenciado o pico representativo da
lactona. Estes resultados sugerem a viabilidade de obtencdo do produto na sua forma

acida com o emprego de coluna de troca idnica.

4.7 Caracterizacao fisico-quimica do acido lactobibnico e do lactobionato de sodio

Para estabelecer os requisitos minimos de qualidade dos produtos purificados
obtidos, com vista as aplicagdes na area médica e cosmética, foram realizados testes
fisico-quimicos preliminares com as amostras de lactobionato de sodio e acido
lactobidnico liofilizado em comparagdo com o &cido lactobiénico comercial (Sigma-
Aldrich).

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados gerais obtidos nos testes fisico-
quimicos. A pureza das amostras de acido lactobidnico foi determinada pelo método
de titulacdo (European Pharmacopeia, 2008) e por HLPC (Pedruzzi et al., 2007).
Resultados semelhantes, superiores a 99%, foram obtidos, indicando que a eficiéncia,
simplicidade e baixo custo do metodo proposto pela European Pharmacopeia. Com
relacdo ao ponto de fusdo, valores semelhantes foram determinados para o acido
lactobidnico obtido por via biotecnoldgica e o acido lactobiénico comercial, 125°C,
corroborando o valor relatado na European Pharmacopeia (2008). Para o lactobionato

de sodio, ponto de fusdo de 172°C foi determinado.
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Tabela 12: Resultados obtidos na avalia¢do fisico-quimica nas amostras obtidas por
via biotecnoldgica - lactobionato de sodio e acido lactobibnico liofilizado — em

comparagao com o acido lactobiénico comercial (Sigma-Aldrich).

Lactobionato Acido Acido
de sodio lactobibnico lactobibnico
liofilizado comercial

Pureza (%) >99 > 99 >99
Ponto de fusdo (°C) 172 125 125
pH 6,38 2,96 3,04
Acucar redutor (%) <0,2 <0,2 <0,2
Agua (%) 3,0 2,6 2,9
Desvio optico (°) +22,5 +23,4 +25,2

De acordo com a Tabela 12, os valores de pH das amostras de acido
lactobionico foram semelhantes, indicando, mais uma vez, que a conversdao do
lactobionato para a forma &cida foi eficiente. Segundo a European Pharmacopoeia
(2008), a quantidade de agua presente nas amostras deve ser inferior a 5% (m/v) e de
acucares redutores de no maximo 0,2% (m/m). Com relacdo ao poder rotatério
especifico para o é&cido lactobidnico sdo descritos valores entre +23° até +29°
(European Pharmacopoeia, 2008). Pode-se observar que os resultados obtidos para
todas as amostras se encontraram dentro da faixa preconizada. Entretanto, valores
levemente superiores foram obtidos para o 4&cido lactobibnico comercial em
comparagao ao acido lactobidnico obtido por via biotecnoldgica (Tabela 12). Esse fato

pode ser justificado pela probabilidade do acido lactobidnico comercial conter
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substancias racémicas ou isdmeros, como representado na Figura 28, no qual foram
identificados dois picos distintos no cromatograma.

Em estudo realizado na Universidade da Regido de Joinville (Valle, 2009), o
lactobionato de sodio recuperado por precipitagdo com etanol neste trabalho foi
avaliado, tendo sido determinado um grau de pureza proximo a 100% e auséncia de
qualquer substancia isdmera ou racémica. Em principio, estes resultados indicam que

este composto pode vir a ser utilizado como padrdo primario na vetorizacdo de drogas.

Esses resultados prévios de caracterizacdo sugerem a viabilidade do emprego
do acido lactobidnico obtido por bioconversdo de lactose por células de Z. mobilis em
produtos da area farmacéutica e medica. Entretanto, estudos complementares deverdo
ser realizados para avaliar a estabilidade desse composto visando as aplicacdes

especificas.

4.8 Proposta de fluxo de producdo de sorbitol e acido lactobidnico por células

imobilizadas de Zymomonas mobilis

A partir dos resultados do presente trabalho e do conhecimento previamente
existente, foi possivel a proposicdo de um fluxo de producdo de sorbitol e acido
lactobidnico por via biotecnoldgica a partir de células de Z. mobilis imobilizadas em
alginato de célcio. Toda a descricdo a seguir é relativa a este fluxo de producéo,
representado na Figura 28.

O processo de obtencdo de células/enzimas e etanol foi iniciado com o cultivo
anaerdébio de Z. mobilis, em meio contendo glicose e nutrientes. Posteriormente, as
celulas/enzimas foram concentradas, permeabilizadas e tratadas com glutaraldeido.

Para o procedimento de imobilizacdo, 70g/L de suspensao celular foram misturadas a
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solucdo de alginato de sodio e gotejadas em solucdo 0,3mol/L de CaCl,. As esferas de
alginato de célcio contendo Z. mobilis podem entdo ser armazenadas em tampé&o
fosfato de potassio-hidroxido de sodio pH 6,4, a 4°C, ou conduzidas imediatamente
para o processo de bioconversdo. Para que 0 processo de bioconversdo seja conduzido
em reator agitado, sugere-se a utilizacdo de 20g/L de biocatalisador, evitando-se assim
problemas operacionais com a mistura e com o controle do pH. Com o intuito de
diminuir a quantidade de substrato residual, uma vez que a lactose é o substrato
limitante da reacdo, a bioconversdo pode ser realizada com concentracfes iniciais de
0,7mol/L de lactose e 0,6mol/L de frutose. Ao final do processo de bioconversdo, a
recuperacdo do lactobionato de soédio é realizada por precipitacdo fracionada
utilizando-se o etanol proveniente do proprio cultivo de Z. mobilis. Entretanto, para
recuperar o sorbitol e contornar a desvantagem da alta concentracdo de lactose
residual, aprimorando assim o0 processo para futura aplicacdo industrial, testes
adicionais de precipitacdo fracionada devem ser realizados. Tendo em vista que a
solubilidade dos substratos e produtos em etanol é distinta, a separa¢do dos compostos
(lactose, sorbitol e lactobionato de sédio) poderia ser realizada durante as etapas de
precipitacdo, variando-se, por exemplo, a concentracao do etanol.

Apds a recuperacdo do lactobionato de sodio, a conversdao em sua forma acida
pode ser realizada por cromatografia de troca ibnica, seguida de liofilizacdo.
Conforme preconizado pela ANVISA, para a utilizacdo do acido lactobi6nico, obtido
por via biotecnoldgica em produtos farmacéuticos, é necessaria a caracterizacao fisico-
quimica dessa substancia (Brasil, 2003). Entretanto, estudos de estabilidade devem ser
realizados para fornecer indicacbes sobre o comportamento do produto frente a
condi¢cdes ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricacdo até o término do

periodo da validade do produto em questao.
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Figura 28: Fluxo de producdo de acido lactobiénico e sorbitol por células de

Zymomonas mobilis imobilizada em alginato de célcio.
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5. CONCLUSOES

Neste capitulo, sdo resumidas as principais conclusdes deste trabalho.

Nos ensaios enzimaticos com os substratos lactose e frutose, os dados obtidos
com o emprego do complexo GFOR/GL, presente em células permeabilizadas de Z.
mobilis, foram ajustados ao modelo cinético de Michaelis-Menten. A partir destes
resultados, foi possivel a identificacdo da lactose como substrato limitante da reacéo
enzimética. Adicionalmente, o emprego de uma concentracdo inferior de frutose no
inicio do processo de bioconversdo proporcionou a diminuicdo da concentracdo de
frutose residual, sem, no entanto, influenciar a produtividade global do processo. Da
mesma forma, o aumento da concentracdo de biocatalisador proporcionou a
diminuicdo do tempo de processo.

Na bioconversdo com células imobilizadas, o0 aumento da concentracdo da
suspensdo celular na etapa de imobilizacdo — ou seja, esferas de alginato de calcio
contendo maiores massas de solidos imobilizados — afetou negativamente a velocidade
reacional em decorréncia da reducdo do fluxo de massa de substratos e produtos
através das esferas de alginato. Entretanto, o uso do biocatalisador preparado a partir
de suspensdo celular contendo 70g/L proprocionou o emprego de menor quantidade
(massa) de esferas necessaria no processo de bioconversdo. Assim, os problemas
operacionais associados a mistura e ao controle de pH foram minimizados.

Com relacdo as condi¢cbes de armazenamento, a velocidade especifica de
formacéo de &cido lactobibnico foi superior ao longo do processo quando o complexo
enzimatico GFOR/GL imobilizado foi mantido por até 15 dias em solugdo tampdo pH

6,4.
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Nos testes de reutilizagdo das células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de
calcio, foram obtidos resultados relevantes, com a preservacdo de cerca de 85% da
atividade enzimatica inicial apds oito ciclos sucessivos de bioconversao, totalizando
193horas de processo.

Quando comparado o processo de bioconversdao empregando celulas livres ou
imobilizadas, em razdo da barreira difusional imposta pelo suporte, valores de
velocidade de formacdo de produto (w,) inicialmente inferiores foram obtidos.
Entretanto no decorrer do processo, a queda da velocidade foi mais acentuada com a
utilizacdo de células livres em razdo da maior estabilidade do complexo enzimatico
imobilizado. No caso, resultados de producdo de &cido lactobidnico praticamente
idénticos foram alcancados ao final de 24horas de processo, obtendo-se assim, a
mesma produtividade.

A recuperacdo do lactobionato de sédio por precipitagdo com etanol e sua
conversdo a forma acida por troca idnica apresentou-se como uma metodologia
simples e eficiente para os tratamentos finais deste bioprocesso.

O é&cido lactobidnico obtido na bioconversdo de lactose por células de Z.
mobilis apresentou caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao produto comercial.
Estes resultados, ainda que preliminares, sugerem que o acido lactobiénico obtido por
via biotecnoldgica apresenta qualidades favoraveis para a utilizacdo em produtos da

area farmacéutica.

Como perspectivas para a continuidade desse estudo, sugerem-se as atividades

listadas a seguir:



93

avaliar os pardmetros operacionais como pH e temperatura no processo de
bioconversdo com a utilizagdo de 70g/L de suspenséo celular imobilizada;
. determinar uma metodologia para recuperacdo de sorbitol e de reutilizacdo dos
acucares residuais do processo de bioconversdo com células imobilizadas de Z.
mobilis;
. estudar a estabilidade fisico-quimica do &cido lactobidnico com relacdo a temperatura
e a exposicdo a radiacdo UV;
. desenvolver formulacdes topicas de uso cosmético — farmacéutico em geral — com a
incorporacdo do acido lactobidnico e avaliar a estabilidade fisico-quimica dessas
formulagGes com relacdo a temperatura e a exposicdo a radiagdo UV, tendo acido

lactobidnico obtido por via biotecnolégica como matéria-prima.
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ANEXO - Cultivo de Zymomonas mobilis

Cultivo de Zymomonas mobilis em biorreator de mistura completa

Tabela 1A: Resultados gerais do cultivo de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em

regime descontinuo, com Sp = 150 g/L glicose, a 30°C, pH 5,5.

Parametros do processo

Xz (/L) 4,9
Pt (9/L) 67
Hxm (h™) 0,34
St (9/L) 1,6
Yxis (9/9) 0,031
Yess (9/9) 0,440
p (%) 86
p (g/L/h) 55
t(h) 11,3
GFOR/GL (U/g) 5,7

X, concentracdo celular final; P;, concentracdo final de etanol; pxm, Maxima

velocidade especifica de crescimento; Sy, concentracdo final de substrato; Yx;s, fator

de conversdo de substrato em célula; Yps, fator de conversdo de substrato em produto;

p, rendimento; p, produtividade volumétrica; t tempo de processo; GFOR/GL,

atividade especifica de GFOR/GL.
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Figura 1A: Variacdo da concentracdo celular (X) e de agucares redutores (S) em funcgédo
do tempo, em cultivo de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontinuo.

So= 150 g/L glicose, a 30°C, pH 5,5.



