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RESUMO: As enzimas periplasmaticas de Zymomonas mobilis glicose-frutose
oxidorredutase e gluconolactonase convertem lactose em acido lactobibnico e
frutose em sorbitol. Neste sistema, células inativadas contendo as enzimas séo
imobilizadas para permitir sua reutilizagdo. As enzimas sdo influenciadas pela
temperatura, tanto com respeito a velocidade reacional quanto a
termoestabilidade. O objetivo desse estudo foi avaliar a formacao de produtos sob
temperaturas de 36, 39, 43 e 47°C, utilizando 20g/L de células imobilizadas em
alginato de célcio, com pH de 6,4. A 43°C, maiores concentracdo de produtos
(510mmol/L) e produtividade (21,3mmol/L/h) foram atingidos. A maxima
velocidade especifica de formacdo de produtos, no inicio do processo, foi
favorecida com o aumento da temperatura devido ao maior fluxo de produtos e
substratos pelas esferas de alginato. A 47°C, entretanto, observou-se queda
acentuada na velocidade, causada, possivelmente, pela desnaturacdo das enzimas.

1. INTRODUCAO

Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e gluconolactonase (GL), enzimas presentes
no periplasma da bactéria Zymomonas mobilis, tém a capacidade de converter lactose e
frutose em é&cido lactobibnico e sorbitol, respectivamente (Satory et al., 1997). Acido
lactobidnico apresenta importantes aplicacfes na area da cosmética — com funcdo hidratante,
cicatrizante e anti-radicais livres —, na area médica — como componente majoritario de
solucdes de conservacdo de Orgaos a serem transplantados e vetorizacdo de drogas — e como
acidulante na industria de alimentos (Sumimoto & Kamada, 1990; Yu & Van Scott, 2004;
Murzina et al., 2008; Zhang et al., 2012; Chernyy et al., 2013). Sorbitol ¢ um polialcool
utilizado como edulcorante ndo cariogénico na industria de alimentos, emoliente em
cosmeéticos e como matéria-prima basica para producdo do &cido ascorbico (Birkhed et al.,
1984; Budavari et al., 1996; Silveira & Jonas, 2002; Jonas & Silveira, 2004).

Levando em conta a preservacdo do meio ambiente e sustentabilidade, a obtencéo por
via biotecnoldgica de &cido lactobionico e sorbitol vem sendo avaliada frente a sintese
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quimica. Para a producao desses compostos pelas enzimas GFOR/GL de Z. mobilis, diferentes
técnicas e suportes para a imobilizagdo celular tém sido empregados (Chun and Rogers, 1988,
Rehr et al., 1991; Jang et al., 1992; Bertasso et al., 1996, Pedruzzi, 2010, Malvessi et al.,
2010, 2013). A imobilizacdo consiste na retencdo da enzima/células em uma matriz polimérica
a fim de proporcionar o aumento da concentracdo do catalisador no sistema reacional, maior
estabilidade, facilidade na separacdo dos produtos, além de permitir o reaproveitamento do
biocatalisador em repetidos ciclos de bioconversdo. Por outro lado, devido a restri¢ches
difusionais do proprio suporte, ha relatos de diminuicdo da velocidade reacional, que pode ser
evitada ou minimizada através da escolha criteriosa de suportes e da definicdo de parametros
operacionais (Zanin e Moraes, 2004).

Carra (2012) avaliou a bioproducdo de &cido lactobidnico e sorbitol pelo sistema
enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em esferas de alginato de célcio, com
respeito a massa celular imobilizada nas esferas do suporte (43, 56 e 64% de massa celular
seca por massa total da mistura). A utilizacdo de 64% (m/m) possibilitou o aumento da
concentracdo de biocatalisador na reacdo (20g/L), proporcionando a obtencdo de maior
produtividade. Entretanto, menor transferéncia de substratos e produtos através das esferas foi
observada, 0 que poderia ter acarretado em alteracdes do pH e da temperatura no microambiente
da enzima. Dessa forma, a avaliacdo da temperatura reacional, se faz necesséaria a fim de
manter-se o sistema imobilizado em condicdes ideais de catalise.

Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da temperatura sobre a
producdo de &cido lactobiénico e sorbitol utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em
alginato de calcio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Producéo de células/enzimas

O microrganismo utilizado nesse estudo foi Z. mobilis ATCC 29191 (DSM 3580),
adquirida do Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (RFA).

Neste trabalho, foi utilizado o meio liquido previamente descrito por Malvessi et al.
(2006), com a seguinte composicao: glicose, 20 (manutencédo), 100 (indculo), 150 (producdo de
células/enzimas); (NH4),SO4, 1,0; MgSQO,.7H,0, 0,5; KH,PO,, 1,0; extrato de levedura bruto
(Prodex Lac®, Prodesa S.A., Brazil), 7,5. Solucbes concentradas de sais, extrato de levedura e
de glicose foram preparadas separadamente, autoclavadas a 1 atm por 15 minutos e
assepticamente misturadas nas devidas proporc¢des antes da inoculacéo.

A ativacdo de culturas foi realizada adicionando-se 2mL de suspensdo bacteriana em
estoque a um tubo contendo 18mL de meio de ativacdo, mantidos a 30°C por 12 horas. Para
a producdo do in6culo, 45 mL dessa cultura foram transferidos para frascos contendo 450mL
de meio total, mantido sob agitacdo orbital de 200rpm (Certomat U/H — B. Braun Biotech,
RFA), a 30°C, sob anaerobiose, por 10 horas.
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O cultivo microbiano foi realizado em regime descontinuo, em fermentador de bancada
de 7,0 litros de volume total, construido na Universidade de Caxias do Sul, contendo 5,5 litros
de meio. O meio de cultivo foi inoculado com o volume necessario para obter-se uma
suspensdo celular de 20 unidades de D.O. (densidade dptica) a 560 nm. A temperatura do
cultivo foi mantida a 30°C e de pH em 5,5 pela adi¢do automatica de NaOH 5mol/L.

Apb6s o término do cultivo, o caldo fermentado foi recolhido e concentrado por
centrifugacdo, a 5836xg, por 10 minutos. A biomassa, concentrada a 25¢/L foi, em seguida,
submetida a permeabilizacdo com 0,2% (m/v) de brometo de cetil trimetil aménio (CTAB),
seguindo a metodologia proposta por Rehr et al. (1991) com algumas modificacGes.

2.2 Imobilizacao celular

Para o encapsulamento de Z. mobilis em alginato de calcio, foi utilizada a técnica
descrita por Carra (2012). Alginato de sodio Algogel 5540 (Degussa Flavors & Fruit Systems
do Brasil Ltda) foi dissolvido em &gua (4% m/v) e mantido sob agitacdo por 12 horas.
Paralelamente, 50g/L (em base seca) de células de Z. mobilis permeabilizadas foram tratadas
com glutaraldeido 0,5% (m/v), sob agitacdo, por 10 minutos. Ao final desse processo, as
células foram centrifugadas e ressuspensas em 70g/L. A solucdo de alginato de sodio, foi
adicionado igual volume de suspenséo celular de Z. mobilis, sendo obtido, nesse sistema
heterogéneo, 64% de massa celular seca por massa total da mistura (% m/m). A mistura foi
novamente mantida sob agitacdo e, para a imobilizacdo das células, a mistura foi lentamente
gotejada em solucdo de CaCl, 0,3mol/L. As esferas produzidas foram, posteriormente,
reticuladas com glutaraldeido 0,5% (m/v) e armazenadas em &gua, a 4°C. O didametro médio
das esferas de alginato de célcio foi de 2,36.10-3 m, determinado com o auxilio de um tamis
de 6 a 16 mesh.

2.3 Ensaios de bioconversao

Os ensaios foram realizados com 20g/L de células, em reator de 600mL, contendo
200mL de meio reacional. A solugéo de substratos foi preparada a partir de lactose e frutose
(700+600mmol/L, respectivamente). O volume de solucdo de substratos foi calculado
considerando a quantidade de agua presente nas esferas (Carra, 2012). A condicdo operacional
padrdo de pH foi de 6,4 (Malvessi et al., 2006) e o processo foi conduzido sob diferentes
temperaturas: 36, 39, 43 e 47°C. O reator encamisado foi acoplado a um banho termostatizado,
mantido sob agitacdo magnética com pH reacional controlado pela adicdo automatica de
solugdo de NaOH 7,0mol/L, contido em uma bureta de 50mL, através de um controlador de pH.
Os ensaios foram conduzidos pelo tempo necessario para que fosse atingido aproximadamente
70% de converséo de substratos em produtos.

2.4 Métodos Analiticos

A concentracgdo celular no meio de fermentacdo foi determinada indiretamente pela
medida da absorbéncia de suspensdes celulares, a 560 nm, e diretamente por gravimetria.
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Uma vez que &cido lactobionico e sorbitol sdo formados em base equimolar, sendo estes
0s Unicos produtos da reacdo, os substratos lactose e frutose sdo consumidos na mesma
proporcdo. Sendo assim, as concentracbes dos produtos formados e de substratos residuais
foram estimadas indiretamente em funcdo do volume e da concentracdo da solu¢do de NaOH
utilizada para titular o &cido formado na reacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas diferentes temperaturas da reacdo de bioconversdo sobre a produgéo
de &cido lactobidnico e sorbitol. Na Figura 1, sdo apresentados os perfis cinéticos de formacéo
de produto em resposta as diferentes temperaturas de processo utilizadas e na Tabela 1 so
mostrados os resultados gerais obtidos em cada condigéo.

Produto (mmol/L)

Tempo (h)

Figura 1 — Concentracdo de produto (&cido lactobi6nico ou sorbitol) em funcéo do tempo, em
ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis utilizando 64% de massa de
células em relacdo a massa da mistura células + alginato de sodio, em diferentes temperaturas
(Substrato inicial: lactose 700mmol/L e frutose 600mmol/L, pH 6,4; 20g/L de biocatalisador).
(C)) 36°C; (m) 39°C; (O) 43°C; (») 47°C.

Observa-se que, em 24 horas de processo, concentracdes crescentes de produto foram
obtidas com o aumento da temperatura de 36 para 43°C (Tabela 1). Conversdes em produto
de 65, 71 e 78% foram estimadas nos processos conduzidos a 36, 39 e 43°C, respectivamente,
Na bioconversdo realizada a 43°C, concentracdo de produto de 510mmol/L foi obtida,
correspondendo a 183g/L de acido lactobidnico e 93g/L de sorbitol. Salienta-se ainda, nesta
condicéo a determinagdo de menor concentracédo de lactose residual, de 150mmol/L. Por outro
lado, o incremento da temperatura de processo para 47°C resultou em queda média de 8% na
producdo, assim como no rendimento, quando comparado com os dados obtidos na reacédo
realizada a 43°C.
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Tabela 1- Resultados gerais em ensaios de bioconversdao conduzidos sob diferentes
temperaturas, utilizando células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de célcio
(Substrato inicial: lactose 700mmol/L e frutose 600mmol/L, pH 6,4, X= 20g/L).

Parametros Temperaturas (°C)
36 39 43 47
Pmax (mmol/L) 424 463 510 468
t(h) 24 24 24 24
p (%) 65 71 78 72
p (mmol/L/h) 17,6 19,3 21,3 19,5
g (mmol/g/h) 0,88 0,96 1,06 0,81
Up.max (MmMol/g/h) 1,37 1,88 2,06 2,63
S¢(mmol/L) 250 200 150 200

Pmax, CONcentracdo maxima de produto (&cido lactobiénico ou sorbitol); t, tempo de processo; p,
rendimento em produto; p, produtividade; q, produtividade especifica; ppmax, Maxima velocidade
especifica de formacédo de produto; Sy, concentracéo de lactose residual.

Com relacdo a méaxima velocidade especifica de formacdo de produto (Mpmax),
determinada no inicio do processo, valores superiores foram obtidos com o incremento da
temperatura, alcancando em 47°C, 2,63mmol/g/h (Tabela 1). Esse fato pode estar relacionado
a influéncia positiva da temperatura na difusdo de substratos e produtos através das esferas de
alginato de célcio. O incremento na temperatura induziria ao aumento do tamanho dos poros
do suporte, facilitando o acesso do substrato a enzima e, como consequéncia, proporcionaria
maior velocidade reacional. Teixeira (2011), fazendo uso de andlises termogravimeétricas,
caracterizou o suporte de alginato de calcio empregado na imobilizacdo de lipases. Segundo o
autor, menores temperaturas aumentam a resisténcia a transferéncia de massa, acarretando em
menor difusividade de substancias pelo suporte.

Na Figura 2, estdo apresentados os perfis de velocidade especifica de formacéo de
produto (up) frente as temperaturas reacionais da bioconversdo de substratos em produtos.
Como a velocidade reacional do complexo GFOR/GL ¢ influenciada pela concentracdo de
substratos presente no meio reacional, o pp foi avaliado em funcgdo da concentracéo de lactose
ao longo do processo. No inicio do processo, a velocidade especifica de formacédo de produto
foi favorecida com a utilizagdo de 47°C, entretanto, a queda foi mais acentuada em relacéo
aos demais testes. Esse fato pode ter ocorrido em virtude da possivel desnaturacdo da enzima.
Perfis de diminuicdo de pp menos acentuados foram observados com a utilizacdo de
temperaturas inferiores a 47°C.

Zachariou & Scopes (1986) e Malvessi et al. (2013) relataram a temperatura de 39°C
como favoravel para a conversdo de substratos em produtos pelo complexo enzimatico
GFOR/GL, com a utilizacdo de células livres de Z. mobilis. Como pdde ser observado, em se
tratando de um sistema imobilizado, o fluxo da solucdo de substratos e produtos tem o
comportamento afetado pela barreira representada pelo suporte, em elevada concentracao
celular no interior das esferas. Devido a esse fato, nas condicOes testadas, a temperatura de
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43°C proporcionou a obtencdo de maior rendimento em produto e a manutencdo da
velocidade reacional do sistema imobilizado de Z. mobilis.
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Figura 2 - Velocidade especifica de formacao de produto (up) em fungéo da concentracdo de
lactose, em ensaios de bioconversdao com células de Zymomonas mobilis, utilizando 64% de
massa de células em relacdo a massa da mistura células + alginato de sddio, em diferentes
temperaturas (Substrato inicial: lactose 700mmol/L e frutose 600mmol/L, pH 6,4; 20g/L de
biocatalisador).

4. CONCLUSAO

Nos testes de avaliacdo da temperatura no processo de bioconversdo de substrato em
produtos, foi identificado o incremento em termos de velocidade especifica de formacdo de
produto com o aumento da temperatura reacional. Entretanto, no decorrer do processo, a
queda da velocidade foi mais acentuada com a utilizacdo de 47°C em razdo da menor
estabilidade do complexo enzimatico imobilizado em elevadas temperaturas. Nas condicdes
avaliadas, foi constatada a temperatura de 43°C como favoravel a conducdo do processo de
bioconversdo de lactose e frutose em &cido lactobiénico e sorbitol, respectivamente, com
celulas imobilizadas de Z. mobilis em alginato de calcio.
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