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RESUMO

O acido lactobionico € um poli hidroxi acido composto por uma molécula de
galactose e outra de &cido glucénico, unidas por uma ligacao éter, considerado uma
substancia biocompativel, biodegradavel, quelante, anfifilica e antioxidante. Possui
multiplas aplicacbes nos setores cosméticos, alimenticios e farmacéuticos e é
reconhecido por agregar valor aos produtos que o contém. Dentre 0S micro-
organismos que sdo capazes de realizar a oxidacdo da lactose em acido
lactobidnico, estd a bactéria Zymomonas mobilis, que possui a enzima glucose
frutose oxidoredutase. Dessa forma, a bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 foi
cultivada e as células totais sem tratamento prévio foram utilizadas nos processos de
transformacao. Foi avaliado o efeito do pH, da concentracdo inicial de células e da
agitacdo no meio reacional para a transformacdo de lactose em frascos na
temperatura de 30° C. Em biorreator, temperatura de 39 ° C, agitagao de 400 rpm e
pH controlado em 6,4, foram verificados o efeito da adicdo de frutose em diferentes
concentracdes em meios reacionais com 220 g.L™ de lactose. Também foi testado o
efeito da concentracdo de células inoculadas no inicio de cada processo. Nos
processos realizados em frascos foi formado 0,69 + 0,02 g.L™ e 2,30 + 0,04 g.L™* de
acido lactobionico, em 70 horas de processo, quando foi utilizado um grama de
células secas e trés gramas de células secas por litro no inicio dos processos e
agitacdo de 150 rpm e 200 rpm, respectivamente. Quando foi empregada a
concentracdo de 220 g.L™ de lactose e 11,4 g.L™*+ 1,7 g.L™" de células secas no
inicio dos processos em biorreator, as concentracdes de acido lactobiénico obtidas
foram de 20,13 + 2,53 g.L™" e 31,95 + 0,08 g.L™*, quando foram utilizados 40 g.L™* e
75 g.Lt de frutose no meio reacional em trés e seis horas de processo,
respectivamente. Nas mesmas condicdes com concentracdo inicial de células de
16,6 + 1,2 g.L™* verificou-se a formacao de. 36,23 + 1,17 g.L™ de &cido lactobidnico,
em 6 horas de processo.

Palavras-chave: acido lactobiénico, Zymomonas mobilis, processo de trnsformacéo,
lactose.



ABSTRACT

Lactobionic acid is a polyhydoxy acid constituted of one molecule of galactose and of
gluconic acid united by a ether bound, it is considered a biocompatible,
biodegradable, chelating, amphiphilic and antioxidant substance. Presents multiple
applications in the cosmetic, food and pharmaceutical sectors and is recognized to
add value to the products that contain it. Among the microorganisms that are capable
to accomplish the oxidation of lactose to lactobionic acid is the bacteria Zymomonas
mobilis which presents the enzyme glucose-fructose oxidoreductase. In this way the
bacteria Zymomonas mobilis ATCC 29191 was cultivated and the total whole cells
without any pre-treatment were used in transformation processes. The effect of the
pH, initial cell concentration and agitation were evaluated in the reaction media to
transform lactose in flasks at 30° C. In bioreactor, temperature of 39° C, agitation of
400 rpm and pH controlled at 6,4, the effect of the addition different concentrations of
fructose in reaction media containing lactose 220 g.L™ was tested. The cell
concentration inoculated at the beginning of each process was also experienced. In
processes accomplished in flasks it was formed 0,69 + 0,02 g.L™" e 2,30 + 0,04 g.L™
of lactobionic acid in 70 hours when it was used a concentration of one and three
grams of dry cell per liter and agitation of 150 rpm and 200 rpm, respectively. When
the concentration of 220 g.L™ lactose and 11,4 g.L™*+ 1,7 g.L™* of dry cells were used
at the processes in bioreactor, the concentration of lactobionic acid were 20,13 *
2,53 g.L™ and 31,95 + 0,08 g.L™, when 40 g.L™* and 75 g.L™ of fructose were added
to the reaction media in three and six hour of process, respectively. With the same
conditions and a initial cell concentration of 16,6 + 1,2 g.L™" it was verified a formation
of 36,23 + 1,17 g.L™* of lactobionic acid in six hours.

Key-words: lactobionic acid, Zymomonas mobilis, transformation process, lactose.
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1 INTRODUCAO

O crescente interesse industrial pelo desenvolvimento de processos mais
eficientes e com menor impacto ambiental coloca em destaque processos
biotecnolégicos como uma excelente alternativa & manufatura tradicional.

A descoberta de vias metabdlicas no metabolismo de micro-organismos para
produzir substancias de interesse comercial criou oportunidades para o
desenvolvimento de processos com vantagens mercadoldgicas. O conhecimento das
vias metabdlicas dos micro-organismos para a sintese de bioprodutos possibilita o
delineamento de condicdes especificas para a obtencao destes; além disso, oferece
uma alternativa para geracado de novos produtos de interesse.

O &cido lactobidnico tem sido reportado na literatura como constituinte de um
conjunto de produtos provenientes do aproveitamento da lactose, com agregacéo de
valor, e tem despertado o interesse para a producéao industrial.

O acido lactobiénico € um poli hidroxi acido composto de uma molécula de
galactose e outra de acido glucénico unidas por uma ligacao éter. Possui multiplas
aplicacbes nos setores alimenticios (KRAFT FOODS, 2002; KRAFT FOODS, 2010;
NOVOZYMES A/S, 2012.), cosmeéticos (JOHNSON & JOHNSON CONSUMER
FRANCE, 2010; GREEN et al., 2008, p. 76-82; TASIC-KOSTOV et al., 2010, p. 3—
10) e farmacéuticos (SOOFT ITALIA SPA, 2012; SOUTHARD, 2004, p. 79-84;
CAVALLARI et al., 2003, p. 814-821) e é reconhecido por agregar valor aos produtos
que o contém. E uma substancia biocompativel, biodegradavel, quelante, anfifilica e
antioxidante, e esta ganhando relevancia no setor de engenharia de tecidos (GUO,
X. L., 2003, p. 551-565; KEKKONEN, V. et al., 2009, p. 1393-1396) e nanomedicina
(ZHAO et al., p. 346-352, 2011; VALLE, T. A. etal., 2013, p. 1-5).

Atualmente, a obtencdo do &cido lactobiénico ocorre por hidrogenacao
catalitica a partir da lactose, porém este processo possui inconvenientes que a
producdo por via microbiana pode superar, como a utilizagcdo de catalisadores
poluentes (GUTIERREZ, HAMOUDI; BELKACEMI, 2012a, p. 103-111).

Dentre 0os micro-organismos que sédo capazes de realizar a oxidacdo da
lactose em acido lactobianico, estd a bactéria Zymomonas mobilis, que possui a
enzima glucose frutose oxidoredutase, a qual realiza a conversao da lactose em

acido lactobibnico. Esta enzima é ligada fortemente com nicotinamida adenina
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dinucleétido fosfato (NADP), e, por isso, proporciona catalise de natureza ciclica que
€ bastante vantajosa, pois o cofator, um reagente geralmente dispendioso, ndo é
consumido (HARDMAN; SCOPES, 1986, p. 863-869).

Na literatura, a formacdo do acido lactobiénico normalmente € descrita como
processos envolvendo células permeabilizadas, ou células imobilizadas, ou células
permeabilizadas e imobilizadas de diferentes micro-organismos e enzimas isoladas
de micro-organismos e purificadas que realizam a bioconverséao a partir de lactose
(SATORY et al., 1997, p. 1205-1208; MALVESSI et al., 2013, p. 1-10). Os estudos
encontrados relacionados a obtencao deste produto e a diversidade de aplicacdes
do acido lactobidnico, ainda emergentes, demonstra o interesse no desenvolvimento

de processos alternativos para a producao de acido lactobidnico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencédo de acido lactobidnico utilizando o micro-organismo Zymomonas
mobilis ATCC 29191.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a cinética do crescimento do micro-organismo em diferentes meios
de cultivo;

Verificar o efeito do pH e da velocidade de agitacdo na formacao de acido
lactobionico em processos de transformagéo microbiana realizados em frascos;

Cultivar o micro-organismo em biorreator e avaliar a formacdo de acido
lactobibnico pela adicdo do precursor lactose no meio do processo;

Analisar a concentracdo dos substratos lactose e frutose e de células inicial
nos processos de transformacao da lactose em &cido lactobiénico em biorreator.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 RELEVANCIA DOS ACIDOS ALFA-HIDROXI E POLI-HIDROXI

Os acidos alfa-hidroxi sdo &cidos organicos com propriedade antioxidante,
0s mais utilizados sdo o acido glicélico e o acido latico, provenientes da cana-de-
acucar e derivado do leite, respectivamente. Foram introduzidos no mercado
farmacéutico e cosmético, em meados da década de 80, com a utilizacdo do acido
glicélico. Nos anos 90, o 4cido lactico foi descrito como fator de hidratagéo natural da
pele e para tratamento de ictiose e disturbios de queratinizacdo (SCOTT; YU, 1984,
p. 867-879).

A combinacédo de retindides tépicos com o acido glicélico tem sido utilizada
com finalidade de peelling para suavizar sinais de envelhecimento. Os acidos alfa-
hidroxi tém a capacidade de reduzir a coesdo de células mortas da pele, deixando-a
mais lisa, menos enrugada e com aspecto menos manchado (DITRE et al., 1996, p.
187-195; GHERSETICH et. al., 1997, p. 1-11; TRISTRATA TECHNOLOGGY, 1996).
A desvantagem na utilizacdo destes ativos mencionados, estd nos problemas de
irritacéo, queimacao e ardéncia, associados ao baixo pH da formulacdo (GRIMES et
al., 2004, p. 3-13; GRAF, 2005, p. 17-28).

Os acidos poli-hidroxi sdo a nova geracéo de acidos alfa-hidroxi. Eles atuam
em mecanismos descritos no processo de envelhecimento, proporcionando uma
pele com um aspecto mais saudavel e jovem. Este grupo inclui as glucono-lactonas
e 0 acido lactobidnico, que sao moléculas estruturalmente maiores do que acidos
alfa-hidroxi, o que gera uma penetracdo mais lenta na epiderme e, portanto, menos
efeitos colaterais descritos do que para os acidos alfa-hidroxi (BRIDEN; GREEN,
2005, p. 44-45; GRIMES et al., 2004, p. 3-13).

Além dos beneficios esfoliantes dos acidos alfa-hidroxi, os acidos poli-hidroxi
fornecem beneficios adicionais de refor¢co da funcdo de barreira do estrato cérneo.
Isso faz com que a compatibilidade da epiderme seja reforcada e permite a utilizagao
para a maioria dos tipos de pele, incluindo peles sensiveis. Os acidos poli-hidroxi,
como acido lactobiénico, sdo antioxidantes, e agem como agentes de protecdo séo

capazes de quelar ions de ferro e sequestrar radicais hidroxila, diminuindo assim os
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danos causados pelos radicais livres, gerados por estresse oxidativo, em condi¢des
fisiopatologicas, como o envelhecimento, processos infecciosos, inflamatorios,
cancer entre outros (GRAF, 2005, p. 17-28).

Green, Edison e Sigler, (2008, p. 76-82), em estudo com mulheres com
idade entre 39 e 60 anos, avaliaram um tratamento empregando creme com acido
lactobiénico 8%, por 6 e 12 semanas. Pela avaliagdo clinica, foram obsevadas
melhoras na textura, nas manchas e na rugosidade da pele, além do aumento da
firmeza, da elasticidade e da espessura da pele. Pela auto-avaliacdo, foram
verificadas melhorias significativas na textura da pele, elasticidade, linhas finas e
rugas, e nenhuma irritacéo foi relatada. Foi realizado um estudo histolégico a partir
de uma biopsia da regido tratada e da regido ndo tratada das voluntarias
participantes do estudo. As analises histologicas mostraram um aumento na
espessura da epiderme viavel, com um estrato cérneo compacto e um aumento do
contetdo cutaneo de glicosaminoglicanos. O estudo histolégico também mostrou
uma reducdo na marcacdo para metaloproteinase 9 em queratinécitos.
Metaloproteinase 9 € uma enzima gelatinase que degrada componentes da matriz
extracelular, como elastina e colageno tipo IV, V e X. Concluiu-se que o tratamento
proporcionou melhorias significativas nos sinais de fotoenvelhecimento.

Hatano et al., (2009, p. 1824-1835), em estudo em modelo murino,
concluiram que a manutencdo de um pH baixo por aplicacdes topicas de acido
lactobiénico a 10% bloqueou o desenvolvimento de dermatite atépica induzida.

Giedrojcl (1998, p. 132-136) investigou o potencial aditivo do composto LW
10082 (&cido lactobibnico sulfatado), na atuacdo com antitrombéticos, como
Molsidomine, Ticlopidina e Daltrobane e possiveis interacfes. O estudo foi
conduzido num modelo de vénulas mesentéricas de camundongo, nas quais foi
realizado um determinado nimero de lesdes, por um laser de argbnio, para inducao
da formacédo de trombos. O numero de lesdes necessarias para induzir o trombo foi
quantificado. A combinagdo de LW 10082 com Molsidomine e LW 10082 com
Daltrobane apresentou um efeito antitrombotico aditivo significativo.

As principais aplicagbes comerciais propostas do acido lactobiénico derivam
das suas propriedades antioxidantes, quelantes e emulsificantes.

Na industria farmacéutica, o acido lactobidénico tem sido utilizado na solugéo
de Wisconsin, na forma de sal de potassio, conhecida comercialmente como solucao
Belzer ou Viaspan e na solucdo Celsior (SOUTHARD; BELZER, 1995, p. 235-247;
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CAVALLARI et al., 2003, p. 814-821), para estabilizar 6érgdos em transplantes.
Nestas solugdes, o acido lactobidnico inibe a produgdo de radicais livres pelo tecido,
por complexacao com ferro oxidado, reduzindo assim o dano no tecido (CHARLOUX
et al., 1995, p. 699-704; SHEPHERD et al., 1993, p. 23-48).

A solucdo de Wisconsin tornou-se padréo de ouro para a preservacao de
orgédos como figado e coracdo. A solucdo Celsior mostrou-se equivalente a solugao
de Wisconsin em estudos clinicos, pois aproveita os agentes primarios da solucéo
de Wisconsin, porém com concentracdo mais elevada de acido lactobidnico. Além
disso, o &cido lactobiénico foi apontado como supressor da inducdo hipotérmica do
edema tecidual (SOUTHARD, 2004, p. 79-84; SOUTHARD; BELZER, 1995, p. 235-
247; GREEN, 2005, p. 44-45; CAVALLARI et al., 2003, p. 814-821).

Outra aplicacdo do acido lactobidnico na indastria farmacéutica é para a
estabilidade e na solubilidade de antibiéticos macrolideos, como eritromicina e
claritromicina (FOSHAN, 2011). Além disso, o &cido lactobibnico tem sido utilizado
para vetorizacdo de drogas, pelo desenho de alguns vetores a partir de
nanomateriais e nanoparticulas funcionais. Foi usado na construcdo de particulas
virus-like, uma nanoparticula biolégica com biocompatibilidade e biodegradabilidade,
para direcionamento especifico para hepatdcitos ou células de hepatoma (ZHAO et
al., 2011, p. 346-352). Uma aplicacdo emergente do acido lactobibnico deriva de
grupo galactose, que pode atuar como um ligante especifico. Com esta finalidade, o
acido lactobidénico foi modificado e utilizado para transportar drogas para o
tratamento de cancer de figado e mama (LU et al., 2010, p. 2529-2538; STANNARD
et al., 2010, p. 95-110; ZHANG et al., 2011, p. 1665-1673).

A industria alimenticia utiliza o acido lactobiénico em bebidas energéticas,
pela capacidade de complexacdo com minerais. Ele é fermentado pela flora
intestinal e utilizado como um prebidtico (TOSHIAKI et al., 1995, p. 199-208). E
empregado também, como agente de viscosidade e como acidulante. De acordo
com o FDA (Food and Drug Administration, 2012), o acido lactobibnico € um
alimento seguro como aditivo na forma de sal de célcio.

O acido lactobionico tem destaque na industria de cosmético ndo somente
em funcdo do seu alto poder antioxidante, mas também do seu poder hidratante e
cicatrizante. Ele tem propriedade de se ligar a agua e formar uma pelicula

geleificante, que retém até 14% de agua, o que fornece a maciez para a pele. Nao é
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um composto fotossensivel, podendo ser utilizado em cosméticos que sejam
aplicados durante o dia (GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI, 2012a, p. 103-111).

O mercado do &cido lactobiénico ndo possui, ainda, uma avaliacdo bem
definida, porém especulacbes mostram que esta substancia e seus sais séo
comercialmente produzidos em pequenas quantidades, por hidrogenacédo catalitica,
para aplicacbes meédicas e industriais, bem como para fins de pesquisa. Os
principais produtores sdo: a industria alemd, Solvay e a holandesa Friesl and
Campina Domo. De acordo com Affertsholt-Allen (2007), a comercializagdo de acido
lactobidnico é entre 15.000 e 17.000 toneladas por ano, com uma esperada taxa de
crescimento anual de 5% (GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI, 2012a, p. 103-
111).

3.2 PROPRIEDADES DO ACIDO LACTOBIONICO E DA LACTOSE

O acido lactobidnico (acido 4-0O-B-D-galactopiranosil-D-glucénico) € um
acido poli-hidroxi, composto de um carboidrato (galactose) e um acido aldénico
(4cido gluconico) unidos por uma ligagéo éter (FIGURA 1) (GUTIERREZ; HAMOUDI;
BELKACEMI, 2012a, p. 103-111).

OH

Galactose Acido Gluconico

HO

HO

FIGURA 1- FORMULA ESTRUTURAL DO ACIDO LACTOBIONICO
FONTE: O autor (2013).
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Segundo a Real Farmacopea Espafiola (2006), hd uma alternancia em
proporcdes variaveis entre o acido 4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucénico e o 4-O-f-
D-galactopiranosil-D-glucéno-1,5-lactona, portanto € uma mistura entre 0 composto
com a cadeia aberta (forma acida) e o composto com a cadeia fechada (lactona). O
acido lactobibnico apresenta formula molecular Ci,H2,01, peso molecular de
358,3 g.mol ™, ponto de fusdo entre 113° - 118° C, solivel em &gua e levemente

soluvel em metanol, etanol e &cido acético glacial (BUDAVARI et al., 1989, p. 5224).

3.3 OBTENCAO DE ACIDO LACTOBIONICO

A conversao seletiva de lactose em acido lactobiénico consiste na oxidacéo
do grupo aldeido livre da glucose no grupo carboxilico. A sintese do acido
lactobibnico foi realizada, primeiramente, por Fischer e Meyer (1889, p. 361-364),
por oxidacdo da lactose com bromo. Desde entdo, processos quimicos,
eletroquimicos, biocataliticos e hidrogenacdo catalitica tém sido investigados
(GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI, 2012a, p. 103-111).

3.3.1 Processos quimicos, eletroquimicos e hidrogenacao catalitica

Os métodos eletroquimicos para a oxidacdo da lactose em acido
lactobibnico ja foi objetivo de diversos estudos encontrados na literatura. Dentre eles
estd o modelo de Sengupta, Bhattacharya e Basu (1967, p. 152-154) que utilizou o
bromo na presenca de carbonato de calcio para a realizacdo desta oxidagao.

A oxidacado eletrocatalitica, apresentada no trabalho de Druliolle, Kokoh e
Beden, (1995, p. 77-83), foi realizada com eletrodos de platina em meio tamponante,
composto de carbonato e bicarbonato de sédio e lactose 0,01 M. Neste meio
eletrolitico, foi adicionado sal de perclorato de chumbo. A eletrdlise durou quatro
horas, com uma taxa de conversdo de 78%, foram obtidos 0,00 78 M de acido

lactobionico.
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Outro método eletroquimico é a oxidacdo eletrocatalitica de lactose,
utilizando uma concentragcdo de 10,1 mM deste carboidrato, em uma escala
nanometrica com coldide de ouro incorporados em feltro de carbono como eletrodo
(Au-NMC) apresentado por Kokoh e Alonso, em 2005 (p. 147-151). A producéo de
acido lactobidnico atingiu uma conversao de 91%. Murzina et al. (2008, p. 385-392)
estudaram diferentes suportes para a producdo de &cido lactobibnico a partir de
lactose em catalisadores a base de ouro, nas condi¢cdes de pH 8,0, temperatura 60°
C. Os catalisadores suportados por oOxido de aluminio Il apresentaram maior
atividade.

E possivel, também, realizar a sintese do &cido lactobionico por
hidrogenacéao catalitica. Glattfeld e Schimpff (1935, p. 2204-2208) desenvolveram o
método de hidrogenacdo catalitica para a sintese de acidos aldénicos em meio
aguoso, e obtiveram 79% de conversao, em 20 minutos.

Outros processos de hidrogenacao catalilica sdo descritos na literatura,
como o trabalho de Hendriks, Kuster e Marin (1990, p. 121-129) que obtiveram acido
lactobibnico por oxidacdo catalitica da lactose sobre a platina promovida pelos
catalisadores paladio e bismuto. Abbadi et al., (1997, p. 105-115), realizaram a
conversdo de lactose para 1-carboxilactulose (acido 2-ceto-lactobidnico) pela
oxidacdo com ar e dois catalisadores, o bismuto e a platina, ligados a rede de
carbono. Em duas horas, a lactose foi completamente oxidada a acido lactobibnico e
em quatro horas e meia, 83% foi convertida a 1-carboxilactulose, em pH 7,0.

Karski (2006, p. 147-154), realizou a reacdo de catalise utilizando
catalisadores bimetdlicos, paladio e bismuto, com uma pequena quantidade de
bismuto, de 1% a 3%, e os resultados demonstraram que esta Ultima reacdo € mais
seletiva na oxidacao da lactose.

Tokarev et al. (2006, p. 199-208) descreveram o mecanismo de oxidacdo da
lactose em meio alcalino. Eles afirmaram que a oxidacdo ocorre quando a lactose
estd na forma de um semi-acetal, entdo ela € desidrogenada, a carbonila formada
reage com um metal e forma o lactobionato.

Em 2011, estudos de Gutiérrez, Hamoudi, e Belkacemi (2011, p. 94-103;
2012b, p. 213-223) apresentaram a sintese de acido lactobiénico empregando
catalisadores de ouro suportados em materiais mesoporosos de silica. O processo

obteve 100% de seletividade para o acido lactobidnico em 100 minutos de reagéo.
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3.3.2 Processos biocataliticos

A sintese de 4cido lactobibnico, por via microbiana, foi inicialmente reportada
em estudos de atividade bioquimica que visavam a oxidacdo da lactose e da
maltose a acidos bibnicos por espécies de Pseudomonas. Em 1947, Stodola e
Lockwood (p. 213-221) cultivaram a espécie Pseudomonas graveolens 14 em trés
litros de meio com 9,3% de lactose e inoculado com 100 mL de cultivo. Ap6s 165
horas de cultivo, obtiveram 75% do produto na forma de lactobionato de calcio.

Nishizuka e Hayaishi (1962, p. 2721-2728) testaram a enzima lactose
desidrogenase, isolada e purificada da bactéria Pseudomonas graveolens, em meio
contendo 100 umol de tampéo fosfato de potassio (pH 5,6), 10 umol de lactose, em
um volume total de 3,0 mL, em pH entre 6,5 e 6,7, temperatura de 22°C, por 22
minutos.O acido lactobiénico formado na reacdo, 9,1 umol, foi identificado por
cromatografia em papel e quantificado por titulometria. A enzima lactose
desidrogenase catalisa a reacdo de desidrogenacdo para a formacéo da lactona,
gue é hidrolisada em acido lactobidnico.

Outros estudos avaliaram a atuacéo de diferentes enzimas, por exemplo, a
enzima hexose oxidase, extraida da alga marinha vermelha Chondrus crispus,
encontrada na costa da Inglaterra, onde é comercializada como uma fonte
alimenticia, a carragenana. Apoés purificacdo, foi determinada, por colorimetria, a
atividade desta enzima frente aos carboidratos glucose, galactose, celobiose,
maltose e lactose. O maior valor para a constante de Michaelis-Menten (Km) foi
observado para lactose como substrato, 97 mM (SAVARY; HICKS; O’'CONNOR,
2001, p. 42-51). Nordkvist, Nielsen e Villadsen (2006, p. 694-707) estudaram a
oxidacdo da lactose em &cido lactobibnico empregando a enzima carboidrato
oxidase, que foi clonada a partir de Microdochium nivale e expressa em Fusarium
venenatum, com a enzima catalase para evitar a inibicdo da oxidase. A reacgéo
ocorreu no meio com 50 g.L™ de lactose, 50 mM de tamp&o fosfato, 0,25 g.L™ de
catalase e 60 mg de enzima carboidrato oxidase, temperatura de 38°C, pH 6,4 e
agitagdo 1000 rpm, por 8 horas. O valor da constante de Michaelis (Km) para lactose
foi de 0,066 mM e ao empregar, nas mesmas condi¢cdes, um bar de saturacéo de
oxigénio, o Km elevou-se para 0,97 mM.

Miyamoto, Ooi e Kinoshita (2000, p. 427-.430) isolaram do solo o micro-

organismo Pseudomonas sp. LS13-1, capaz de converter o soro de leite em &cido
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lactobionico. O mesmo foi cultivado em frasco de fermentacdo com volume inicial de
um litro de meio contendo soro de leite, 207 g (equivalente a 150 g de lactose) e
peptona, 15 g; temperatura de 30°C, com pH controlado em 5,5, com a adicéo de
meio de alimentacao, constituido de 69 g.L™ de soro de leite e 0,8 g.L™* de peptona.
A adicdo do meio de alimentacéo foi realizada quando a concentracéo de lactose no
meio atingia 50 g.L™, foram realizadas trés adicBes intermitentes do meio de
alimentacdo durante o cultivo. Apés 180 horas, obtiveram 80 g.L™* de &cido
lactobibnico. Entretanto, depois de 100 horas de cultivo, 0 meio tornou-se muito
viscoso, 0 que indica que a produgdo com uma elevada concentracdo de soro de
leite pode ter um limite. Os autores também cultivaram em frasco de fermentacéo
este micro-organismo nas mesmas condi¢cfes descritas substituindo o soro de leite
por lactose e ap6s 155 horas de cultivo obtiveram 125 g.L™ de &cido lactobidnico.

Murakami et al., (2002, p. 469-477), isolaram a bactéria Burkholderia cepacia
(N 216) do solo e investigaram a sua capacidade em oxidar a glucose, maltose,
sacarose e a lactose. No meio contendo 1% de lactose, 0.1% de polipeptona, 0,05%
de extrato de levedura, 0,2% de nitrato de amoénio, 0,1% de fosfato dibasico de
potassio, 0,05% de sulfato de magnésio heptahidratado, pH 7,0, inocularam um pré-
cultivo de Burkholderia cepacia e cultivaram a temperatura de 28° C, por 72 horas.
Nestas condicdes, verificaram a formacdo de 10 mg.mL™ de &cido lactobibnico
medido em 48 horas.

Hecke et al., (2009, p. 1475-1482), desenvolveram um modelo para
descrever a interacdo entre duas enzimas e um mediador intermediario de redox.
Neste processo bi-enzimatico, de 200 mL de volume de trabalho, a enzima celobiose
desidrogenase do basidiomiceto Sclerotium rolfsii CBS 191.62 oxida a lactose na
posicdo C-1 do acUcar redutor a lactobionolactona que hidrolisa espontaneamente a
acido lactobibnico. O sal diaménio do acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) foi utilizado como aceptor de elétrons e regenerado continuamente pela
lacase. O oxigénio adicionado ao sistema por meio de uma oxigenacédo livre de
bolhas atuou como aceptor final de elétrons e foi completamente reduzido a agua
pela enzima lacase do fungo Trametes pubescens MB89.

Alonso, Rendueles e Diaz (2011, p. 9730-9736; 2012, p. 140-147)
reportaram a producdo de acido lactobiénico pela bactéria Pseudomonas taetrolens
em processos descontinuos empregando biorreator com um litro de soro de queijo,

em condi¢des de pH nao controlado na fase de crescimento e pH controlado em 6,5
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durante a formag&o cumulativa do acido lactobiénico. Quando utilizaram uma taxa de
inoculacdo de 30% (v/v) (0,55 g.L™ de células) verificaram a formac&o de 1,12 g.L ™ .h
de &cido lactobiénico em 30 horas.

Na literatura estdo descritos outros micro-organismos como, por exemplo, o
fungo Penicilium chrysogenum (CORT et al.,, 1956, p. 477-478) e as bactérias
Halobacterium saccharovorum e Zymomonas mobilis capazes de oxidar a lactose
em acido lactobidnico (TOMLINSON; STROHM; HOCHSTEIN, 1978, p. 898-903).

Pesquisadores investigaram a cinética da producéo biotecnoldgica de acido
lactobiénico e sorbitol pela acdo catalitica das enzimas glucose frutose
oxidoredutase e glucono-d-lactonase em duas formas diferentes: um sistema de
células mobilizadas e de células imobilizadas, da bactéria Zymomonas mobilis, a
partir dos substratos lactose e frutose (PEDRUZZI; SILVA; RODRIGUES, 2011, p.
183-191). Em 2013, Malvessi et. al., também avaliaram 0 mesmo sistema
enzimatico do micro-organismo Zymomonas mobilis utilizando células
permeabilizadas e células imobilizadas na converséo de glucose, maltose, galactose
e lactose em seus respectivos acidos aldénicos. As reagfes de bioconversao foram
realizadas em banho maria, em frasco de vidro com 240 mL de meio e sob agitacéo
magnética. Nas reacdes realizadas com 0,7 mol .L™* de frutose e com 0,7 mol .L™* de
cada uma das aldoses, separadamente, e utilizando células livres permeabilizadas
de Zymomonas mobilis, obtiveram as concentracdes de 0,64, 0,57, 0,51 e 0,51
mol.L™.dos respectivos &acidos aldénicos, em 24 horas. Os autores concluiram que o
sistema enzimatico glucose frutose oxidoredutase e glucono-é-lactonase apresentou
menor afinidade para a lactose, e as maiores atividades foram observadas em pH
6,4, temperatura de 47° C para células permeabilizadas e imobilizadas com alginato
de calcio, o qual age como uma barreira de substratos e produtos. As taxas de
conversao e produtividades especificas foram similares aquelas obtidas com células
livres permeabilizadas (MALVESSI et al., 2013, p. 1-10).

3.4. MICRO-ORGANISMO Zymomonas mobilis

No meio ambiente, bactérias do género Zymomonas sao encontradas em

regibes tropicais da América, Africa e Asia. As bactérias do género Zymomonas
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constituem uma espécie, Zymomonas mobilis, com duas subespécies, Zymomonas
mobilis subsp. mobilis e Zymomonas mobilis subsp. pomaceae. Segundo a
classificagdo taxonémica o0 género Zymomonas pertence ao reino Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Proteobacteria, ordem Sphingomonadales e familia
Shingomonadaceae (SWINGS; KERSTERS; DE LEY, 1977, p. 271-273, 19;
SWINGS; DE LEY, 1977, p. 1-46).

O micro-organismo Zymomonas mobilis € uma bactéria Gram-negativa,
anaerobica com aero tolerancia. Possui forma de bacilo, com cerca de 2 a 6 um de
comprimento e de 1 a 1,5 um de largura, ocorrendo isoladamente ou aos pares, nao
€ uma bactéria esporulavel e as colénias possuem coloracdo de branca a creme.
Apresenta de 1 a 4 flagelos polares, porém apenas 30% das bactérias sdo moveis, e
algumas linhagens perderam a mobilidade. O crescimento bacteriano é descrito na
faixa de pH 3,5 a 7,5, com faixa 6tima de pH entre 5,0 a 7,0 e temperatura de 30°.C,
e apresenta relativa insensibilidade ao oxigénio (SWING; DE LEY, 1977, p. 1-46;
VIIKARI, 1988, p. 237-261; VIIKARI; GISLER,1986, p. 240-244).

Na década de 30, duas caracteristicas das bactérias do género Zymomonas
chamaram atenc&do de microbiologistas alemaes, a capacidade de crescimento em
pH baixo e a capacidade de crescimento em altas concentracdes de glucose, e 0
rapido consumo deste substrato. No inicio de 1951, o género Zymomonas adquiriu
notoriedade entre os bioquimicos pela descoberta de Gibbs e DeMoss (1951, p. 478-
479). Eles comprovaram que o catabolismo anaerdbico da glucose no género
Zymomonas segue o mecanismo Entner-Doudoroff, pois apresenta apenas alguns
componentes do ciclo do acido citrico. Esta via apresenta tal importancia para as
bactérias do género Zymomonas, que 50% da massa proteica da bactéria é
constituida de enzimas desta via, quase todas constitutivas (GIBBS; DEMOSS,
1951, p. 478-479; SWINGS; DE LEY, 1977, p. 1-46; SPRENGER, 1996, p. 301-307).

Nos anos 80, foram relatados na literatura diversos processos empregando a
bactéria Zymomonas mobilis com a finalidade de produzir etanol (VIIKARI, 1986, p.
118-123, REHR; WILHELM; SAHM, 1991, p. 144-148). Viikari (1984, p. 252-255),
divulgou a capacidade da bactéria Zymomonas mobilis em produzir sorbitol a partir
de sacarose, glucose e frutose. O processo foi descrito como uma desidrogenacao
da glucose para formar a respectiva lactona (LEIGH; SCOPES; ROGERS, 1984, p.
413-415). Iniciou-se uma busca pela comprovacdo do mecanismo envolvido neste

sistema reacional, até que Zachariou e Scopes, (1986, p. 863-869), propuseram que
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a glucose era oxidada a glucolactona, e a glucose oxidada entrava na via Entner-
Doudoroff pelas enzimas glucose desidrogenase e gluconato quinase. O equivoco
desta teoria esta no fato de que a formacéo de sorbitol € independente de glucose
desidrogenase, esta enzima néo reduz a frutose a sorbitol. Foi proposta a presenca
de outra enzima ligada a cofator NADP(H) responséavel pela oxidagédo da glucose em
glucono-6-lactona, denominada glucose frutose oxidoredutase, e foi identificada
também a enzima glucono-d-lactonase participando na hidrolise da lactona para
formacdo do acido glucénico (SPRENGER, 1996, p. 301-307; ZACHARIOU,;
SCOPES, 1986, p. 863-869).

A glucose frutose oxidoredutase é uma enzima tetrdmera, representada na
FIGURA 2, com quatro subunidades similares, formada por dois dominios de uma
ligacdo classica dinucleotidica, com um braco N-terminal que envolve o NADP e
estabiliza a estrutura tetramérica. Possui massa molecular de 40 kDaltons, localiza-
se no periplasma da bactéria Zymomonas mobilis, ligada fortemente ao co-fator
NADP como transportador de hidrogénio e ndo requer nenhum outro cofator para
atividade. A pré-proteina transporta uma sequéncia de sinal longa N-terminal de 52
residuos de aminoacidos. Associada a osmoprotecdo celular, pois linhagens com
glucose frutose oxidoredutase mutadas, que perderam a fungdo, ndo crescem na
presenca de elevadas concentracdes de acucar (KINGSTON; SCOPES; BAKER,
1996, p. 1413-1428; ZACHARIOU; SCOPES, 1986, p. 863-869; WIEGERT; SAHM,;
SPRENGER, 1996, p. 32-41; SPRENGER, 1996, p. 301-307).
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FIGURA 2 - DIAGRAMA DE FITA DA GLUCOSE FRUTOSE OXIDOREDUTASE TETRAMERA, COM
REPRESENTACAO DE NADP EM BRANCO. CADA SUBUNIDADE ESTA
REPRESENTADA DE UMA COR DIFERENTE

FONTE: KINGSTON; SCOPES; BAKER, 1996, p. 1413-1428.

O micro-organismo Zymomonas mobilis cataboliza apenas D-glucose, D-
frutose e sacarose como fontes de carbono e energia e o metabolismo destes
carboidratos esta demonstrado na figura 3A. A sacarose € quebrada,
extracelularmente, pelas enzimas invertase B e Levana sacarose, em glucose e
frutose. As duas hexoses podem entrar na célula por sistema de difusédo facilitada
(uniporte) comum, sem gasto de energia metabolica, ou sdo convertidas, no
periplasma, pela glucose frutose oxidoredutase, em sorbitol e gluconolactona. O
sorbitol € transportado para dentro da célula por um sistema acumulativo, por um
transportador de sorbitol (LOOS et al.,, 1994, p. 7688-7693, SPRENGER,1996, p.
301-307), e a gluconolactona é convertida pela glucolactonase a acido glucénico. O
acido glucénico é absorvido pelas células e pode ser completamente degradado
(como um co-substrato) a etanol e acido acético (LOOS et al., 1994, p. 7688-7693;
SWINGS; DE LEY,1977,p. 1-46, SPRENGER,1996, p. 301-307).

A glucose, apos entrar na célula, é fosforilada formando a glucose-6-fosfato,

ATP é doador de fosfato, a reacdo € catalisada pela enzima glucoquinase na
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presenca de magnésio. A glucose-6-fosfato € atacada pela glucose-6-fosfato
desidrogenase para formar 6-fosfogluconolactona. Nesta etapa de formagéo da
lactona, pode ser utilizado NAD, e outra com NADP como cofator. A especificidade
da enzima pelos cofatores, depende da faixa de pH, da forca ibnica, do substrato e
concentragdo. A auséncia de atividade trans hidrogenase e falta do gene
correspondente no genoma faz com que a especificidade para os dois cofatores
(NADH e NADPH) seja uma importante chave para o balanco do fluxo redutor. Em
seguida, uma lactonase (6-fosfogluconolactonase) com atividade catalitica elevada
hidrolisa rapidamente a lactona formada na etapa anterior, utilizando NADP* como
agente redutor, formando 6-fosfogluconato. O 6-fosfogluconato €, entdo, convertido
em 2-ceto-3-desoxi 6-fosfo-gluconato pela enzima deiidratase (6-fosfogluconato
deiidratase) ao remover uma molécula de &gua, em seguida é quebrado em
gliceraldeido-3-fosfato e piruvato (FLAMHOLZ et al.,, 2013, p. 10039-10044;
KINOSHITA et al., 1985, p.249-254; NEALE et al., 1986, p.119-124; CONWAY,
1992, p. |-28.; KESHAV et al., 1990, p.2491-2497; GLAZER; NAKAIDO, 2007, p.
470-486; PENTJUSS et al., 2013, p. 1-10, KALNENIEKS, 2006, p. 73-117).

O gliceraldeido-3-fosfato € metabolizado em piruvato pela via da glicolise. O
piruvato é entdo convertido em diéxido de carbono e acetaldeido por uma piruvato
descarboxilase incomum que, ao contrario da enzima de levedura, ndo exige que o
pirofosfato de tiamina como cofator para a sua atividade catalitica. Finalmente, duas
enzimas alcool desidrogenases (ADH | e ADH 1), reduzem o acetaldeido em etanol,
com a oxidacdo de NADH. A alcool desidrogenase | € uma enzima tetramérica com
zinco no sitio ativo, como a maioria das alcool desidrogenases, mas a alcool
desidrogenase Il é incomum, pois contém ferro no seu sitio ativo. Em baixas
concentracfes de etanol, a velocidade maxima da enzima alcool desidrogenase | é
cerca de duas vezes mais elevada para a reducao de acetaldeido e oxidacdo do
etanol, enquanto que o alcool desidrogenase Il apresenta uma taxa de oxidacao de
etanol maior. Na auséncia de etanol, ambas contribuem igualmente para a catélise
enzimatica na reducdo de acetaldeido. Em concentracdes elevadas de etanol, a
enzima alcool desidrogenase | é fortemente inibida, mas a producdo de etanol
continua, porque a taxa de reducdo pela enzima alcool desidrogenase Il para
acetaldeido é aumentada significativamente. (FLAMHOLZ et al., 2013, p. 10039-
10044; KINOSHITA et al.,, 1985, p.249-254; NEALE et al., 1986, p.119-124;
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CONWAY, 1992, p. I-28; KESHAV et al., 1990, p.2491-2497; GLAZER; NAKAIDO,
2007, p. 470-479; PENTJUSS et al., 2013, p. 1-10, KALNENIEKS, 2006, p. 73-117).
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FIGURA 3A - METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM Zymomonas mobilis
FONTE: SPRENGER, madificado, (1996, p. 301-307).
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A frutose do meio, inicialmente, atravessa a membrana de Zymomonas
mobilis, assim como a glucose, por um sistema de transporte de difusdo facilitada.
Entdo, a frutose é fosforilada a frutose-6-fosfato por uma quinase constitutiva
(frutoquinase), que possui alta especificidade para a frutose, a glucose-fosfato-
isomerase converte a frutose-6-fosfato em glucose-6-fosfato, a glucose-6-fosfato
entra na via Entner Dourodoff, e continua sendo metabolizada assim como descrito
para a glucose. E descrito que o rendimento tedrico em etanol diminui em 5%
qgquando a fonte de carbono utlilizada como substrato € a frutose em relacdo a
glucose (GLAZER A. N.; NIKAIDO H., 2007, p. 470-486).

A via das pentoses é incompleta, ndo € observada atividade transaldolase,
no entanto, a célula consegue fornecer as unidades fundamentais para formar
acidos nucleicos, vitaminas, aminoacidos e a biossintese da parede celular pela
combinagdo de transcetolases, ribose-5-fosfo isomerase e ribulose-5-fosfo
epimerase atuando nos passos seguintes a frutose 6-fosfato e gliceraldeido 6-fosfato
(FELDMANN, SAHM; SPRENGER, 1992, p. 354-361, SPRENGER,1996, p. 301-
307). O complexo piruvato desidrogenase foi detectado como Unico com essa fungéo
sob condicbes anaerObicas e tem que competir com a piruvato descarboxilase,
sendo que apresentam afinidade similar para o piruvato. Nao h& um ciclo do &acido
tricarboxilico completo, a célula usa varias enzimas para converter citrato a
oxoglutarato, reacbes anapleiréticas sdo realizadas pela fosfoenolpiruvato
carboxilase e enzima malica (BRINGER-MEYER; SAHM, 1989, p. 529-536,
SPRENGER,1996, p. 301-307).

A formacédo do &cido lactobibnico e sorbitol, pela acdo catalitica das enzimas
glucose-frutose oxidoredutase e glucono-d-lactonase, ocorre com ciclos de oxidacéo
e reducédo de NADP, na enzima glucose frutose oxidoredutase e hidrélise da lactona
por glucono-d-lactonase, a partir dos substratos lactose e frutose (FIGURA 3B). O
processo catalitico global consiste em duas meias rea¢des, no qual o cofator NADP
€ reduzido a NADPH e posteriormente oxidado a NADP novamente, formando um
ciclo. O passo determinante da velocidade para a reagéo geral é a dissociacdo da
lactobiono lactona da enzima e a transferéncia do hidrogénio do NADPH para o
sorbitol (HARDMAN; SCOPES, 1986, p. 863-869; ZACHARIOU; SCOPES, 1986, p.
863-869, 1986).
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FIGURA 3B — REPRESENTACAO DA REACAO DE FORMACAO DE ACIDO LACTOBIONICO, E
SORBITOL, COM CICLOS DE OXIDACAO E REDUCAO DE NADP, NA ENZIMA
GLUCOSE FRUTOSE OXIDOREDUTASE, E HIDROLISE DA LACTONA POR GLUCONO
LACTONASE, A PARTIR DE LACTOSE E FRUTOSE, UTILIZANDO A BACTERIA
Zymomonas mobilis.

FONTE: ALONSO; RENDUELES; DIAZ (2013, p. 1-17).

Zachariou e Scopes (1986, p. 863-869) investigaram as enzimas
responsaveis pela formacéo de sorbitol da bactéria Zymomonas mobilis. A enzima
glucose frutose oxidoredutase catalisa a oxidacéo-reducéo intermolecular de glucose
e frutose para formar a gluconolactona e o sorbitol. A gluconolactonase também foi
isolada e, juntas, essas duas enzimas foram capazes de converter 54% peso/volume
de uma mistura equimolar de glucose e frutose para sorbitol e gluconato de sédio em
pH 6,2. A enzima oxidoredutase apresentou baixas afinidades para os seus
substratos glucose e frutose, mas condigcdes ambientais naturais expbe a enzima a
altas concentracbes de aclUcares. A quantidade de enzima nas células de
Zymomonas mobilis foi suficiente para explicar a taxa de formagéo de sorbitol em
vivo. Entretanto, esta enzima estava presente em grandes quantidades quando as
células da bactéria Zymomonas mobilis foram crescidas em apenas glucose, e foi
reprimida pela presencga de frutose, por outro lado a atividade da gluconolactonase
praticamente n&o variou.

Sartory et. al. (1997, p. 1205-1208) apresentaram um estudo de converséo
de varios carboidratos em seus respectivos acidos aldénicos pela glucose frutose
oxidoredutase purificada, sob condi¢ces de 1 M de monossacarideo ou 0,5 M de

dissacarideo, 1 M de D-frutose, temperatura de 30° C, em um volume total de reacéo
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de 20 mL, pH 6,2, empregando 1 U.mL™" de glucose frutose oxidoredutase por 50
horas. A porcentagem de conversdo de cada carboidrato em seu respectivo 4cido

alddénico esta descrita no Quadro 1.

Carboidrato Produto Converséo (%)
D-Glucose  Acido Glucénico 84
D-Xilose Acido Xilonico 42
D-Galactose Acido Galacténico 35
L-Arabinose Acido Arabinénico 18
D-Manose  Acido Manénico 18
D-Maltose Acido Malténico 30
D-Celobiose Acido Celobibnico 15
D-Lactose Acido Lactobibnico 9

QUADRO 1 - CONVERSAO DE CARBOIDRATOS EM SEUS RESPECTIVOS ACIDOS ALDONICOS
PELA ENZIMA GLUCOSE FRUTOSE OXIDOREDUTASE PURIFICADA, NAS CONDICOES
DE 1 M DE MONOSSACARIDEOS E 1 M DE D-FRUTOSE OU 0,5 M DE DISSACARIDEOS
E 1 M DE D-FRUTOSE NA TEMPERATURA DE 30°C, pH 6,2, ENZIMA 1 U.mL™, POR 50
HORAS.
FONTE: SATORY et al.,1997, p. 1205-1208.

No mesmo estudo, foi determinado a Constante de Michaelis (Km) da
glucose frutose oxidoredutase para lactose. A constante de Michaelis-Menten (Km) é
equivalente a concentracdo de substrato quando a velocidade inicial da reacao for
igual a metade da velocidade méaxima de reacdo, para enzimas que seguem O
comportameto cinético de Michaelis-Menten (LEHNINGER, 2011, p.183-233). A
Constante de Michaelis (Km) da enzima glucose frutose oxidoredutase para lactose,
determinado por Sartory et al.,, em 1997, foi de 1,2 + 0,1 M, o que correspondeu a
uma reducéo de 80 vezes da afinidade de ligacdo do substrato a lactose, em relacao
a glucose (SATORY et al., 1997, p. 1205-1208).

Diferentes micro-organismos possuem as enzimas com capacidade de
realizar a oxidacdo de lactose em &cido lactobibnico. Vale ressaltar que o
rendimento da producéo desta substancia € variavel e depende de diversos fatores
como, por exemplo, os substratos utilizados. Milhdes de toneladas de lactose séo
produzidos anualmente como um subproduto da industria de laticinios. O mercado
global da lactose, lactose farmacéutica, permeato e derivados da lactose tiveram um
valor de €1,62 bilhdes em 2011, e esta previsto para 2015 um valor de €1,94

bilhdes. O soro de leite apresentou um crescimento de 20% em 2011. Segundo a 3A
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Consulting tera um valor de €6,88 bilhdes em 2015, um crescimento anual constante
de 4%. As principais empresas desse setor sdo Lactalis, Friesland Campina,
Fonterra, Arla Foods, Saputo, Glanbia, Murray Goulburn, DMK / Wheyco, Leprino,
Agropur, Sachsenmilch, Armor Proteines and Hilmar, Meggle, Euroserum, Milei,
Volac, Carbery, Dairygold, Milk Specialties Global e Davisco (ASTLEY, 2012). A
valorizacdo dos derivados da lactose, como o é&cido lactobidnico e ingredientes
alimenticios funcionais tém motivado pesquisas para produzi-los e também para

expandir suas aplicacdes nos setores de alimentacéo, farmacéutico e quimico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo Zymomonas mobilis subsp. mobilis (Lindner) Kluyver and
van Niel (ATCC® 29191™) empregado nos processos de transformacao foi
adquirido da colecdo American Type Culture Collection, Estados Unidos da América.

4.1.1 Ativacao e conservagao

O micro-organismo Zymomonas mobilis subsp. mobilis (Lindner) Kluyver and
van Niel (ATCC® 29191™) obtido liofilizado, foi ativado utilizando o meio liquido
contendo glucose 20 g.L™, extrato de levedura 5 g.L™* com pH 6,00 + 0,2 medido em
aparelho de pH marca WTW, modelo pH 330i, em agitador e incubador marca
TECNAL, modelo TE-421, a temperatura de 30°C, agitacao de 150 rpm, esterilizado
em autoclave vertical marca Phoenix por calor imido, a temperatura de 121°C e sob
pressdo de 1 atm, o tempo de esterilizacdo foi empregado de acordo com a
capacidade total do frasco e volume do meio utlizado.

Uma ampola com células liofilizadas da bactéria Zymomonas mobilis subsp.
mobilis (Lindner) Kluyver and van Niel (ATCC® 29191™) foi aberta, em camara de
fluxo laminar Labconco Purifier Class Il, e estas foram hidratadas com meio liquido
contendo glucose 20 g.L™, extrato de levedura 5 g.L™, pH 6,00 + 0,2. Em seguida, o
volume contendo as células hidratadas foi transferido para um frasco de Erlenmeyer
de 50 mL de capacidade, contendo 5 mL do mesmo meio. Posteriormente, foram
inoculados 0,5 mL deste cultivo de 24 horas, em frasco de Erlenmeyer de 50 mL de
capacidade, com 10 mL do meio liquido contendo glucose 20 g.L™, extrato de
levedura 5 g.L™. Apds 24 horas, as células recém-crescidas contidas em 5 mL de
cultivo foram transferidas para frasco de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade com
50 mL do mesmo meio liquido. Todos os frascos inoculados foram mantidos em
agitador e incubador, a temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm. Apds o
crescimento das células, o cultivo foi transferido para tubos de polipropileno e

centrifugado a 10.000 rpm, por 10 minutos, em centrifuga marca Sigma, modelo
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1 14, e, em sequida, descartado o sobrenadante. A cada tubo de polipropileno com
células foi adicionado 850 pL de meio liquido com glucose 20 g.L™, extrato de
levedura 5 g.L™, pH 6,00+0,2, e 150 pL de glicerol, como agente crioprotetor. Em
seguida, os tubos contendo as células foram conservados por congelamento em
freezer, marca Consul, a temperatura de -18°C. Estas células foram utilizadas nos
processos de transformacdo microbiana ap0s ativacdo e crescimento da bactéria.
Foi verificada a auséncia de micro-organismos contaminantes, por técnica a fresco,
utilizando microscopia Optica, em aumento de 400X (microscopio marca Student

Lab) e coloracédo de Gram (BIER, 1980, p. 828), antes de cada inoculacéo.

4.1.2 Cinética do crescimento do micro-organismo Zymomonas mobilis ATCC 29191

Para verificar a variacdo de crescimento em funcdo do tempo, a bactéria
Zymomonas mobilis ATCC 29191 foi crescida em meio liquido, contendo como
substrato limitante, a glucose, na concentracdo de 20 g.L* e em meio liquido,
contendo como substrato limitante, a glucose, na concentracdo 80 g.L™. Os meios
liqguidos empregados para o cultivo da bactéria foram esterilizados em autoclave, por
calor umido, a temperatura de 121°C e sob pressdao de 1 atm. O tempo de
esterilizagéo foi utilizado de acordo com o volume do meio e a capacidade total do
frasco.

Visando a reativacdo do micro-organismo o contetdo de células de um tubo
de polipropileno congelado, na etapa de conservacao, foi vertido para um frasco
Erlenmeyer de 50 mL de capacidade, com 10 mL de meio liquido contendo glucose
20 g.L*, extrato de levedura 5 g.L™, pH 6,00+0,2. Posteriormente, para a obtencao
de um maior niumero de células, 10 mL do cultivo de ativacdo, contendo células
recém crescidas, foram adicionados em um frasco de Erlenmeyer de 500 mL de
capacidade, com 100 mL do meio liquido. ApOs o crescimento das células, 5 mL
deste cultivo foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL de
capacidade, com 50 mL do mesmo meio. Todos os cultivos foram mantidos em
agitador e incubador, a temperatura de 30°C e agitagcéo de 150 rpm.

Em diferentes periodos de tempo, foram retiradas amostras dos cultivos para

a medida do valor de pH e a determinacao da concentragao celular por gravimetria.
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A bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 foi novamente reativada e as
células crescidas utilizando o meio liquido contendo glucose 20 g.L™?, extrato de
levedura 5 g.L™* pH 6,00 + 0,2. Ap6s o crescimento das células, 5 mL do cultivo
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, com 50
mL de meio liquido contendo glucose 80 g.L™; extrato de levedura 5 g.L™, sulfato de
magnésio heptahidratado 0,5 g.L ™, sulfato de aménio 1 g.L™ e fosfato diacido de
potassio 1 g.L™* pH 6,00 + 0,2. Os frascos inoculados foram colocados em agitador e
incubador, a temperatura de 30°C e agitacdo de 150 rpm. Foram retiradas amostras
no inicio (tempo zero hora), e apds quatro, oito, 12, 16, 20 e 24 horas de cultivo para

medida do valor de pH e determinagédo da concentracdo de células e de glucose.

4.2 PROCESSOS DE TRANSFORMACAO

Os processos de transformacédo utilizando a bactéria Zymomonas mobilis

ATCC 29191 foram realizados em frascos e em biorreator.

4.2.1 Desenvolvimento do in6culo

Para o desenvolvimento do inéculo, a bactéria Zymomonas mobilis ATCC
29191 foi reativada como descrito no item 4.1.2 e o inéculo foi preparado em trés
etapas.

Para a primeira etapa do desenvolvimento do in6culo, 1 mL do cultivo de
reativacao foi transferido para frascos de Erlenmeyer de 50 mL de capacidade,
contendo 9 mL de meio liquido, com os constituintes calculados para 10 mL.
Posteriormente, 10 mL do cultivo da primeira etapa foram transferidos para frascos
de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, com 90 mL de meio liquido da segunda
etapa, com os constituintes calculados para 100 mL. Apdés o crescimento das
células, 100 mL de cultivo da segunda etapa foi transferido para frascos de
Erlenmeyer de 2000 mL de capacidade, contendo 300 mL de meio liquido da

terceira etapa, com o0s constituintes calculados para 400 mL. Todas as
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transferéncias entre as etapas foram realizadas apds 12 horas de crescimento, a
temperatura de 30°C e agitacao de 150 rpm.

Este procedimento foi repetido até obtencdo do niumero de células adequado
para o preparo da suspensao que foi empregada nos processos de transformacéao.

Para os processos de transformagdo microbiana realizados em frascos
denominados A e B e para os processos de transformacao realizados em biorreator
denominado C foi empregado o meio liquido contendo glucose 20 g.L™?, extrato de
levedura 5 g.L ™, pH 5,5 + 0,2, nas trés etapas do desenvolvimento do inéculo.

Nos processos de transformacao D, realizados em biorreator modelo Biostat
B, marca B. Braun, nas trés etapas do desenvolvimento do in6culo foi utilizado o
meio contendo extrato de levedura 5 g.L™, sulfato de magnésio heptahidratado 0,5
g.L?, sulfato de amodnio 1 g.L™ e fosfato diacido de potassio 1 g.L ™, adicionado de
50 g.L™", 100 g.L* e 150 g.L™* de glucose, na primeira, na segunda e na terceira
etapa do inoculo, respectivamente, pH 5,50 + 0,2.

No desenvolvimento do inéculo para os processos de transformacao E, F e G,
na primeira e na segunda etapa foi empregado o meio liquido contendo glucose 20
g.L™, extrato de levedura 5 g.L™*, pH 5,50 + 0,2 e na terceira etapa foi utilizado o
meio liquido contendo extrato de levedura 5 g.L*, sulfato de magnésio
heptahidratado 0,5 g.L™, sulfato de aménio 1 g.L™, fosfato diacido de potassio 1 g.L™
e glucose 50 g.L™, pH 5,50 + 0,2.

Os meios liquidos empregados no desenvolvimento do in6culo foram
esterilizados em autoclave, por calor imido, a temperatura de 121°C e sob presséo
de 1 atm. O tempo de esterilizagéo foi utilizado de acordo com o volume do meio e a
capacidade total do frasco.

No final do desenvolvimento do in6culo, as células foram separadas do meio
de cultivo por centrifugacdo, em centrifuga marca Sigma, modelo 3-16P, por 10
minutos a 4200 rpm. As células presentes no precipitado foram lavadas com solucao
aquosa de lactose 50 g.L* esterilizadas por filtracdo. As células lavadas foram
ressuspensas em solugdo aquosa de lactose estéril 50 g.L™" e a suspensdo de
células foi empregada como indculo nos processos de transformacédo microbiana

realizados em frascos e em biorreator.
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4.2.2 Processos de transformacéo em frascos

Os processos de transformacédo foram realizados em agitador e incubador
empregando frascos de 250 mL de capacidade, com 50 mL de meio reacional,
esterilizado por filtracdo, contendo 140 g.L™ de lactose. Os frascos utlizados nos
processos foram previamente esterilizados em autoclave, por calor Umido, a
temperatura de 121°C e sob pressdo de 1 atm, durante 15 minutos. Foram
realizados diferentes processos de transformacdo denominados A e B. Nos
processos de transformacdo A e B foram inoculadas suspensdes de células,
preparadas de acordo com o item 4.2.1, com diferentes concentragdes no tempo
zero dos processos, e as condicGes empregadas foram: temperatura de 30°C, pH
inicial de 7,0 + 0,2 e agitacao de 150 rpm nos processos A, e 200 rpm nos processos
B. Apds 5 horas, 20 horas e 45 horas o pH do meio reacional de todos os frascos foi
ajustado para 6,5 * 0,2, utilizando solugcdo aquosa de hidroxido de sédio estéril
0,1 Eq.g.L “.Em diferentes periodos de tempo, foram retiradas amostras dos
processos, medidos os valores de pH e determinada a concentracao celular inicial

(tempo zero hora) e a concentracao de acido lactobibnico.

4.2.3 Processos de transformacdo em Biorreator

Os processos de transformacao foram realizados em biorreator utilizando
dorna de 2,5 L de capacidade total, previamente esterilizada por calor umido, por
processo descontinuo, utilizando vapor direto. No inicio dos processos de
transformacao microbiana denominados C foram colocados no biorreator 1220 mL
de volume total de meio, esterilizados por filtracdo, contendo extrato de levedura 5
g.L?, sulfato de magnésio heptahidratado 0,5 g.L™, sulfato de aménio 1 g.L™, fosfato
diacido de potassio 1 g.L™ e glucose 80 g.L™ e, apds 8 horas, foram adicionados 280
mL de solucdo aquosa de lactose estéril 35 g.L™ . Nos processos de transformacéo
denominados C foram empregadas as condi¢des de 30°C de temperatura, 400 rpm
de agitacéo e pH controlado em 6,5, utilizando solu¢éo aquosa de hidréxido de sédio

estéril 1 Eq.g.L *, para correcdo automatica do pH. A cada intervalo estabelecido
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pela diminuicdo do volume da solugdo aquosa de hidroxido de sédio estéril
1 Eq.g.L™* foram retiradas amostras para o acompanhamento da formacédo de &cido
lactobibnico, concentracéo celular, concentracéo de lactose e de glucose.

Nos processos de transformacédo D, E, F e G foram utilizados 1500 mL de
volume total de meios reacionais, esterilizados por filtracdo, constituidos de: 40 g.L™
de lactose, nos processos D; 220 g.L™" de lactose com 40 g.L* de frutose, nos
processos E; 220 g.L™ de lactose adicionados de 75 g.L™ de frutose, nos processos
F; e 190 g.L™ de lactose e 75 g.L™ de frutose, nos processos G. Foram empregadas
as condicOes de 39°C de temperatura, 400 rpm de agitacdo e pH controlado em 6,5.
A solucdo aquosa de hidréxido de potassio estéril 1 Eq.g.L™ foi utilizada para a
correcdo automatica do pH.

A cada intervalo estabelecido pela diminuicdo do volume da solucdo aquosa
de hidréxido de potassio estérii 1 Eq.g.L™" foram retiradas amostras para o
acompanhamento da formacgéo de acido lactobiénico, concentracdo de lactose, de
frutose, de sorbitol e de etanol. No inicio de cada processo de transformacéo
microbiana foi determinada a concentragéo celular.

As condi¢cbes ambientais descritas foram mantidas durante todo o periodo dos
processos de transformacéo microbiana.

4.3. METODOS ANALITICOS

4.3.1 Determinagao da concentracao celular

Para a determinacao da concentracao celular pelo método gravimétrico, foram
centrifugados 4 mL de amostra a 10.000 rpm durante 10 minutos. As células
precipitadas foram lavadas até a remoc¢cao completa do meio e secas em liofilizador,
marca Operon, até peso constante. As células secas foram pesadas em balanca
analitica Bioprecisa modelo FA2104N. A determinacdo da concentracdo celular foi
calculada segundo a equacdo de Hiss (2001) e cada amostra foi analisada em

quintuplicada.

X = X.Vv1
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Onde Xt = concentracéo de células secas (g.L™*) no tempo' t,

X = células secas (g) e V = volume de amostra (L).

4.3.2 Taxa especifica de crescimento

A taxa especifica de crescimento microbiano descreve a fase exponencial do
crescimento microbiano (STANBURY; WHITAKER; HALL, 1995, p. 13-33).

Mx=(X¢ = Xo)
(to—1)

X; = concentracdo de células secas (g.L™*) no tempo t de cultivo
Xo = concentracdo de células secas (g.L™) no inicio do cultivo
to = tempo zero do cultivo

t = tempo t de cultivo

My = taxa especifica do crescimento

4.3.3 Identificacdo e quantificacdo do acido lactobiénico, da lactose, da frutose, da
glucose, de sorbitol e de etanol

Um volume de 50 mL de amostra foi centrifugado, a 4200 rpm, por 20
minutos. Os sobrenadantes foram congelados para posterior identificacdo e
guantificacdo por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia. Foram utilizados
padrées de acido lactobidnico, de lactose, de frutose, de glucose, de sorbitol e de
etanol, todos da marca Sigma.

O sistema cromatografico utilizado para identificacdo e quantificacdo do acido
lactobibnico, da lactose, da frutose, da glucose, de sorbitol e de etanol foi constituido
de um cromatografo a liquido LC-10A, Shimadzu, com duas colunas trocadoras de
ions acopladas, uma HPX87H, 300 x 7.8 mm, na forma de hidrogénio ligado,
tamanho de particula 9 ym, com 8% cross linkage, Biorad e outra coluna Metacarb

87H (Varian). A temperatura mantida nas colunas foi de 65° C, o fluxo foi de
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0,6 mL.min™ e foi empregado um sistema isocratico. A fase mével utilizada foi acido
sulfarico 0,25 mM e o volume de injecédo para os padrdes foi de 100 pL e para as
amostras foi de 20 pyL. O detector utilizado foi o de indice de refracdo RID-10A,
Shimadzu, a temperatura da cela foi 50° C (adaptado de PEDRUZZI, 2007).

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicada e de modo
independente. A analise da concentracdo de células foi realizada em quintuplicada e
as determinacfes das concentracdes de glucose, frutose, lactose, acido lactobibnico,
sorbitol e etanol foram realizadas em triplicada. As médias e desvios padrdao das
analises foram calculados utilizando o programa ORIGINPRO (data analysis
software system), versdo 9.0.0. Para as andlises foi considerado o limite de precisdo
de 15% para o coeficiente de variacdo, de acordo com a Resolugdo da Diretoria
Colegiada numero 27, de 17 de maio de 2012, fixado pela Agéncia de Vigilancia

Sanitaria.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar o desempenho dos cultivos do micro-organismo
Zymomonas mobilis ATCC 29191 no crescimento celular em funcéo do tempo de
cultivo, foram realizados experimentos em frascos, segundo item 4.1.2 de “Materiais
e Métodos”, utilizando diferentes meios, contendo como substrato limitante a glucose

nas concentracdes de 20 g.L ™! e 80 g.L™. Foram determinados os parametros de pH,

concentracdo de glucose e concentracao celular.

Os resultados obtidos em relacdo ao crescimento da bactéria Zymomonas

mobilis ATCC 29191, estdo demonstrados nas figuras 4 e 5.

A pH
—m— CélulasSecas (g/L)
6 - 3,0
A —
. \ = ]
5 A " - 2,5
A i
\éﬁ
4 - - 2,0
|
3 - 1,5
2 -  u - 1,0
e
1 - 0,5
0 T T T T T T T T T T 0,0
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (horas)

FIGURA 4 - VARIACAO DE VALOR DE pH E CONCENTRACAO DE CELULAS EM FUNCAO DO
TEMPO DE CULTIVO DA BACTERIA Zymomonas mobilis ATCC 29191 NO MEIO
CONTENDO O SUBSTRATO LIMITANTE GLUCOSE 20 g.L*, NA TEMPERATURA DE

30°C E AGITACAO DE 150 rpm.
FONTE: O Autor (2012).
NOTA: As barras de erro representam o desvio padréo.



42

—e—pH
Glucose (g/L)
—A— CélulasSecas (g/L)

6+ - 10
P R
A
\;\ o A i e
54 -—8
. §\\ﬁ 4 7
4 & L
-6
34 -5
-4
2] L
-3
] A L
-2
14 / r
} L1
0 T T T T T T T T T T T 0
0 4 8 12 16 20 24

Tempo (horas)

FIGURA 5 - VARIACAO DO VALOR DE pH, CONCENTRACAO DE GLUCOSE E DE CELULAS EM
FUNCAO DO TEMPO DE CULTIVO DA BACTERIA Zymomonas mobilis ATCC 29191 NO
MEIO CONTENDO O SUBSTRATO LIMITANTE GLUCOSE 80 g.L '1, NA TEMPERATURA
DE 30°C E AGITACAO DE 150 rpm.
FONTE: O Autor (2012).
NOTA: As barras de erro representam o desvio padrdo

Nos meios de cultivo utilizados para o crescimento da bactéria Zymomonas
mobilis ATCC 29191, a concentracdo do substrato limitante foi de 20 g.L*
(FIGURA 4) e 80 g.L * (FIGURA 5), no tempo zero. Em relacdo ao consumo do
substrato limitante pela bactéria (FIGURA 5), observa-se que a glucose é consumida
até o tempo de 12 horas de cultivo, verifica-se no meio uma concentracao de
substrato residual de 63,5 + 1,5 g.L™" e percebe-se que, entre 12 e 24 horas de
cultivo do micro-organismo, praticamente ndo houve variagdo nas concentracdes de
glucose no meio.

Para uma descricdo quantitativa dos cultivos da bactéria Zymomonas mobilis
ATCC 29191, foram determinadas a concentragédo celular (X;), taxa especifica de
crescimento (4) e foram medidos os valores de pH. Os resultados estao
representados nas figuras 4 e 5.

Em todos os cultivos, o valor de pH inicial foi de, aproximadamente, 6,0, e
este parametro nao foi corrigido, o qual variou ao longo dos cultivos. Nos cultivos

contendo o substrato limitante glucose, nas concentractes de aproximadamente 20
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g.L" e 80 g.L}, o pH diminuiu de 6,0 para 4,5, durante o crescimento exponencial,
mantendo este valor constante até o tempo final dos cultivos, conforme figuras 4 e 5.

De acordo com o metabolismo microbiano, durante o consumo do carboidrato
e obtencdo de células, o pH do meio diminui em decorréncia do mecanismo de
geracdo de potencial eletroquimico, que direciona o processo de transporte para a
entrada de glucose na célula e opera via excrecdo de prétons por acdo da enzima
préton-translocante ATPase localizada na membrana celular (STANBURY;
WHITAKE; HALL, 1995, p. 13-33; ISHIZAKI et al., 1994, p. 541-547).

Em relacdo ao crescimento celular da bactéria Zymomonas mobilis ATCC
29191, verifica-se nas figuras 4 e 5, o inicio da fase estacionaria em 12 horas, com
valores de concentracdo celular de 2,49 + 0,03 gL' e 9,10 + 0,13 g.L*, e
concentracdes celulares maximas (Xmax) de 2,71 + 0,04 g.L e 9,52 + 0,12g.L™, em
24 horas de cultivo, quando foram empregados os meios contendo glucose
aproximadamente 20 g.L' e 80 g.L*, respectivamente. Esses resultados de
pequenas alteracbes nas concentracdes celulares, a partir do inicio da fase
estacionéaria até 24 horas de cultivo, podem ser atribuidos a concentracéo residual
de substrato e aos produtos do metabolismo presentes no meio.

A taxa especifica de crescimento (l) foi calculada de acordo com item 4.4.2
de “Material e Métodos”. Para os cultivos empregando os meios com glucose cerca
de 20 g.L e 80 g.L* os valores obtidos foram de 0,25 h™*, em 9 horas e 0,97 h™,
em 8 horas de tempo de cultivo, respectivamente.

Com base nos resultados de concentracdo celular maxima (Xmax) € NOS
valores de pH, sugere-se que a variacdo do pH de 6,0 a 4,5 influenciou no
desempenho em relacdo ao crescimento celular da bactéria. O valor de pH de 5,5
parece favorecer o crescimento celular, pois € neste valor que se verifica a taxa
especifica de crescimento maximo nos meios de cultivo empregados.

O crescimento da bactéria Zymomonas mobilis € descrito na faixa de pH 3,5 a
7,5, com faixa 6tima de pH entre 5,0 a 7,0 e temperatura de 30°C, e apresenta
relativa insensibilidade ao oxigénio (SWING; DE LEY, 1977, p. 1-46; VIIKARI, 1988,
p. 237-261; VIIKARI; GISLER,1986, p. 240-244).

Como fontes nutricionais essenciais para 0 crescimento da bactéria
Zymomonas mobilis sédo necessarias fontes de nitrogénio, fosforo e enxofre. Os sais
de amobnio e aminoacidos sao preferiveis como fonte de nitrogénio por nao

acumularem nitratos e nitritos, conduzindo assim a um crescimento mais favoravel. E
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necesséaria uma fonte de fosforo, preferencialmente sais de potassio, que sao mais
bem absorvidos, para constituicio de ATP (adenosina trifosfato) e reagfes de
fosforilacdo. Como fonte de enxofre, pode-se utilizar metionina, cisteina e sulfatos,
sendo o sulfato de magnésio uma forma de adicionar também magnésio ao meio de
cultivo. O magnésio € necessario para a estabilidade de enzimas. Outros
componentes, que devem ser adicionados ao meio como riboflavina, biotina e &cido
pantoténico sdo encontrados no extrato de levedura, uma fonte rica de nutrientes
(SWINGS; DE LEY, 1977, p. 1-46). Os cultivos da bactéria Zymomonas mobilis, que
contém extrato de levedura, apresentam a maxima velocidade especifica reportada
na literatura (0,35 h™), com inicio da fase estacionaria em 12 horas (SILVEIRA, et
al., 2001, p. 442-445), corroborando com os resultados obtidos e apresentados nas
figuras 4 e 5.

Considerando as composi¢cdes dos meios e o tempo de cultivo de 12 horas, o
maior valor de concentracdo celular para a bactéria Zymomonas mobilis ATCC
29191 foi obtido no meio contendo o substrato limitante glucose em torno de
80 g.L™.

A bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 foi cultivada por 12 horas e
empregada para a obtencao de acido lactobiénico, por processos de transformacédo
microbiana, realizados em frascos e em biorreator.

A concentracdo de acido lactobiénico foi determinada por cromatografia em
fase liquida de alta eficiéncia, pelo método adaptado de Pedruzzi et al., (2007, p.
128-132), com construcdo de curvas padréo para a quantificacdo das amostras por
padronizacdo externa. A figura 6 apresenta a curva de calibragéo, realizada a partir
de sete pontos de concentracdo dos padrdes (R?> = 0,9988) obtidos a partir de

diferentes concentracoes.
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FIGURA 6 - CURVA DE CALIBRACAO E EQUAGAO DA RETA PARA A QUANTIFICACAO DE

ACIDO LACTOBIONICO.
FONTE: O autor (2012).

Para avaliar o efeito do pH, da concentracéo inicial de células e da agitacéo
no meio reacional para a transformacdo de 140 g.L' de lactose em &cido
lactobiénico pela bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191, foram ensaiadas
diferentes concentracdes de células inicial e empregadas as condicfes de agitacdo
de 150 rpm e 200 rpm de acordo com o item 4.2.2 de “Material e Métodos”. Os
resultados representados na figura 7 mostram o efeito da concentracdo inicial de
células e da agitacéo e do ajuste do valor de pH para 6,5 £ 0,2 na formacao do acido

lactobidnico.
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FIGURA 7 - VARIACAO DO VALOR DE pH E FORMACAO DE ACIDO LACTOBIONICO EM
FUNCAO DO TEMPO DE PROCESSO DE TRANSFORMAGCAO, POR Zymomonas mobilis
ATCC 29191, EM MEIO LACTOSE 140 g.L*', EMPREGANDO CONCENTRAGCAO
CELULAR INICIAL DE 1,0 g.L™, 150 rpm (azul); CONCENTRAGAO CELULAR INICIAL DE
3,0 g.L™", 200 rpm (rosa), COM AJUSTE DE pH EM 6,50 + 0,2, E TEMPERATURA DE 30°C.
FONTE: O autor (2011)
NOTA: As barras de erro representam o desvio padréo

De acordo com a figura 7, ao empregar um grama de células secas por litro
(processo A) e trés gramas de células secas por litro (processo B) de concentracao
de células no inicio dos processos (tempo zero hora) e agitacdo de 150 rpm e 200
rpm, foi formado 0,69 + 0,02 g.L™ e 2,30 + 0,04 g.L* de &cido lactobi6nico, em 70
horas de processo, respectivamente. Estes resultados sugerem que o ajuste de valor
de pH do meio reacional para 6,5, e 0 aumento da concentracéo celular inicial e da
agitagdo podem favorecer a oxidacdo da lactose em acido lactobidnico. A variagédo
de pH similar em todas os intervalos de ajustes de pH, de 4,5 para aproximadamente
6,5 é significativa, considerando que para a enzima glucose frutose oxidoredutase o
pH 6timo é proximo ao pH intracelular de 6,4 a 6,8 (ZACHARIOU; SCOPES, 1986, p.
863-869).

Como a enzima glucose frutose oxidoredutase exerce um papel importante na
transformacdo da lactose em acido lactobiénico pela bactéria Zymomonas mobilis

ATCC 29191, o desempenho de sua atividade foi investigado.
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Para verificar este efeito foi realizado um processo de transformacgao
denominado C conforme descrito em “Material e Métodos” no item 4.2.3.
Inicialmente, uma suspenséo da bactéria, preparada de acordo com o item 4.2.1, foi
inoculada no meio contendo como substrato limitante glucose e apoés oito horas de
crescimento exponencial do micro-organismo, foi adicionado ao processo o
precursor lactose. O processo foi conduzido a temperatura 30°C e pH 6,5
controlados automaticamente, utilizando uma solucédo aquosa de hidréxido de sodio,
durante 24 horas. Os resultados em relacdo a concentracdo de glucose, lactose,

células e acido lactobibnico estdo representados na figura 8.
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FIGURA 8 - VARIACAO DE CONCENTRACAO DE GLUCOSE, DE CELULAS SECAS, LACTOSE E
FORMACAO DE ACIDO LACTOBIONICO EM FUNCAO DO TEMPO, EMPREGANDO A
BACTERIA Zymomonas mobilis ATCC 29191, TEMPERATURA 30°C, AGITACAO DE
400 rpm E pH CONTROLADO EM 6,5.

FONTE: O autor (2013)
NOTA: As barras de erro representam o desvio padrdo

Durante as primeiras 12 horas do processo C, observa-se uma concentracéo
de 9,43 + 0,04 g.L ! de célula seca, final da fase exponencial do crescimento do
micro-organismo, e ndo houve alteracdo na concentragdo de células até o término

do processo. Na figura 8, percebe-se em 12 horas de processo uma concentragéo
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residual de glucose, cerca de 72,21, + 0,6 g.L™* e em 24 horas, de 63,11 + 0,49 g.L™,
e a adicdo de lactose ndo ocasionou um incremento na concentracdo de células,
uma vez que a bactéria Zymomonas mobilis ndo utiliza o substrato lactose para o
crescimento (SWINGS; DE LEY, 1977, p. 1-46). A adicdo do precursor lactose foi
realizada no tempo de oito horas apdés o inicio do cultivo, quando as células
apresentavam taxa especifica de crescimento maxima, de acordo com os resultados
obtidos para a cinética do crescimento microbiano, demonstrados na figura 5.
Erzinger et al., (2003, p.329-333) mostraram que, em até oito horas, foram
verificadas as maiores atividades especificas para o par enzimatico glucose frutose
oxidoredutase e glucono lactonase.

Os resultados deste experimento mostram uma diminuicdo de lactose de,
aproximadamente, 35 + 0,20 g.L™* para 26,51 + 0,46 g.L™, em 24 horas de processo
e formac&o de &cido lactobiénico de 0,51 + 0,01 g.L™* nas primeiras horas apés a
adicdo de lactose. Os resultados obtidos apds 24 horas mostram uma baixa
concentracdo de acido lactobidnico, provavelmente devido a presenca de glucose no
meio, quando as células entraram em contato com a lactose, considerando que a
afinidade da glucose frutose oxidoredutase € de 80 vezes maior para a glucose do
gue para a lactose (SARTORY, et al., 1997, p. 1205-1208).

O micro-organismo Zymomonas mobilis, possui um gene putativo facilitador
para glucose, estritamente relacionado a uma grande familia de transportadores de
glucose, e esta localizado em um conjunto de genes que codificam as enzimas do
metabolismo deste carboidrato. O mecanismo descrito para transportar glucose para
dentro de células de Zymomonas mobilis € por um processo de difusdo facilitada, o
qgual necessita de um facilitador. Este facilitador limita a velocidade de difusdo da
substancia transportada, pois a glucose para ser transportada deve ligar-se a um
sitio especifico do facilitador. Dessa forma, quando todos esses sitios estiverem
ocupados, a velocidade de difusdo tende a manter-se constante, mesmo com o
aumento da concentracdo deste carboidrato. Em Zymomonas mobilis, o facilitador
possui afinidade especifica para glucose (PARKER, et al., 2006, p. 795-802;
GLAZER; NIKAIDO H., 2007, p. 470-486).

Sprenger (1996, p. 301-307) descreveu um sistema de difuséo facilitada para
transportar glucose e frutose sem gasto de energia metabdlica. Este sistema € Unico

para a bactéria Zymomonas mobilis (FIGURA 3 A). O sistema de difusao facilitada
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descrito apresentou maior afinidade para a glucose com um valor de Km de 2 a 4
mM.

Sugere-se que a elevada concentracdo residual de lactose no meio, em 24
horas do processo de transformacédo C, pode ser atribuida tanto ao facilitador de
glucose, quanto a utilizagdo de uma solugéo de hidréxido de sédio no controle do pH
do meio reacional. Quando Ferraz, Alves e Borges, (2001, p.43-51) utilizaram o
hidroxido de sodio para neutralizar o acido glucénico produzido, a reducdo de 80%
na taxa de reacédo foi observado. A presenca do acido glucénico causa uma inibi¢éo
na hidrélise da lactona e o acumulo no meio reacional. Os autores enfatizam a
hip6tese de que a estabilidade da enzima é associada a concentragdo da lactona no
meio de reagdo. De acordo com Firlinger et al., (1998, p. 955-963), a interacdo com
a lactona produzida € responsavel pela inativacdo da enzima glucose frutose
oxidoredutase.

Gollhofer et al.,, (1995, p. 235-240) descreveram que a quantidade de
hidroxido de potassio 2 M, utilizada para neutralizar o acido glucénico, ndo afetou a
estabilidade da enzima glucose frutose oxidoredutase.

Considerando os trabalhos de Ferraz, Alves e Borges, (2001, p.43-51) e
Gollhofer et al., (1995, p. 235-240), nos processos de transformacdo microbiana D,
E, F e G foi empregada a solucdo aquosa de hidréxido de potassio, para ajuste
automatico do pH.

Para investigar a possivel influéncia da presenca da glucose na ocorréncia da
reacdo de transformacdo da lactose em &cido lactobibnico no processo de
transformacdo C, foi realizado outro processo empregando como meio reacional
apenas lactose, na concentracéo de 40 g.L™*, denominado D, de acordo com o item
4.2.3. Para a realizacdo dos processos de transformacdo D, foi inoculada uma
suspensao preparada a partir do inéculo, desenvolvido em trés etapas, com meio
adicionado de 50 g.L, 100 g.L" e 150 g.L™ de glucose, na primeira, na segunda e
na terceira etapa, respectivamente, conforme o item 4.2.1 de “Material e Métodos”,
visando a obtenc&o de um aumento na concentracdo de células.

Na primeira etapa do in6culo foi produzido 4,5 + 1,40 g.L™* de células secas,
na segunda etapa, 10,26 g.L™ + 2,70 de células secas e na terceira etapa 26,58 +
5,89g.L™" de células secas e obtido as concentracdes de glucose residual de 7,45 +
0,91 g.L*?, 55,3 +2,80 g.L" e 110,37 + 0,77 g.L}, respectivamente, como pode ser

observado na figura 9.
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FIGURA 9 - CONCENTRACAO DE GLUCOSE RESIDUAL, DE CELULAS SECAS NO FINAL DA
PRIMEIRA, SEGUNDA E TERCEIRA ETAPA DO DESENVOLVIMENTO DO INOCULO DE
Zymomonas mobilis ATCC 29191, UTILIZANDO O MEIO ADICIONADO DE 50 g.L'1 (Etapa
1), 100 g.L™" (Etapa 2) E 150 g.L™" (Etapa 3) DE GLUCOSE, pH 5,50 + 0,2, TEMPERATURA
DE 30°C E AGITACAO DE 150 rpm.

FONTE: O autor (2011)
NOTA: As barras de erro representam o desvio padrao

Os dados apresentados na figura 9 fornecem subsidios para a utilizacdo da
concentracdo de 50 g.L' de glucose, no meio da terceira etapa de cada
desenvolvimento do inéculo, nos processos de transformacdo microbiana
denominados E, F e G, como 0 meio que apresentou a menor concentracao residual
de glucose.

O processo de transformacgao D iniciou com uma concentracéo de 5,6 + 0,48
g.L™ de células secas e apds 21 horas de tempo de processo, ndo foi observada a
formacdo de acido lactobibnico. Isso se deve ao fato da enzima glucose frutose
oxidoredutase precisar de um aceptor de elétrons, por exemplo, a frutose, para
realizar o processo de transformacédo de lactose em acido lactobiénico. No processo
descrito por Zachariou e Scopes (1986), na presenca de glucose e frutose, a glucose

funciona como um doador de elétrons, sendo oxidada a glucolactona. O sorbitol &
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produzido a partir da frutose, enquanto isso, a glucose é oxidada por NADP, ligada a
enzima glucose frutose oxidoredutase, forma NADPH, e ao regenerar o NADP, a
frutose é reduzida a sorbitol (FIGURAS 3A e 3B). Além disso, pode-se considerar o
processo de inativacdo da enzima glucose frutose oxidoredutase pela falta da
frutose na reacdo (FURLINGER, et al., 1998, p. 955-963 ; ZACHARIOU; SCOPES
1986, p. 863 - 869).

A fim de verificar o efeito da frutose no processo de obtencdo de acido
lactobibnico, foram realizados processos de transformacao denominados E e F para
avaliar o desempenho da bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 utilizando
diferentes meios reacionais. Nos processos E, o meio reacional com 220 g.L™* de
lactose e 40 g.L™ de frutose e nos processos F, o meio reacional com 220 g.L™ de
lactose e 75 g.L'1 de frutose, realizados conforme descrito em “Material e Métodos”
item 4.2.3.

Antes de iniciar os processos de transformacdo microbiana E e F, foram
desenvolvidos os inéculos utilizando 50 g.L™ de glucose, no meio da terceira etapa
de cada indculo, de acordo com os resultados demonstrados na figura 9, para
obtencdo das células e preparo da suspensdo a ser inoculada nos processos de
transformacdo, conforme descrito em “Material e Métodos” item 4.2.1. As
concentracfes de células secas determinadas no inicio (tempo zero hora) de cada
processo de transformacéo E e F foide 11,4 + 1,7 g.L ™.

Os resultados obtidos em relacéo a utilizacdo dos substratos lactose e frutose
e formacao de acido lactobibnico, sorbitol e etanol estdo apresentados nas figuras
10 e 11.
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FIGURA 10 - VARIACAO DE CONCENTRACAO DE LACTOSE, FRUTOSE, ACIDO
LACTOBIONICO, SORBITOL E ETANOL EM FUNCAO DO TEMPO DE PROCESSO DE
TRANSFORMA(;AO, PELA BACTERIA Zymomonas mobilis ATCC 29191, EM MEIO
REACIONAL COM LACTOSE 220 g.L' E FRUTOSE 40 g.L", NAS CONDICOES DE
TEMPERATURA DE 39°C, AGITACAO DE 400 rpm E CONCENTRACAO CELULAR
INICIALDE 11,4+ 1,7 g.L'l.

FONTE: O autor (2013)
NOTA: As barras de erro representam o desvio padrdo
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FIGURA 11 - VARIACAO DE CONCENTRACAO DE LACTOSE, FRUTOSE, ACIDO
LACTOBIONICO, SORBITOL E ETANOL EM FUNCAO DO TEMPO DE PROCESSO DE
TRANSFORMAGCAO, PELA BACTERIA Zymomonas mobilis ATCC 29191, EM MEIO
REACIONAL COM LACTOSE 220 gL E FRUTOSE 75 g.L™", NAS CONDICOES DE
TEMPERATURA DE 39°C, AGITACAO DE 400 rpm E CONCENTRACAO CELULAR
INICIALDE 11,4+ 1,7 g.L™.

FONTE: O autor (2013)
NOTA: As barras de erro representam o desvio padrdo
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Conforme os resultados apresentados nas figuras 10 e 11, as concentracdes
de lactose nos processos de transformacdo E e F foram em torno de 220 g.L™.
Como pode ser observado na figura 11, em seis horas de processo de
transformacdo F a bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 transformou uma
quantidade maior de lactose, cerca de 81,76 g.L™, em relacéo ao processo E, figura
10, que foi de aproximadamente 40,37 g.L' de lactose, em trés horas.
Considerando-se o tempo de trés horas no processo de transformacao E e de seis
horas no processo F, as concentracgdes de acido lactobiénico foram de 20,13 + 2,53
gL' e 31,95 + 0,08 g.L*, respectivamente, e praticamente nenhum A&cido
lactobidnico adicional foi formado apds estes tempos.

Em relacdo a utilizacdo de frutose pela bactéria, ocorreu a diminuicdo na
concentracdo de frutose em trés horas no processo de transformacao E, figura 10,
de aproximadamente 40 g.L™* para 3,80 + 0,21 g.L™" e em seis horas, no processo de
transformacéo F, de 75 g.L™ para 8,08 + 0,46 g.L™*, conforme os resultados na figura
11. O aumento de 34 % na quantidade de acido lactobidnico formado no processo
de transformacao F, em comparacao a quantidade de acido formado no processo E,
pode ser atribuido a maior disponibilidade de frutose no meio reacional. O substrato
frutose nao foi utilizado apenas para a transformacdo da lactose em &cido
lactobi6nico, houve a formac&o de 0,22 + 0,01 g.L™ de sorbitol e 0,54 + 0,02 % (v/v)
de etanol, em trés horas, no processo E e 0,65 + 0,03 g.L™ de sorbitol e 1,03 *
0,07 % (v/v) de etanol, em seis horas, no processo F. O sorbitol € produzido pelo
micro-organismo Zymomonas mobilis a partir da frutose, para neutralizar o efeito
prejudicial de estresse osmatico decorrente das altas concentracfes de carboidrato
(SPRENGER, 1996, p. 301-307).

A frutose do meio, inicialmente, atravessa a membrana do micro-organismo
Zymomonas mobilis, assim como a glucose, por um sistema de transporte de difusédo
facilitada. Entdo, a frutose é fosforilada a frutose-6-fosfato, por uma quinase
constitutiva, que possui alta especificidade para a frutose. A glucose-fosfato-
isomerase converte a frutose-6-fosfato em glucose-6-fosfato, nesta etapa este
metabdlito entra na via Entner Dourodoff, e continua sendo metabolizado, assim
como descrito para a glucose (FIGURA 3A). E descrito que o rendimento te6rico em
etanol diminui em 5% quando a fonte de carbono utlilizada como substrato é a

frutose, em relacdo a glucose. A fermentacdo da frutose pela bactéria Zymomonas



54

mobilis produz, ainda, outros subprodutos como diidroxiacetona, manitol e glicerol.
(GLAZER; NIKAIDO, 2007, p. 470-486).

A reprodutibilidade da suplementacao de frutose na concentracéo de 75 g.L™
na transformacdo da lactose em acido lactobionico foi verificada utilizando meio
reacional contendo 190 g.L™* de lactose e com o objetivo de determinar qual o efeito
da concentracdo de células inoculadas no inicio de cada processo foram realizados
processos de transformacdo microbiana denominados G (itens 4.2.1 e 4.2.3 de
“Material e Métodos”). Os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 12.

—m— Etanol (% v/v)
Ifrutose (g/L)
—m— AcidoLactobibnico (g/L)

—m— Lactose (g/L)
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FIGURA 12: VARIACAO DE CONCENTRAGCAO DE LACTOSE, FRUTOSE, ACIDO LACTOBIONICO,
ETANOL E SORBITOL EM FUNCAO DO TEMPO DE PROCESSO DE
TRANSFORMAQAO, PELA BACTERIA Zymomonas mobilis ATCC 29191, EM MEIO COM
LACTOSE 190 g.L* E FRUTOSE 75 g.L", NAS CONDICOES DE TEMPERATURA DE
39°C, AGITACAO DE 400 rpm, CONCENTRACAO CELULAR INICIAL DE 16,6 + 1,2 g.L™.,
FONTE: O autor (2013)

NOTA: As barras de erro representam o desvio padrao

Os resultados apresentados na figura 12 mostram que existe variagdo na
obtencao de &cido lactobiénico no processo G, quando foi inoculado 16,6 + 1,2 g.L™
de células secas, uma concentracdo 28 % maior de células que a empregada no
processo F, utilizando o mesmo meio reacional. A formacéo de acido lactobibnico foi
de 36,23 + 1,17 g.L™* em 6 horas de processo, 13% maior do que o obtido no mesmo

tempo no processo F, em que foi utilizada a mesma concentracdo de frutose.



55

Percebe-se no processo G uma concentragdo residual de frutose de 3,5 vezes
menor do que a observada no processo F. Também se observa uma formacgéo de

etanol de 1,02 + 0,15 % (v/v) e sorbitol, 0,53 + 0,02g.L™*, em 6 horas de processo.



56

6 CONCLUSAO

A bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191 demonstrou ser promissora para
a obtencédo do acido lactobidnico. Os resultados obtidos nas condicbes empregadas
de: temperatura 39°C, pH 6,5 controlado com solucdo de hidroxido de potéssio, e
agitacdo de 400 rpm nos processos de transformacdo microbiana, mostram que a
formacdo de &cido lactobidnico e o tempo do processo sédo influenciados pela
relacdo da concentracdo dos substratos lactose e frutose e pela concentracdo de
células totais empregadas no inicio do processo. A utilizagdo em biorreator no meio
reacional dos substratos lactose e frutose na relagdo da concentragdo de 2,5
lactose:1 frutose e a concentracdo de células inicial de 16,6 g.L™ forneceu a maior
formacdo de &cido lactobiénico, de 36,23 + 1,17 g.L?, em menos tempo de
processo, 6 horas.

Em relacdo ao fator econdmico, os resultados indicam que o emprego de
células totais de Zymomonas mobilis sem tratamento prévio e a redugdo no tempo
do processo de transformacdo para conversdo da lactose em &cido lactobionico

geram uma reducgédo no custo total do processo de transformacgéao industrial.
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