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RESUMO

Sorbitol e acido glucénico sdo obtidos equimolarmente em reagao
catalisada por glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-s-lactonase (GL),
enzimas periplasmaticas de Zymomonas mobilis. Visto que a demanda comercial
do sorbitol € muito superior a do acido glucbnico, este trabalho objetivou
aprofundar o conhecimento sobre a capacidade do complexo GFOR/GL de oxidar
outras aldoses a seus respectivos acidos organicos. O cultivo de Z. mobilis foi
analisado visando a obtengdo de biomassa, GFOR/GL e etanol. Em cultivo
descontinuo em meio com 7,5 a 10,0 g/L de extrato de levedura bruto, obtiveram-
se cerca de 24 unidades de GFOR/GL por grama de células secas (U/g). Em
regime descontinuo alimentado, atividade de 27 U/g e rendimento em etanol de
95% foram atingidos. A acdo de GFOR/GL sobre diferentes pares frutose/aldoses
foi avaliada com células permeabilizadas livres ou imobilizadas em alginato de
calcio. Com 0,7 mol/L de frutose/glicose, em sistema imobilizado, as mais altas

atividades foram medidas entre 47 e 50°C com pH de 7,8 a 8,2, constatando-se

XXii



que um valor de pH mais alto no meio permite a ocorréncia de um pH préximo ao
ideal (6,4) no interior das esferas de alginato. Conforme os substratos sao
consumidos, com consequente reducio da velocidade reacional, pHs mais baixos
no meio externo sdo exigidos. Entre as aldoses testadas, a maior afinidade
enzima / substrato foi observada com maltose e a menor com lactose. Devido as
aplicacdes comerciais do seu produto de oxidagao — acido lactobiénico — lactose
foi estudada em detalhes. Com 0,7 mol/L de lactose/frutose, a maxima velocidade
especifica de formagao de acido lactobiénico foi, em média, de 4,0 mmol/g/h, com
células livres, a 39°C e pH 6,4, e de 2,0 mmol/g/h, com o sistema imobilizado, a
47°C e pH 6,4. Os resultados indicam a viabilidade da produgdo de acido

lactobidnico por este processo, ja que conversdes superiores a 85 % sao obtidas.
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ABSTRACT

Sorbitol and gluconic acid can be obtained, in equimolar basis, by reaction
catalysed by the periplasmic enzymes glucose-fructose oxidoreductase (GFOR)
and glucono-s-lactonase (GL) of Zymomonas mobilis. Since the commercial
demand for sorbitol is much larger than that for gluconic acid, the aim of this work
was to achieve a deeper knowledge on the capacity of GFOR/GL complex in
oxidising other aldoses to their respective organic acids. Z. mobilis cultivation was
analysed with respect to growth and GFOR/GL and ethanol production. In batch
cultivation in medium with 7.5 and 10.0 g/L of non-purified yeast extract, ca. of 24
GFOR/GL units per gram of dry cells (U/g) were obtained. In fed-batch mode, an
activity of 27 U/g and an ethanol yield over 95% were achieved. The action of
GFOR/GL on different fructose/aldose pairs was assessed with permeabilised
cells, either free or immobilised in calcium alginate. With 0.7 mol/L of
fructose/aldose, in immobilised system, the highest activities were measured
between 47 and 50°C at pH 7.8-8.2, observing that higher pH values in the

reaction medium led to the occurrence of pH values close to the optimum (6.4) in
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the inner space of alginate beads. As substrates were consumed, and as a
consequence the reaction rate decreased, lower pH values in the external medium
were needed. Among the aldoses tested, the highest enzyme - substrate affinity
was observed for maltose and the lowest for lactose. Due to the commercial uses
of its oxidation product — lactobionic acid — lactose was studied in details. With 0.7
mol/L of lactose/fructose, the maximum lactobionic acid specific production rate
was in average 4.0 mmol/g/h with free cells, at 39°C and pH 6.4, and 2.0 mmol/g/h
with immobilised system, at 47°C and pH 6.4. The results indicate the feasibility of
producing lactobionic acid by this process, since conversion over 85% are

obtained.
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1 INTRODUCAO

A bactéria anaerdbia Zymomonas mobilis € conhecida por sua
potencialidade para a producido de etanol. Em estudos sobre a utilizagdo de
diferentes carboidratos por esta bactéria, foi verificada a formacao de quantidades
apreciaveis de sorbitol e de acido glucdnico quando frutose e glicose, ou
sacarose, foram utilizadas como substratos de fermentacido. Posteriormente,
identificaram-se as enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase
(GFOR), com a coenzima NADP acoplada, e glucono-s-lactonase (GL) como as
responsaveis pela formagao destes produtos.

A partir deste sistema enzimatico, buscou-se o desenvolvimento de
bioprocessos de producgédo de sorbitol e acido glucénico, em que o foco recaia
especialmente sobre o poliol, industrialmente produzido por hidrogenagao
catalitica de glicose, tendo em vista que esta substancia tem varias aplicagbes
nas industrias de alimentos e farmacéutica. Em todas estas propostas de
processo sao utilizadas as enzimas GFOR e GL contidas em células de Z. mobilis

previamente cultivadas em glicose, sendo exigida a presengca de ambos os



substratos — glicose e frutose — para que a reagao ocorra. Através desta técnica,
concentragbes de sorbitol e acido glucénico superiores a 30% (m/v) séo
alcancadas, em cerca de 8 horas de bioconversdo com rendimentos superiores a
90% em relacdo ao maximo tedrico.

Como estes produtos sao formados em base equimolar, a aplicagao pratica
do sistema enzimatico GFOR/GL torna-se industrialmente inviavel em razdo da
desproporcionalidade entre as demandas comerciais do sorbitol e do acido
glucdnico, cerca de 15 a 20 vezes maior para o primeiro.

Relatos posteriores na literatura especializada evidenciaram que o sistema
GFOR/GL de Z. mobilis tem a capacidade de oxidar outras aldoses além da
glicose, levando a formagao de seus respectivos acidos orgéanicos, abrindo
perspectivas para o processo de bioconversdo catalisado por estas enzimas. No
caso, através da utilizagao de substratos alternativos a glicose, seria possivel
compor um conjunto de produtos (acidos organicos e seus diferentes sais) que
proporcionariam um equilibrio com a produgao do sorbitol.

No processo, primeiramente é realizada a etapa de produgédo de biomassa
celular de Z. mobilis com alta atividade das enzimas GFOR/GL e etanol, produto
importante no balango econbémico do processo. Em seguida, o complexo
enzimatico € usado na bioconversdao de frutose e aldoses em sorbitol e
respectivos acidos organicos. Na literatura é relatado o emprego de células livres
permeabilizadas ou ainda permeabilizadas e imobilizadas em diferentes tipos de
suportes na etapa de bioconversao.

Como a produtividade do processo de bioconversao depende, diretamente,

da atividade do complexo GFOR/GL presente em células de Z. mobilis, torna-se



importante estabelecer condi¢des de cultivo do microrganismo que resultem em
mais altas atividades enzimaticas. Adicionalmente, é preciso aprimorar a técnica
de bioconverséao de frutose e aldoses em sorbitol e respectivos acidos organicos.
Neste contexto, o presente trabalho teve como finalidade contribuir para a
viabilizacao técnica do processo através de estudos que enfocaram a producao de
GFOR/GL e de etanol por Z. mobilis, a caracterizacdo do complexo enzimatico
com relacdo a alguns parametros fundamentais e, ainda, o processo de
bioconversdo de frutose e aldoses em sorbitol e &cidos organicos,
respectivamente, com células bacterianas livres e imobilizadas em alginato de

calcio.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis € uma bactéria anaerdbia, Gram-negativa, podendo se
apresentar de forma isolada, aos pares ou em cadeia. Suas dimensodes variam de 1
a 6 um de comprimento e 1 a 1,4 um de didmetro, Nao formam capsulas nem
esporos (SWINGS & DE LEY, 1977, VIIKARI, 1986). Em contraste com outras
bactérias anaerdbias, Z. mobilis é relativamente insensivel ao oxigénio (VIIKARI,
1986).

Bactérias do género Zymomonas sao microrganismos encontrados no meio
ambiente, em areas tropicais da América, Africa e Asia, em associacao com plantas
com alto teor de agucares nas seivas (SWINGS & DE LEY, 1977, VIIKARI, 1986). Z.
mobilis apresenta efeito antagdnico contra numerosas espécies de bactérias e
fungos, como por exemplo, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e
Candida albicans; porém, nao € patogénica para seres humanos e animais

(WANICK et al., 1970, LIMA et al, 1972). A resisténcia a grande variedade de



antibidticos por varias linhagens de Z mobilis foi relatada por SWINGS & DE LEY

(1977).

2.2. Metabolismo de carboidratos

Zymomonas mobilis é obrigatoriamente fermentativa, anaerdbia,
apresentando aerotolerancia. Como fontes de carbono, Z. mobilis utiliza somente
glicose, frutose e sacarose, apresentando toleréncia a altas concentragcbes de
acucares e etanol (VIIKARI, 1988; SPRENGER, 1996). Glicose, frutose e
sacarose sao metabolizadas na mesma via bioquimica, a via de Entner-Doudoroff
(Figura 1), caracteristica marcante do género Zymomonas, sendo também
identificada como unica bactéria anaerdbia a utilizar esta rota metabdlica (GIBBS
& DE MOSS, 1954; VIIKARI, 1984).

STOKES et al. (1981) sugeriram que Zymomonas seria descendente de
organismos aerobios, que teria perdido a capacidade de sintetizar certas enzimas
do ciclo de Krebs. A via de Entner-Doudoroff segue até a formagao de piruvato
(GIBBS & DE MOSS, 1954), com a obtengao de apenas um mol de ATP por mol
de glicose metabolizada. Em comparagao com as outras vias metabdlicas, a via
de Entner-Doudoroff é que produz menos energia (DOELLE, 1975).

Z. mobilis, principalmente na década de 80, foi citada por varios autores em
funcado de sua potencialidade na producao de etanol em larga escala, (LYNESS et
al., 1981; FEIN et al, 1983; DOELLE & GREENFIELD, 1985; VIIKARI &

KORHOLA, 1986; BUCCHOLZ et al., 1987).
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Figura 1. Vias metabdlicas de formacao de produtos da fermentagdo de carboidratos por
Zymomonas mobilis. 1 - Glucoquinase; 2 - Glicose-6-P-desidrogenase; 3 - 6-P-
gluconolactonase; 4 - 6-P-gluconato desidratase; 5 - Aldolase; 6 - Gliceraldeido-P-
desidrogenase; 7 - fosfoglicerato quinase; 8 - Fosfoglicerato mutase; 9 - Enolase; 10 -
Piruvato quinase; 11 - Frutoquinase; 12 — Glicose 6-P isomerase; 13 - Glicose-frutose
oxidorredutase GFOR; 14 - Gluconolactonase (GL); 15 - Gluconato quinase; 16 -
Piruvato descarboxilase; 17 - Alcool desidrogenase. Fonte: adaptado de SPRENGER
(1996).

Utilizando glicose como fonte de carbono, a produgéo de etanol por Z.
mobilis representa cerca de 95% do valor maximo teérico, havendo a formacao de
outros produtos como acetoina, acetaldeido, glicerol, acido acético e acido latico,

mas em pequenas concentragdes (VIIKARI, 1988). Rendimentos inferiores em



etanol sao atingidos com o uso de sacarose, frutose ou de uma mistura de glicose
e frutose, principalmente em altas concentragées (DOELLE & GREENFIELD,
1985; VIIKARI & KORHOLA, 1986). Com a utilizagcao de frutose como substrato,
VIIKARI (1988) relatam que a producdo de etanol por Z. mobilis atinge cerca de
90% do valor maximo teérico, sendo observado a formacao de dihidroxiacetona e
manitol além dos mesmos subprodutos formados com o uso de glicose. Com
sacarose, € observada uma redugcao mais acentuada na producado de etanol,
cerca de 75-80% do maximo tedrico. Levana e sorbitol sdo os principais
subprodutos formados na fermentagcdo alcodlica de sacarose por Z. mobilis
(VIIKARI, 1984).

ERZINGER (1996) e WISBECK et al. (1997) relatam conversdes de glicose
em etanol superiores a 90%, em cultivos com diferentes linhagens de Z. mobilis,
destacando, porém, a significativa redugédo da produtividade em processo em
batelada usando altas concentragdes iniciais de glicose. Também ja foi mostrado
microbiano (ROGERS et al., 1982; VIIKARI, 1986). SIVA KESAVA et al. (1995)
estudaram a produgao de etanol por Z. mobilis ATCC10988 utilizando diferentes
concentragcbes de glicose. Neste trabalho os autores relatam o aumento da
duracdo da fase lag e a diminuicdo do rendimento em etanol com utilizagdo de
concentragdes de glicose acima de 200 g/L. ERZINGER et al. (2003) relatam a
eficiéncia do uso do regime descontinuo alimentado de fermentagdo como
alternativa para evitar a inibicdo pelo substrato e incrementar a producido de

etanol por Z. mobilis.



Tradicionalmente, o etanol tem sido obtido por fermentagbes em batelada
com cepas de leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, que normalmente nao
toleram altas concentracbes de etanol. Com isso, novos programas de
melhoramento vém sendo desenvolvidos para a obtencao de cepas tolerantes ao
etanol (JOACHIMSTHAL et al., 1998; MOHAGHEGHI et al., 2004). Assim, Z
mobilis € considerada uma alternativa para a produgao de etanol em larga escala,
com vantagens em relagdo ao uso de leveduras, que incluem melhor rendimento
na conversidao de acucares a etanol, menor produgdo de biomassa, maior
tolerancia ao etanol e facilidade de manipulagdo genética para melhoramento
(SHENE & BRAVO, 2001; LIN & TANAKA, 2006; MOHAGHEGHI et al., 2004). A
unica limitacdo de Zymomonas com relagdo as leveduras € sua limitada faixa
conversao de carboidratos complexos, ficando restrita a glicose, frutose e

sacarose (SPRENGER, 1996; GUNASEKARAN & CHANDRA, 1999).

2.3 Meios e condigdes de cultivo para Zymomonas mobilis

A composigcéo do meio de cultura é fator determinante no crescimento celular,
consumo de substrato e producdo de etanol por Z. mobilis. Um problema
relacionado ao uso industrial de Z. mobilis reside na sua dependéncia de
vitaminas como biotina e acido pantoténico (SWINGS & DE LEY, 1977). VAN PEE
et al. (1974) observaram que determinadas linhagens de Z. mobilis apresentam bom
crescimento celular na presenca de apenas uma destas vitaminas ou mesmo na
total auséncia destes compostos. Segundo LAWFORD et al. (1982), o crescimento

desta bactéria é favorecido na presencga de biotina e pantotenato de calcio.



Com o objetivo de suprir esta necessidade, a inclusao de extrato de levedura
no meio de cultivo de Z. mobilis ja foi relatada. Ainda na década de 70, SWINGS &
DE LEY (1977) mostraram que, em meio de cultivo complexo — contendo extrato
de levedura — cerca de 98% da glicose consumida por Z. mobilis era convertida
em etanol e CO,. De acordo com FEIN et al. (1983), o uso de extrato de levedura
no meio de cultivo fornece as vitaminas necessarias para o crescimento de Z.
mobilis.

Varios autores destacam o uso de extrato de levedura no meio de cultura de
Z. mobilis, porém, devido ao seu preco elevado, a utilizacdo deste componente se
limita a escala laboratorial. Como alternativa MALVESSI et al. (2006) destacam a
utilizacdo de uma fonte comercial de extrato de levedura bruto em substituicdo ao
extrato purificado, usado como fonte de nitrogénio organico e vitaminas para o
crescimento de Z. mobilis.

Foi demonstrado por LAWFORD & ROUSSEAU (1997) que a agua de
maceragao de milho (milhocina), um residuo agroindustrial de baixo custo, pode
ser usada em substituicio ao extrato de levedura purificado no processo
fermentativo de Z. mobilis visando a producéo de etanol. SILVEIRA et al. (2001)
mostraram que a milhocina também pode ser utilizada para a multiplicagdo de
células de Z. mobilis a serem empregadas no processo de bioconversao de
glicose e frutose em acido glucénico e sorbitol, respectivamente. Por outro lado, a
milhocina é uma matéria-prima que pode ser facilmente contaminada por
microrganismos €, por isso, necessita de cuidados especiais na sua estocagem.

Com relagao as fontes de carbono, SWINGS & DE LEY (1977), em estudos

comparativos de diferentes cepas de Z. mobilis, observaram que a maioria
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apresentava capacidade de crescer em meio contendo 30 a 40% (m/v) de glicose.
Z. mobilis, em seu habitat natural, encontra-se exposta a altas concentragdes de
sacarose (SWINGS & DE LEY, 1977). STRUCH et al. (1991) observaram que a
tolerancia a concentracdes elevadas de agucares observada em cultivos com Z
mobilis ATCC 29191 seria devida a sua capacidade de regulagdo osmotica e ao
eficiente sistema de transporte de glicose. LOOS et al. (1994) relatam que, pela
acéo da enzima periplasmatica glicose-frutose oxidorredutase (GFOR), o sorbitol é
produzido e acumulado pelas células, apresentando como fungéo fisiolégica a
protecdo das células do estresse osmaético causado pelas altas concentragdes de
agucar.

A faixa de temperatura utilizada em processos fermentativos com Z
mobilis, visando ao consumo de glicose (crescimento celular), producdo de
enzimas e etanol, fica entre 25 e 35°C, sendo que o crescimento é praticamente
interrompido em temperaturas superiores. Z. mobilis, quando exposta a 60°C por
5 minutos, é totalmente inativada.

A bactéria Z. mobilis é caracterizada por possuir uma relativa tolerancia a
meios acidos e por crescer na ampla faixa de pH de 3,5 a 7,5 (SWINGS & DE

LEY, 1977).

2.4 Enzimas glicose-frutose oxidorredutase e glucono-3-lactonase de

Zymomonas mobilis

Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) de Z. mobilis € um tetramero

consistindo de quatro sub-unidades similares, de massa molecular média de 40
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kDalton, localizada na regido periplasmatica da célula da bactéria (ZACHARIOU &
SCOPES, 1986, LOOS et al., 1991). Analises por cristalografia e por difracao de
raios X mostraram que GFOR contém a coenzima NADP" acoplada. Uma vez que
GFOR contém a coenzima NADP® acoplada & sua estrutura, a reacdo se da
independentemente da adicao de qualquer cofator e mesmo com células inviaveis
(HARDMAN & SCOPES, 1988).

VIIKARI (1984) e LEIGH et al. (1984) verificaram a presenca de sorbitol e
acido gluconico quando sacarose ou uma mistura de frutose e glicose eram
utiizadas como substratos de fermentagdo. A elucidagdo do mecanismo
bioquimico de obtencdo destes compostos foi posteriormente descrita por
ZACHARIOU & SCOPES (1986), que identificaram a presencga da glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR) (E.C. 1.1.1.99), responsavel pela reducdo de frutose a
sorbitol concomitantemente com a oxidagdo de glicose a glucono-é-lactona. A
glucono-3-lactona é, entédo, convertida a acido glucénico (gluconato) pela enzima
glucono-é-lactonase (GL) (E.C. 3.1.1.17) (Figura 2). Dependendo das condigdes
do meio, o gluconato retorna a via de Entner-Doudoroff por agdo da gluconato
quinase (Figura 1). Este processo catalitico de GFOR opera num classico
mecanismo ping-pong, onde duas meia-reagdes sao envolvidas, ocorrendo a
oxidagao da glicose a glucono-8-lactona pela redugdo do NADP* a NADPH, sendo
a coenzima reoxidada pela reducgéo da frutose a sorbitol (HARDMAN & SCOPES,

1988).
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Figura 2. Conversao de glicose e frutose em sorbitol e acido glucdnico,
respectivamente, pelas enzimas glicose frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-6-
lactonase (GL) de Zymomonas mobilis. Adaptado de ZACHARIOU & SCOPES (1986)

Para a enzima GFOR purificada, ZACHARIOU & SCOPES (1986)
observaram que GFOR apresenta maior ag&o catalitica entre 39 e 42°C e pH na
faixa 6,2 a 6,4. Estes autores constataram ainda que, GFOR juntamente com GL,
sdo capazes de converter quase totalmente (> 99%) solugdes equimolares de
glicose e frutose em sorbitol e gluconato de sodio. Apesar de ter como substratos
a glicose e a frutose, é preferencialmente induzida por glicose. Como a
produtividade do processo de bioconversdo de frutose e glicose em sorbitol e
glucono-d-lactona depende, diretamente, da atividade de GFOR das células de Z.
mobilis, torna-se importante avaliar a condi¢do de cultivo do microrganismo,
relatado anteriormente, particularmente em relagédo a fonte de carbono e sua
concentragdo. ZACHARIOU & SCOPES (1986) compararam extratos celulares de

Z. mobilis, cultivadas com diferentes substratos, e concluiram que a enzima é
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induzida, em maior grau, pela presenca de glicose e que concentracdes
crescentes deste agucar proporcionam um aumento da atividade da enzima.

O complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis pode ser usado na
produgcdo de outras aldonolactonas além de gluconolactona (ZACHARIOU &
SCOPES, 1986; SATORY et al., 1997). SATORY et al. (1997) mostraram que o
complexo enzimatico GFOR/GL, extraido de células de Z. mobilis cultivadas em
glicose, tém a capacidade de oxidar, além da glicose, outras sete aldoses (xilose,
galactose, arabinose, manose, maltose, celobiose e lactose), na presenga de
frutose, levando a formagao dos respectivos acidos organicos além de sorbitol. Os
autores determinaram o valor de Ky de GFOR para o substrato lactose de 1,2M (a
30°C e pH 6,2), cerca de 80 vezes superior ao Ky encontrado para a glicose.
Embora o produto da oxidagcdo da lactose, o acido lactobibnico, tenha
apresentado a menor conversado, esta substancia foi a que recebeu a maior
atencdo no trabalho de SATORY et al. (1997) em razao das suas importantes

aplicagdes conforme é detalhado adiante nesta revisao.

2.5 Imobilizagao de biocatalisadores

A imobilizacdo de biocatalisadores — enzimas, células — ¢ uma técnica
utilizada em diversos processos, tanto em laboratério como em escala industrial,
que consiste no confinamento fisico de células integras e cataliticamente ativas,
em um sistema reacional, impedindo que estas passem para a fase soluvel, onde
estdo contidos o substrato e o produto (KAREL et al., 1985 apud KOURKOUTAS

et al., 2004). De um modo geral, a imobilizagdo proporciona o aumento da
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estabilidade operacional, onde enzimas ou células podem ser utilizadas por
periodos prolongados (KOURKOUTAS et al., 2004).

Segundo RAMAKRISHNA & PRAKASHAM (1999), a imobilizagao permite o
uso de elevadas concentragbes celulares no reator, sendo que o emprego de
diferentes configuracdes e regimes de operacao de biorreatores foi relatado por
JANG et al. (1996) e FERRAZ et al., (2000). Os sistemas em que ocorre a
imobilizagdo de enzimas sdo mais viaveis economicamente do que os sistemas
em que estas permanecem solluveis, em funcdo da possibilidade de o processo
ser conduzido continuamente, proporcionar a reutilizacdo das enzimas, além de
facilitar a separagao dos biocatalisadores da fase liquida na qual se encontram os
produtos (SZCZODRAK, 2000).

Em geral, as vantagens da imobilizacdo superam as suas limitagbes.
Entretanto, alguns fatores devem ser mencionados como aspectos a serem
prevenidos e/ou evitados, como a perda da atividade catalitica durante o processo
de imobilizagao, problemas difusionais e a estabilidade do biocatalisador (ZANIN
& MORAES, 2004; KOURKOUTAS et al., 2004).

Os principais aspectos a considerar em um sistema imobilizado sdo a
enzima, o suporte e o0 modo de ligagdo ao suporte. Entre a grande diversidade de
métodos desenvolvidos e aplicados na imobilizacdo, a definicdo de um método
especifico aplicavel a todas as enzimas é dificil, devido, principalmente, as
diferentes caracteristicas e composicdo quimica destas moléculas, as
propriedades do substrato e do produto e a finalidade de aplicagdo do produto

resultante (SZCZODRAK, 2000).
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Para a implementacdo da tecnologia de imobilizacdo em escala industrial,
os custos do processo devem ser compensados com o aumento do rendimento
em produto, sendo, portanto, avaliados suportes de baixo custo para simplificar o
processo fermentativo, principalmente no que diz respeito as condicdes
operacionais (VIGNOLI et al., 2006).

Com relagao a obtengédo de sorbitol e acido glucénico com células e Z
mobilis, alguns estudos de laboratorio, com o uso de k-carragena como matriz para
imobilizagdo das células, resultaram em patentes industriais (REHR et al.,, 1991,
JANG et al, 1992, REHR & SAHM, 1992). Como suportes de imobilizagcao
utilizados na bioproducédo de sorbitol e acido glucdnico por Z. mobilis sdo ainda
descritos na literatura alginato de sédio (CHUN & ROGERS, 1988, BERTASSO et
al., 1996) e diferentes polimeros (KOEHNTOPP et al., 1996, FERRAZ et al., 2001,
MUKHOPADHYAY et al., 2005, VIGNOLI et al, 2006). Nesta revisdo, sao

apresentados mais detalhes de alguns destes trabalhos.

2.6 Producao de sorbitol, acido gluconico e acido lactobidénico

A produgéao industrial de sorbitol é realizada por processo que envolve a
hidrogenacéao catalitica do xarope de glicose, numa concentragao de 70% (m/v),
catalisado por niquel (Ni**), a temperatura e pressdo médias de 120-150°C e 40-
50 atm, respectivamente (HAIDEGGER, 1977, apud SILVEIRA & JONAS, 2002). O
xarope de sorbitol obtido é resfriado e o catalisador eliminado por precipitagao e
filtracdo. A purificacdo da solugdo de sorbitol € realizada por cromatografia de

troca ibnica e carvao ativado.
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O acido glucbnico e seus sais podem ser obtidos por diferentes
mecanismos: quimico, eletrolitico, catalitico ou biolégico. Os métodos quimico,
eletrolitico e catalitico apresentam uma série de desvantagens. De um modo
geral, apresentam baixos rendimentos (60 a 80 %), formagdo de produtos
indesejaveis, isolamento e purificagdo dificeis e problemas ambientais com
agentes oxidantes (HUSTEDE et al., 1985).

Em processos fermentativos, em escala industrial, os microrganismos
empregados na produgcdo de 4acido glucdnico s&o Aspergillus niger e
Gluconobacter suboxydans (HUSTEDE et al., 1985). Com Aspergillus niger, o
acido gluconico é produzido pela desidrogenagéo da glicose em reagao catalisada
pela enzima glicose oxidase, com rendimento na ordem de 80% do valor maximo
tedrico.

MUKHOPADHYAY et al. (2005) relatam a utilizacdo de soro de leite
desproteinizado suplementado com glicose na producédo de acido gluconico por
Aspergillus niger, atingindo cerca de 60% de conversdo dos agucares em acido
glucénico. Neste mesmo trabalho, os autores usaram A. niger imobilizado em
espumas de poliuretano, que proporcionou um incremento de 33% na producao
de acido gluconico em relagédo ao uso de células livres.

Com relagao ao acido lactobidnico, ndo ha informacées na literatura
especializada sobre a produgédo do ponto de vista industrial. Entretanto, alguns
trabalhos na area biotecnoldgica, ndo envolvendo particularmente o sistema
GFOR/GL de Z. mobilis, sao encontrados na literatura, conforme descrito a seguir.

A utilizagcado de Pseudomonas graveolens 14 e P. fragi 25 como capazes de

oxidar a lactose a acido lactobidnico foram primeiramente relatados por
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STODOLA & LOCKWOOD (1947). KLUYVER et al. (1951) identificaram outras
duas espécies de Pseudomonas como boas produtoras de acido lactobibnico,
Pseudomonas calco-acetica e Pseudomonas quercito-pyrogallica. Neste trabalho,
cerca de 90% de rendimento em lactobionato de calcio foi obtido em cerca de 4
dias, em ensaios em frascos agitados, utilizando 10% (m/v) de lactose, extrato de
levedura, sais nutrientes e CaCOs.

Na década de 60, NISHIZUKA & HAYAISHI (1962) descrevem a
purificagcdo da lactose desidrogenase, obtida de células de Pseudomonas
graveolans. Esta enzima catalisa a oxidagdo da lactose a lactobiono-é-lactona,
que, consequentemente, € hidrolisada a acido lactobiénico por uma outra enzima,
a lactonase. Esta enzima apresentava capacidade de utilizar varias outras
aldoses como substrato, mostrando, entretanto, atividade cerca de 4 a 5 vezes
superior em glicose e galactose quando comparada com lactose.

MIYAMOTO et al. (2000), em meio contendo soro de leite (~50 g/L de
lactose) e 5 g/L de peptona, obtiveram cerca de 44 g/L de acido lactobiénico em
60 horas de processo com Pseudomonas sp LS13-1. Em testes com
concentragdes crescentes de lactose, rendimentos de 90% foram alcangados com
150 ou 200 g/L de lactose. Em batelada alimentada, os autores relatam a baixa
eficacia do soro de leite em funcdo do aumento da viscosidade do meio.
Entretanto, com lactose (150 g/L inicial) e adi¢cao intermitente de 50 g de lactose +
0,8 g de peptona, destacam a obteng¢do de 290 g/L de acido lactobiénico ao final
de 155 horas de cultivo.

MURAKAMI et al. (2002) relatam a etapa de selegcéo e isolamento de

Burkholderia cepacia No. 216 entre varios microrganismos potenciais produtores
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de acido lactobibnico e a eficiéncia desta linhagem em oxidar diferentes aldoses
visando a obtencédo de acidos aldbnicos. Glicose foi o substrato mais eficiente
para a enzima, sugerindo que esta seja uma glicose oxidase, e com ampla faixa
de especificidade. Esta glicose oxidase de Burkholderia cepacia, diferentemente
da notdria especificidade da glicose oxidase, atua ndo apenas na catalise de
aldohexoses, mas também sobre aldopentoses e oligossacarideos, como xilose,
arabinose, celobiose, ndo atuando, entretanto, sobre cetoses e agucares nao
redutores.

Posteriormente, MURAKAMI et al. (2003), comparam a utilizacao da
linhagem selvagem Burkholderia cepacia No. 216 e a linhagem mutante
Burkholderia cepacia No. 24, com alta tolerancia a lactose e atividade negativa
para [p-galactosidase, na bioprodugdo de acido lactobibnico em regime
descontinuo e descontinuo alimentado. Neste trabalho, em regime descontinuo e
com a linhagem selvagem, foi obtido 150 g/L de &cido lactobiénico em 10 dias de
processo. Usando a linhagem mutante Burkholderia cepacia No. 24, cerca de
100% de conversao foi obtida, porém, em 4 dias de processo. Com esta mesma
linhagem, em regime descontinuo alimentado, apds seis alimentagcbes de solugao
de lactose (a partir de 24 horas de cultivo), 400 g/L de acido lactobiénico foi
obtido, cerca de 100% de conversao, em 10 dias de processo. Os autores
destacam a aplicabilidade do processo em escala industrial.

MURAKAMI et al. (2006) estudaram a conversdo de lactose a acido
lactobibnico por células de Burkholderia cepacia No. 24. Para a obtencdo de
células, foi usado meio a base de lactose, milhocina, extrato de levedura, sais

minerais e CaCOg, este ultimo usado para o controle do pH reacional. As células
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obtidas mostraram-se estaveis entre pH 5,0 e 9,0 e entre 30 e 40°C. Segundo os
autores, na condigcdo otimizada — 15% (m/v) de lactose e 2 U/mL de células — o
processo foi conduzido em cinco bateladas sucessivas, a 30, 35 e 40°C, usando
as mesmas células. A velocidade de conversao foi proporcional a temperatura
utilizada, chegando a 100% em 27, 18 e 15 horas, a 30, 35 e 40°C
respectivamente. Entretanto, para atingir a total conversdo do substrato ao
produto final no 5° ciclo, os autores destacam o aumento do periodo reacional
para 54, 36 e 30 horas, respectivamente.

O acido lactobiénico pode ser produzido a partir da oxidagdo da lactose
pela acdo de carboidrato oxidades. As enzimas carboidrato oxidases, como
lactose oxidase, glucose oxidase - citada anteriormente por MURAKAMI et al.
(2002) - entre outras, sdao enzimas de grande importancia na industria, em fungcao
de sua habilidade em catalisar a oxidagao de mono, oligo e polissacarideos.

A oxidagao da lactose a acido lactobidnico pela agao da enzima carboidrato
oxidase de Microdochium nivale foi descrita por NORDKVIST et al. (2007). O valor
de Ky para lactose, obtido no ensaio enzimatico a pH 6,4 e 38°C foi de 0,066 mM.
Segundo os autores, este valor é significantemente inferior aos obtidos para
outras enzimas capazes de oxidar lactose a acido lactobidnico, onde destacam o
trabalho de SATORY et al. (1997), que obtiveram valor de Ky de 1,2 M para a
enzima glicose-frutose oxidorredutase de Zymomonas mobilis. Ainda citado por
estes autores, NISHIZUKA & HAYAISHI (1962) obtiveram valor de Ky de 11 mM
para lactose desidrogenase de Pseudomonas graveolans e para a hexose
oxidase de Chrondus crispus, valores de 97 e 1,7 mM foram obtidos por SAVARY

et al. (2001) e GROEN et al. (1997), respectivamente.
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HUA et al. (2007) estudaram a oxidagcdo da lactose a acido lactobiénico
pela enzima carboidrato oxidase (lactose oxidase) de Microdochium nivale em
escala piloto de 600 litros, utilizando um “rotary jet head system”, reator que
proporcionou eficiente mistura e transferéncia de massa. O processo de oxidacao
enzimatica foi realizado a 38°C, pH 6,4, sendo necessario o uso de catalase para
eliminar a formagdo de peroxido de hidrogénio. Neste trabalho, os autores
descrevem a obtencdo de 98% de conversdo em acido lactobidnico, ndo sendo
observada a inativagdo ou inibicdo da atividade enzimatica nas condigdes

operacionais testadas.

2.6.1 Uso do complexo GFOR/GL de Zymomonas mobilis

A partir da descricao do mecanismo bioquimico de obtencéo de sorbitol e
acido glucénico pela agdo do complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis
segundo ZACHARIOU & SCOPES (1986), varios grupos de pesquisa procuraram
desenvolver uma alternativa biotecnolégica para producdo simultdnea destas
substancias. Em decorréncia, um expressivo numero de artigos cientificos foi
publicado, resultando em significativo numero de depédsitos de patentes
relacionados a produgéo de sorbitol e acido gluconico ou seus sais (SCOPES et
al., 1988; BRINGER-MEYER & SAHM, 1991; REHR & SAHM, 1991; SILVEIRA et
al., 1994). Alguns aspectos relevantes relacionados a este bioprocesso sao
discutidos na sequéncia.

Em um cultivo de Z. mobilis, utilizando sacarose ou mistura em

concentragdo equimolar de glicose e frutose, em batelada convencional, etanol é
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o principal produto e o acumulo de sorbitol corresponde a cerca de 11% do
substrato consumido. O acido gluconico produzido serve como substrato para o
préprio microrganismo, sendo metabolizado no sentido da formagao de etanol
pela via de Entner-Doudoroff (CHUN & ROGERS, 1988).

A utilizagdo do acido glucénico formado no processo pode ser evitada com
a permeabilizacdo da parede celular. Com a permeabilizacdo de células
previamente cultivadas de Z. mobilis ZM4 (ATCC 31821) com tolueno 10% (v/v),
CHUN & ROGERS (1988) impediram o consumo do acido glucénico formado em
razao da liberagao para o meio externo de substancias essenciais a formagao de
etanol. Este procedimento, entretanto, ndo exerce efeito negativo sobre a
atividade de GFOR, uma vez que o NADPH, cofator essencial para a enzima,
permanece ligado a proteina.

Na literatura especializada, a utilizagcdo de células permeabilizadas é
constantemente destacada. Entretanto, o uso de células ndo permeabilizadas de
Z. mobilis ja foi descrito por SILVEIRA et al. (1994, 1999), que desenvolveram um
processo com células nao permeabilizadas de Z. mobilis ATCC 29191,
previamente obtidas e concentradas, em que a conversdo do acido glucénico
produzido em etanol, na etapa de bioconversdo era evitada com o uso de altas
concentragdes iniciais de glicose e frutose no meio. A inibigdo do metabolismo
bacteriano pelos substratos (glicose e frutose) e na sequéncia, pelas altas
concentragdes de produto (acido glucénico e sorbitol), impedia a converséo de acido
glucénico a etanol, levando a preferencial utilizagdo dos substratos via sistema
GFOR/GL. Neste processo, entretanto, novas células bacterianas contendo o

complexo enzimatico devem ser obtidas para serem usadas na bioconverséo,
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podendo favorecer a economia do processo se for considerado o aproveitamento do
etanol produzido no cultivo em associa¢ao ao crescimento celular.

REHR et al. (1991), usando células de Z. mobilis ATCC 29191,
permeabilizadas com brometo de cetil-trimetil aménio (CTAB) e imobilizadas em
k-carragena, em processo descontinuo, obtiveram valores de velocidades
especificas maximas de produgao de sorbitol e acido glucénico de 1,8 e 2,1 g/g.h,
para células livres e de 1,4 e 1,8 g/g.h, para células imobilizadas em k-carragena
respectivamente. Os autores sugerem que os menores valores obtidos com
células imobilizadas foram devido a problemas difusionais ou ainda causados pela
inativagdo parcial da enzima GFOR durante a imobilizagdo. Em ensaio em
biorreator de leito fluidizado, as esferas de k-carragena foram tratadas com
glutaraldeido e polietilamina, substancias que tém a funcdo de estabilizar a
atividade da enzima e reforgar a reticulagdo das esferas de k-carragena,
prevenindo o extravasamento das células. A estabilidade operacional foi
marcadamente afetada, pois apenas 3,5% de perda de atividade foi observada
em um periodo de 75 dias de processo continuo.

JANG et al. (1996) estudaram a produgdo de sorbitol por células
permeabilizadas em CTAB e imobilizadas em k-carragena. Neste trabalho, os
autores mostraram que o uso de esferas de k-carragena secas e desidratadas -
mantidas a 20°C, a 60% de umidade, por 2 semanas, seguidas de re-hidratagao
em solugdo de substratos - e o tratamento com polidis, como glicerol e
poliprolpileno glicol, usados para aumentar a rigidez das esferas, proporcionaram

a melhora na estabilidade operacional das esferas. O tratamento com polidis
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permitiu a obtengcédo de 90% de conversao de frutose em sorbitol em 10 horas de
bioprocesso, a 39°C e pH 6,2.

BERTASSO et al. (1996), usando Z. mobilis imobilizada em alginato de
calcio, relatam a viabilidade do uso de sistemas imobilizados no processo de
bioconversao de glicose e frutose em sorbitol e acido glucénico, tendo sido
constatado a manutengcdo da atividade de GFOR por longos periodos. Neste
trabalho, apds cerca de 350 horas de processo em batelada, cerca de 80% da
atividade inicial havia sido preservada.

KOEHNTOPP et al. (1996) avaliaram a imobilizacdo de células de Z.
mobilis em polimeros sintéticos (poliuretano). Segundo os autores, este método
de oclusdo proporcionaria alta resisténcia mecanica e, devido a grande
porosidade, boa difusdo do meio reacional. Em ensaios de bioconversdo de
glicose e frutose em sorbitol e acido gluconico, em trés ciclos sucessivos de 24
horas, a 39°C e pH 6,4, rendimentos proximos a 100% e velocidades especificas
de 2,3 g/g/h foram obtidas, embora tenha sido observado a liberagao de células
para a fase liquida do sistema.

FERRAZ et al. (2000), como alternativa ao alginato de calcio como suporte
de imobilizagao, relatam o uso da técnica que consiste em confinar as células nos
microporos de membranas de fibras ocas. Neste caso, os poros da membrana
sao menores que as células e oferecem baixa resisténcia ao transporte de
substratos e produtos. Segundo os autores, os problemas de transferéncia de
massa foram reduzidos em sistema em membranas quando comparado com o
bioprocesso conduzido com células imobilizadas em alginato de calcio, atingindo,

no primeiro caso, taxa de reagao (g gluconato/g proteina/h) cerca de oito vezes
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superior, sendo que ambos processos foram realizados nas mesmas condigbes
de pH e temperatura (pH 6,2 e 39°C).

Posteriormente, como ja mencionado neste trabalho, SATORY et al. (1997)
mostraram ser possivel, com GFOR/GL extraida de Z. mobilis, a obtengdo de
diferentes acidos orgéanicos e sorbitol, a partir de aldoses alternativas a glicose e
frutose, respectivamente. Os autores relatam conversdo de lactose em &cido
lactobiénico da ordem de 90%, tanto em sistema descontinuo como em
descontinuo alimentado, embora em tempo de processo longo (60 e 150 horas,
respectivamente).

MALVESSI et al. (2002) e CARRA et al. (2003), por sua vez, demonstraram
que o complexo GFOR/GL contido em células permeabilizadas de Z. mobilis pode
ser usado na bioconversao de misturas de diferentes aldoses e frutose em outros
acidos/sais organicos, alternativos ao acido glucdnico/gluconatos e sorbitol,
respectivamente. Entre estes, rendimentos aproximados de 85% foram obtidos
para o acido lactobibnico.

O interesse na obtencdo, juntamente com sorbitol, de outros acidos
organicos além do acido glucdnico, com o complexo GFOR/GL de Z. mobilis,
desperta um particular interesse devido ao fato de haver uma grande
desproporgédo entre as demandas de sorbitol e acido gluconico (JONAS &
SILVEIRA, 2004). Este aspecto é fundamental para o contexto deste trabalho,
uma vez que no processo biotecnoldgico com Z. mobilis, a formagao dos produtos

se da em base equimolar.
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2.7 Sorbitol, acido glucénico e acido lactobidnico: caracteristicas e

aplicagoes

2.7.1 Sorbitol

O sorbitol — também referido como D-sorbitol ou D-glucitol, apresenta
férmula molecular CsH1406, peso molecular de 182 g/mol, ponto de fusédo de 90 a

96°C e valor caldrico de 2,4 kcal/g (Figura 3).

Figura 3. Estrutura molecular do sorbitol

Sorbitol € uma substancia amplamente encontrada na natureza, em varias
espécies vegetais, principalmente em frutas como péra, maca, péssegos e
ameixas. Trata-se de uma substancia ndo cariogénica, com poder edulcorante de
50 a 60% em relacdo a sacarose, isenta de odor e de sabor residual (FREITAS,
1990, BUDAVARI et al., 1996). Em processos industriais, o sorbitol tem
aplicacdes na industria de alimentos, como condicionador de umidade, inibidor da
cristalizagao de acucares; na industria farmacéutica, usado em xaropes e pastas

medicinais, como matéria-prima basica para produgao do acido ascorbico e como
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emoliente na producdo de cosmeéticos. Apresenta, ainda, aplicagcdes na industria
de fumo, resinas, adesivos, couro, papel, téxtil, galvanoplastia, entre outras
(BUDAVARI et al., 1996; SILVEIRA & JONAS, 2002; VOGEL, 2003; JONAS &

SILVEIRA, 2004).

2.7.2 Acido glucénico

O acido glucénico, de formula molecular CgH1,07, é também referido na

literatura como D-gluconato ou acido glucono-lactona (Figura 4).

e’ o

Figura 4. Estrutura molecular do acido glucénico

As principais aplicagdes do acido glucbnico e seus sais sao voltadas para a
industria de alimentos, como acidulante e estabilizante, na remocao de
incrustagdes provocadas por oxidagdo em ferro galvanizado, ligas de magnésio
ou acgo inoxidavel; em concretagem, gluconato de sodio € um efetivo agente para
retardamento de cura o que produz um concreto mais homogéneo e com maior
resisténcia a agua, gelo e rachaduras, entre outras (HUSTEDE et al., 1985,

HUSTEDE et al., 2003).
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2.7.3 Acido lactobidnico

O acido lactobidnico (acido 4-O-p-D-galactopiranosil-D-glucdnico) é
composto por uma unidade de galactose quimicamente unida por uma ligacao

éter a outra de acido gluconico (Figura 5).

EH;EIH: CHiOH_
'D'H_I.-' | |
|\pH I\

Galaciose Gluconic Acid

-— o -y ooy
:' OOH I acid

Figura 5. Estrutura molecular do acido lactobidnico

E um produto obtido a partir da oxidagdo quimica ou microbiana da lactose,
apresentando alto valor agregado e importantes aplicagdes comerciais.
As principais propriedades fisico-quimicas do &acido lactobibnico sao

mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do acido lactobidnico

Férmula molecular C12H25045
Peso molecular (g/mol) 358
pKa ~3,8
Ponto fusdo (°C) 113-118

Soluvel em agua, levemente soluvel em

Solubilidade _ _ _
metanol, etanol e acido acético glacial

Fonte: BUDAVARI et al. (1996)
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Em virtude de o acido lactobidnico ser o principal foco da pesquisa
realizada no presente trabalho, um maior aprofundamento sobres suas aplicacdes
€ apresentado a seguir.

Entre os produtos mais utilizados na industria cosmética estdo os alfa-
hidroxiacidos (AHA) e os polihidroxiacidos (PHAs), denominados a nova geragao
dos alfahidroxiacidos (BARQUET et al., 2006). Os efeitos benéficos dos alfa-
hidroxiacidos (AHA) no tratamento da pele (hidratantes e refrescantes), bem como
0 grande sucesso comercial desde sua introdugdo no inicio dos anos 70, se
devem a VAN SCOTT & YU (1974). Desde entdo, o uso dos AHAs foi ampliado
para diversos tratamentos dermatoldgicos, como acne, queratoses, verrugas,
pigmentacao, rugas finas e pele fotoenvelhecida (VAN SCOTT et al., 1996, DITRE
et al., 1996, BERGFELD et al., 1997).

AHAs sao acidos organicos que apresentam um grupo carboxila terminal
com um ou dois grupamentos hidroxila na posi¢ao alfa e uma cadeia carbénica de
comprimento variavel. Muitos AHAs ndo sao téxicos e ocorrem naturalmente em
diversas frutas e cana-de-agucar (VAN SCOTT et al., 1996). Estes compostos
produzem efeitos sobre o estrato corneo, a epiderme, papila dérmica e foliculos
polisebaceos; porém, por apresentarem moléculas de baixo peso molecular,
penetram rapidamente na pele, podendo, por este motivo, provocar ardéncias e
irritacbes. Como exemplos de AHAs tradicionalmente usados em dermatologia,
como agentes esfoliantes e emolientes da pele, estdo o acido glicélico (menor
estrutura molecular, 2 carbonos) e o acido latico, entre outros (VAN SCOTT et al.,

1996; BERGFELD et al., 1997, YU & VAN SCOTT, 2004, GREEN, 2005).
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Alguns AHAs sao antioxidantes. Um antioxidante pode ser definido como
um composto que é capaz de prevenir ou inibir a oxidagdo de outra substancia,
citando-se como exemplos, os acidos malico, tartarico, ascérbico e como

substancias nao oxidantes, os acidos glicdlico e latico (VAN SCOTT et al., 1996).

2.7.3.1 Acido lactobiénico como agente antioxidante

O excesso de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio (ERO)
pode causar uma condicdo denominada de estresse oxidativo, a qual esta
associada a diversas condigdes fisio-patologicas, incluindo os processos de
envelhecimento, infecciosos e inflamatérios e o cancer, entre outras. A exposicao
a radiacao, fumo e poluentes ambientais, além do préprio envelhecimento natural,
s&o fatores que podem aumentar o estresse oxidativo (DROGE, 2000; SOARES
et al., 2005). Em vista disso, produtos com atividade antioxidante vém sendo cada
vez mais utilizados como forma de prevenir e/ou melhorar a saude da populagao
e colaborar na area da medicina estética.

A constante busca por novas matérias-primas que contornassem os efeitos
adversos provocados pelos AHAs permitiram a descoberta dos polihidroxiacidos
(PHA). PHAs sao acidos carboxilicos que contém dois ou mais grupos hidroxila,
nao necessariamente na posicao alfa, formando uma estrutura molecular alifatica
ou aciclica (YU & VAN SCOTT, 1996, GREEN et al., 2001). Os PHAs apresentam
efeitos comparaveis aos dos AHAs tradicionais (acido glicdlico, acido lactico, etc),
com a vantagem de ndo causarem irritagdo na pele e possuirem agao hidratante e

antioxidante.
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Embora ainda pouco estudados, sabe-se que alguns PHAs possuem
importante atividade antioxidante, como € o caso da gluconolactona e do ja
mencionado acido lactobiénico. O acido lactobidbnico mostrou-se capaz de quelar
ions ferro e sequestrar radicais hidroxila diminuindo, desta forma, os danos
causados pelas ERO (CHARLOUX et al., 1994; CHARLOUX et al., 1995). Tem
merecido destaque na area cosmética em funcdo do alto poder antioxidante,
hidratante e cicatrizante. Estas propriedades tornam o acido lactobiénico um
agente importante, também, na preservagao dos danos causados pela isquemia-
referfusdo de orgaos transplantados (CHARLOUX et al.,, 1995; SOUTHARD e
BELZER, 1995, SOUTHARD, 2005). Além disso, tem a capacidade de ligar-se
fortemente a agua, formando uma pelicula geleificante. Esta propriedade de
formacgdo de filme fornece a maciez desejada a pele (GREEN et al.,, 2001;
GRIMES et al., 2004; YU & VAN SCOTT, 2004; GREEN, 2005).

O acido lactobidnico pode formar sais (lactobionatos) com cations
metalicos como calcio, potassio, sédio e zinco. Apresenta forte capacidade de
complexar minerais, fazendo-o um composto interessante para aplicagcbes na
area alimenticia, podendo ser usado em bebidas energéticas (TOSHIAKI et al.,
1995a). Apresenta resisténcia a agdo das enzimas digestivas e pode ser
fermentado pela flora intestinal, provavelmente exercendo efeitos pré-bidticos
(TOSHIAKI et al., 1995b, SCHAAFSMA, 2008).

Outra aplicagdo de grande relevancia do &acido lactobibénico é na area
médica, como componente de solugdes usadas na estabilizagdo de 6rgaos antes
de serem transplantados. Ja foi mostrado que as propriedades quelantes desta

substancia induzem a reducgao dos danos aos tecidos dos 6rgaos devido a inibicao
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da producao de radicais livres (CHARLOUX et al., 1995; SUMIMOTO & KAMADA,
1990; SUMIMOTO et al., 1990; SHEPHERD et al., 1993).

Viaspan® (Du Pont Pharmaceuticals, USA), mais conhecida como solucéo
da Universidade de Wisconsin (solugao UW), foi a primeira solu¢ao desenvolvida
para o armazenamento de érgaos. No final dos anos 80, Folkert Belzer e James
Southard iniciaram os estudos de preservacgao a frio de figado, rins e pancreas
com a solucdo UW, sendo esta efetiva para a preservacdo dos trés tipos de
orgaos pelo periodo 48 a 72 horas. A UW ¢é substituta da solugdo EuroCollins
(solugao EC), desenvolvida nos anos 70, para a estocagem a frio de rins (24 a 30
horas), de figado e pancreas (4 a 8 horas). A solugcdo UW tornou-se padrao
clinico para todo o mundo, mostrando excelentes resultados, sendo comumente
chamada de padréo ouro para preservagcao de orgaos, apesar do constante
desenvolvimento e aprimoramento de outras solugdes, que, em alguns aspectos,
s&o até superiores (MUHLBACHER et al., 1999).

A eficiéncia da solugdo UW esta relacionada a presenca de impermeantes
de alto peso molecular (acido lactobibénico e rafinose) e agentes como o aluprinol
e glutationa, que atenuam os efeitos dos radicais livres, produzidos em grande
quantidade na reperfusédo. Esta solugdo contém alta concentragao de potassio,
cerca de 130 mmol/L (JAMIESON et al., 1988; KARAM et al., 2005).

Outras aplicacbes do acido lactobidnico sdo relacionadas a fabricagao de
detergentes, com potencial uso em larga escala como substituto do fosfato na
formulacdo (GERLING & WILKE, 1991) e na industria farmacéutica, usado na

forma de sal, com o intuito de aumentar a solubilidade de antibidticos. Neste caso,
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a solubilidade do lactobionato de eritromicina é cerca de 50-100 vezes superior a

da eritromicina em agua (HOFFHINE, 1956 apud NORDKVIST et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho teve o objetivo geral contribuir para a viabilizagao da
producéao biotecnolégica industrial de sorbitol e acidos organicos a partir de frutose
e aldoses, através da definigdo de uma nova composig¢ao de co-produtos formados
no processo de bioconversdo catalisado pelas enzimas glicose-frutose

oxidorredutase (GFOR) e glucono-é-lactonase (GL) de Zymomonas mobilis.

Objetivos especificos

. Comparar o crescimento microbiano, a producao de etanol e o
desenvolvimento de atividade de GFOR/GL em cultivos com Z. mobilis conduzidos
em regimes descontinuo e descontinuo alimentado, em meio com custo compativel

com o valor dos produtos.
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. Avaliar o sistema GFOR/GL, contido em células permeabilizadas de
Z. mobilis, na conversao de frutose e diferentes aldoses alternativas a glicose
(maltose, galactose, lactose) em sorbitol e respectivos acidos organicos.

" Verificar os efeitos da concentracdo de substratos (frutose e glicose
ou lactose), pH e temperatura sobre a agdo de GFOR/GL presente em células
permeabilizadas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio.

" Estudar as principais varidveis do processo de bioconversao de
frutose e lactose em sorbitol e acido lactobiénico com GFOR/GL presente em

células permeabilizadas de Z. mobilis livres ou imobilizadas em alginato de calcio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instalagoes

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Bioprocessos do

Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (IB/UCS).

4.2 Microrganismo

A linhagem bacteriana usada neste estudo foi Z. mobilis ATCC 29191. Em
estudo comparativo entre varias linhagens (LEMMEL et al, 1992), Z. mobilis
ATCC 29191 mostrou atividade de GFOR/GL superior a das demais.

As culturas foram mantidas em meio liquido (MALVESSI et al, 2006),

repicadas mensalmente e estocadas a 4°C.
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4.3 Meios de cultivo

O meio liquido utilizado para a ativagdo e conservagao das culturas,
preparo de inoculo e na produgdo de biomassa/enzimas tinha a seguinte
composic¢ao (g/L): (NH4)2S04, 2,0; MgS0O4.7H20, 1,0; FeS04.7H,0, 0,01; KH2PO4,
3,5; extrato de levedura bruto (Prodex Lac®, Prodesa S.A., Brasil), 7,5 (MALVESSI
et al., 2006). Variagbes na composigao do meio de cultura, com relagéo a fonte de
nitrogénio orgénico - extrato de levedura bruto - sdo apresentadas e discutidas
posteriormente.

No preparo do meio de ativacdo e conservagao da cultura foram
adicionados 20 g/L de glicose e o pH foi ajustado para 5,5. No cultivo de indculos,
a concentragao de glicose foi de 100 g/L, adicionando-se ainda ao meio 5 g/L de
CaCO3; com o fim de manter-se o pH em torno de 5,5.

Para os cultivos em biorreator, foi preparada uma solugdo concentrada de
glicose (500 g/L), sendo adicionado ao meio o volume necessario desta solugao
para atingir-se a concentragao desejada em cada condigdo em estudo (100 a 200
g/L). A esterilizagdo de todos os meios, bem como da solugéo de glicose, foi feita

em autoclave, a 1 atm, por 15 min.

4.4 Preparo de in6culo

A ativacdo de culturas foi feita adicionando-se 2 mL de suspensédo

bacteriana em estoque a um tubo de tampa rosqueada contendo 18 mL de meio

de ativagao/conservagao. Os tubos foram incubados em estufa a 30°C por 12
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horas. Para a produgao do indculo, foram usados frascos anaerébios de 500 mL,
contendo 450 mL de meio total. Os meios foram inoculados com 45 mL da cultura
previamente ativada e mantidos sob agitagédo orbital de 200 rpm (Certomat U/H -
B. Braun Biotech, RFA), a 30°C. Nos frascos de incubacdo, foram instalados
filtros esterilizados que permitiam a liberacdo de CO, produzido durante o

processo.

Estas etapas estao ilustradas na Figura 6.

Figura 6. Obtencéo de inéculo de Zymomonas mobilis em frascos agitados: (1) cultura
de Zymomonas mobilis previamente ativada; (2,3) frascos inoculados, mantidos sob

condigbes de crescimento.

Em testes previamente realizados, definiu-se o tempo ideal de incubagao
de in6culos, 10 horas, que permitia que as células ainda estivessem na fase

exponencial de crescimento no momento da inoculagao.
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4.5 Cultivo de Zymomonas mobilis em biorreator de bancada

Os cultivos de Z. mobilis, tanto para a producao de GFOR/GL a utilizar em
ensaios enzimaticos e de bioconversao quanto em estudos fermentativos, foram
efetuados em biorreator de 7,0 litros de volume total e volume util de 5,5 litros
construido na oficina mecanica da Universidade de Caxias do Sul. Este
equipamento consiste de uma cuba de ago inox em cuja tampa estdo acopladas
quatro chicanas, um eixo com selo mecanico, no qual sédo instaladas duas
turbinas com seis pas planas, e um dispersor de ar em forma de ferradura
perfurada localizado na parte inferior da cuba. Neste sistema, a temperatura é
controlada por um fluxo de agua, usando-se um banho termostatizado com
circulagao, conectado a um tubo de ago inoxidavel em forma de “U” também
instalado na tampa do biorreator. Os gases efluentes passam por um
condensador de serpentina, ligado a um banho com agua a 4°C, a fim de reduzir
perdas por evaporagao de agua e de etanol. Ao reator estdo acoplados um motor
com freqléncia de rotagdo constante de 450 rpm e um controlador de pH

(Consort, modelo R735, Bélgica).

Os meios utilizados foram preparados e esterilizados dentro da propria
cuba. O eletrodo de pH foi calibrado e acoplado ao fermentador apds o
resfriamento do meio. Em todos os ensaios, a temperatura foi mantida em 30°C e
o pH foi controlado em 5,5 pela adigdo automatica de NaOH 5M. Durante a
primeira hora de fermentacdo, nitrogénio gasoso foi borbulhado no meio de
cultivo, a vazao de 0,5 L/min, com a finalidade de garantir a anaerobiose. Apds, a

anaerobiose foi proporcionada pelo CO; produzido pelo préprio microrganismo.
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Amostras foram coletadas periodicamente através de uma mangueira de silicone

ligada ao fermentador e acoplada a uma bomba peristaltica.

Ao término dos cultivos, os meios fermentados foram recolhidos e
centrifugados (Centrifuga Sigma 4K-15), a 6000 rpm, por 20 minutos. Quando
necessario, uma por¢cado do sobrenadante foi estocada visando posterior analise
do etanol formado. A biomassa concentrada foi permeabilizada e, eventualmente,
imobilizada em alginato de calcio a fim de ser utilizada em ensaios enzimaticos e
de bioconversdo. As técnicas de permeabilizagdo e imobilizagdo de células sao

detalhadas nos itens seguintes.

O sistema utilizado para a produgéo de biomassa/enzimas e etanol por Z.

mobilis é ilustrado na Figura 7.

Figura 7. Sistema utilizado para a produgdo de células/enzimas em
ensaios fermentativos (1) cuba de fermentacéo; (2) controlador de
pH; (3) banho termostatizado; (4) sistema de agitagdo; (5)
condensador.
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Os ensaios foram conduzidos em regime descontinuo e descontinuo
alimentado, visando a avaliagao dos efeitos das concentragdes de glicose, como
fonte de carbono, e do extrato de levedura bruto, como fonte de vitaminas e
nitrogénio organico, sobre o crescimento microbiano, a producdo de etanol e a
formacao de atividade de GFOR/GL. Maiores detalhes sobre estes experimentos

serao oportunamente relatados.

4.6 Permeabilizagao de células de Zymomonas mobilis

A permeabilizacdo das células foi feita com o intuito de inativar o
metabolismo fermentativo da bactéria e evitar que, em ensaios enzimaticos e de
bioconversao, ocorresse conversido de substrato em etanol ou crescimento
celular. As células foram permeabilizadas a partir da mistura de igual volume de
suspensao celular (de concentragao aproximada de 25 g/L) e 0,2% (m/v) de
brometo de cetil-trimetil ambénio (CTAB). A mistura foi mantida sob agitagao
magnética, por 10 minutos (REHR et al., 1991). Posteriormente, a suspensao foi
centrifugada (Centrifuga Sigma 4K-15), a 6000 rpm, por 20 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e a biomassa concentrada ressuspensa em agua

destilada.

4.7 Imobilizacao de células de Zymomonas mobilis

Para a imobilizacdo de células de Z. mobilis, seguiu-se a metodologia

descrita por ERZINGER (1999). Alginato de sodio Algogel 5540 (Degussa Flavors
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& Fruit Systems do Brasil Ltda.) na concentragcao de 4% (m/v) foi dissolvido em
agua destilada e colocado para hidratar, sob agitacdo mecéanica de 450 rpm, por
12 horas, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a esta solugado de alginato,
foi adicionado igual volume de suspensao celular bacteriana, previamente
permeabilizada e tratada com glutaraldeido 0,5% (m/v) (JANG et al., 1992). A
mistura foi novamente mantida sob agitagdo por cerca de 2 horas visando a
perfeita homogeneizagdo. Para a formagédo das esferas de alginato de calcio e
imobilizagdo das células, todo o volume desta suspenséo foi lentamente gotejada
em solugéo de CaCl, 0,3M, com o auxilio de uma bomba peristaltica, através de
capilares de silicone com as extremidades afuniladas (agulhas hipodérmicas),
sendo entdo formadas esferas com didmetro médio de 2 mm.

O esquema representativo da imobilizagao celular de Z. mobilis € mostrado

na Figura 8.

mmistura da suspensao celular de
2 Z mabhiliz + solugdo de alginato de sadio
o
o
]

o © ) . solugao de CaCl2 0,3
e P8 , _
'S B celulasienzimas de
o o CL?_/? Z. mabilis imohilizadas
O e em alginato de calcio

Figura 8. Esquema representativo da etapa de imobilizacdo de

células de Zymomonas mobilis em alginato de calcio.
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A influéncia do glutaraldeido sobre a rigidez das esferas e sobre a atividade
de GFOR/GL foi avaliada. Para isso, apds a formacgao das esferas, estas foram
reticuladas com glutaraldeido 0,5% (m/v) por 15 minutos, sob agitagado magnética,
a temperatura ambiente. O armazenamento das esferas foi feito em agua

destilada, a 4°C.

4.8 Ensaios enzimaticos

Os ensaios enzimaticos visaram a avaliagdo da atividade do complexo
enzimatico GFOR/GL combinando-se a cetose (frutose) e diferentes aldoses
(glicose, maltose, galactose e lactose). Os testes foram realizados empregando-
se solugao 0,7 mol/L de frutose/aldose (100 mL de solugao) e 4,0 g/L de células
permeabilizadas livres de Z. mobilis.

A temperatura de 39°C e o pH 6,4, condi¢gdes definidas como basicas,
foram mantidos constantes ao longo dos ensaios, sendo a reagdao monitorada
pela medida do volume de NaOH 1M, utilizado para neutralizar o acido organico
formado. O sistema utilizado nestas analises é descrito no item 4.9.

Com base nestas condic¢des, foi avaliado o efeito do pH (5,2 a 7,2) e da
temperatura (37 a 54°C) sobre a agao enzimatica do complexo GFOR/GL frente
as diferentes aldoses (glicose, maltose, galactose e lactose). A termoestabilidade
do sistema enzimatico foi avaliada a 39, 43 e 45°C por até 12 horas.
Adicionalmente, foram estimados os pardmetros cinéticos aparentes Ky € Vinax da

equacao de Michaelis-Menten.
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Com células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio,
particularmente para os pares de substratos glicose/frutose e lactose/frutose, a
acao catalitica foi avaliada em diferentes valores de pH (5,2 a 9,7) e temperatura
(34 a 59°C).

A termoestabilidade foi estudada em quatro ensaios curtos e sucessivos de
bioconversdo, com 3 horas de duragdo, em temperaturas entre 39 e 50°C,
resultando em um periodo total de exposigao das esferas de alginato de calcio de
12 horas.

Para a estimativa dos parametros cinéticos Ky e Vmax, a atividade
enzimatica foi determinada em solugdes equimolares de substratos, nas
condigdes padronizadas (X= 10 g/L, 39°C e pH 6,4). Maiores detalhes de cada

condigcao estudada sao apresentados na discussao dos varios ensaios realizados.

4.9 Ensaios de bioconversao

Os ensaios de bioconversdo em biorreator de mistura completa foram
realizados utilizando um frasco cilindrico de 600 mL contendo 240 mL de mistura
de substratos (frutose/aldose).

A concentragao celular de Z. mobilis utilizada nos ensaios foi de 25 g/L
para o sistema livre e de 20 g/L para o imobilizado. O biorreator foi mantido sob
agitacdo magnética, na temperatura e no pH desejados. O pH foi controlado pela
adicdo automatica de solugcao de NaOH 7M, contido em uma bureta acoplada a

um controlador de pH (Consort, modelo R735, Bélgica).
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O sistema utilizado para a determinagcdo da atividade do complexo

enzimatico GFOR/GL e nos ensaios de bioconversao ¢ ilustrado na Figura 9.

Figura 9. Esquema do sistema utilizado na determinagédo da atividade
enzimatica de GFOR/GL e em processos de bioconversao. (1) biorreator
de mistura completa (BMC) sob temperatura controlada; (2) agitador
magnético; (3) eletrodo de pH; (4) bureta contendo NaOH; (5) adicao de
NaOH; (6) controlador de pH.

4.10 Métodos analiticos

4.10.1 Coleta e preparo das amostras

Amostras do cultivo em biorreator foram tomadas periodicamente para a

dosagem de agucares redutores e da concentragao celular. Ao final dos cultivos, o
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meio foi centrifugado, as células concentradas ressuspensas em agua destilada e

armazenadas sob refrigeragao a 4°C.

4.10.2 Concentragao celular

A concentracdo celular foi determinada pela medida da absorbancia de
suspensodes previamente diluidas de meio de fermentacdo, a 560 nm, e sua
conversao em concentragdo, massa de matéria seca por unidade de volume,
através de uma reta de calibracdo. As medicbes eram realizadas em
espectrofotdmetro (Aurora Instruments UV-210).

Para a obtencéo da reta de calibragdo, seguiram-se os seguintes passos:

- 10 mL da cultura do tempo final de fermentagéo foram filtrados através de
membranas de porosidade 0,2 um, sendo a massa retida lavada varias vezes com
agua destilada;

- a massa umida foi levada a estufa para secagem a 90-95°C por 24
horas, sendo, posteriormente, transferidas para o vaso dessecador, contendo
cristais de silica, mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos para o
resfriamento, seguido de determinagdo da massa celular em balanga analitica;

- conhecendo-se o0 volume e a massa de células — obtidas pela subtracéo
do peso da membrana sem células pelo peso das membranas contendo células -
determinou-se a concentracio celular da cultura;

- paralelamente, uma aliquota da suspensao celular original foi diluida
com agua destilada de forma a obter-se uma suspensdo com leitura de

absorbancia de cerca de 0,500 (a 560 nm);
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- a partir desta diluicao inicial, foram preparadas diluicbes de 1:10; 2:10;
3:10...até 9:10, e com as medidas de absorbancias das diferentes diluicdes e da
concentracao celular da cultura, construiu-se a reta de calibragao.

Os valores foram convertidos em concentragdo celular, gramas de
matéria seca por litro, através de uma equacao de reta relacionando a absorbancia
da suspensao celular em funcdo da concentracao celular. Este procedimento foi
repetido em diferentes cultivos, ndo sendo constatadas diferencas significativas

entre os experimentos.

4.10.3 Determinacao de agucares redutores

Uma aliquota de amostra dos diferentes cultivos de Z. mobilis, com
aproximadamente 2 mL, foi centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante utilizado para a dosagem de acgucares redutores pelo método do
acido 3,5-di-nitro-salicilico — DNS (MILLER, 1959), utilizando curva padréo de

glicose.

4.10.4 Determinagao de etanol

O teor de etanol de meios de cultivo foi determinado em equipamentos

acoplados Densimat e Alcomat (Gibertini, Italy), em que a concentragao do alcool

é obtida com base na densidade da solucéo.
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4.10.5 Determinagao da atividade enzimatica do complexo GFOR/GL

O método utilizado se baseia na capacidade de conversido de
frutose/aldose, por células de Z. mobilis, em sorbitol e respectivo acido organico,
em reacdes catalisadas pelas enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e
glucono-3-lactonase (GL). O procedimento para a determinagédo da atividade de
GFOR/GL, baseado em MALVESSI et al. (2006), é apresentado a seguir:

- determinado volume de suspensdo de células permeabilizadas,
correspondente a concentragdo de 4 g/L (células livres) ou 10 g/L de células
imobilizadas, foi adicionado a solugdo 0,7 mol/L dos carboidratos (100 mL de
frutose/aldose), preparada em agua destilada;

- os testes foram realizados em reator de 300 mL, com 100 mL de meio
reacional, em banho termostatizado, mantido sob agitacdo magnética, por 40
minutos;

- 0 pH foi controlado pela adicao de solucdo de NaOH 1M contida em
pipeta de 10 mL, utilizando o controlador de pH (Consort, modelo R735, Bélgica),
sendo as condigoes basicas de reagdo pH 6,4 e 39°C;

- a partir da variagdo do volume de alcali gasto no controle do pH com o
tempo, determinou-se a velocidade de formagao de determinado acido organico;

Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de formar 1 mmol de acido organico por hora, nas condi¢gdes de teste,

sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g).
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A atividade de GFOR/GL, em unidades enzimaticas por volume de meio
(U/L), determinada ao final do processo, foi obtida pela multiplicagcdo da atividade

especifica de GFOR/GL (U/g) pela concentragao celular final (g/L).

4.10.6 Estimativa da concentracdo de produtos em ensaios de

bioconverséao

A concentracao de acido organico formado em ensaios com concentragdes
equimolares de substrato, foi calculada de acordo com o volume e concentragao
de base utilizada durante a reagao.

A concentragao de sorbitol foi inferida a partir da concentracdo de acido
organico formado, considerando que os produtos sdo formados em base
equimolar.

A equacao abaixo foi empregada para este calculo:

_ Vb.M.MM
1000. (Vm + Vb)

Onde:
C = concentragao (g/L);
Vb = volume de base (mL);
M = concentragao da solugédo de base (mol/L);
MM = massa molecular do acido (g/mol);

Vm = volume de meio da biotransformagéo (L).
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4.11 Parametros de avaliagao do processo fermentativo e bioconversao

4.11.1 Velocidade especifica de crescimento

Para o célculo da maxima velocidade especifica de crescimento (uxm) em
cultivos de Z. mobilis em fermentador, foram tragadas curvas relacionando os
logaritmos neperianos das concentragbes ou massas de células, obtidas
experimentalmente, e seus respectivos tempos de fermentacado. A fase exponencial
de crescimento, neste tipo de grafico, possui um comportamento linear, sendo o
coeficiente angular desta reta o proprio valor de uxm. A velocidade especifica foi

calculada em h™.

4 .11.2 Fator de conversao de substrato em células

X - Xo
So- St

YX/S =

Onde:
Yxss = fator de converséo de substrato em células (g/g);
So e Xp = concentragdo ou massa inicial de substrato e biomassa (g/L ou g);

St e Xt = concentragdo ou massa final de substrato e produto (g/L ou g).

4.11.3 Fator de conversao de substrato em produto

P:-Po
So- St

YP/S =



Onde:

Onde:

Onde:

50

Ypss = fator de conversao de substrato em produto (g/g);
So e Py = concentragdo ou massa inicial de substrato e produto (g/L ou g);

St e Ps = concentragdo ou massa final de substrato e produto (g/L ou g).

4.11.4 Rendimento em produto

YP/S

0 .100

p = rendimento (%);
Ypss = fator de conversao de substrato em produto (g/g);

f = fator estequiométrico maximo.

4.11.5 Produtividade e produtividade especifica

Para a determinacédo da produtividade, utilizou-se a seguinte equacao:

_Pi-Py
t

p

p = produtividade (g/L/h ou g/h)
Py e P; = concentracao ou massa inicial e final de produto;

t= tempo de processo (h).
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Para o calculo de produtividade especifica (q), determinada apenas em
ensaios de bioconversdo, a produtividade, em base volumétrica ou massica, foi
dividida pela respectiva concentragao ou massa celular. Os valores de “q” foram

expressos em mmol de produto por grama de células secas por hora (mmol/g/h).

4.11.6 Maxima velocidade especifica de formagéo de acido organico

A maxima velocidade especifica de formacado de acido organico (vp),
diretamente relacionada a atividade de GFOR/GL, foi determinada nas primeiras
horas do processo de bioconversdo, quando a variagdo da concentragdo de
produto com o tempo apresenta um perfil aproximadamente linear. No calculo,
determinou-se graficamente, por regressao linear, a velocidade de formagédo do
acido organico produzido neste periodo inicial, sendo este valor dividido pela
concentracao celular utilizada no ensaio. Os valores de “vy,” foram expressos em

mmol de produto por grama de células secas por hora (mmol/g/h).
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho sdo apresentados e discutidos na forma de

capitulos conforme é apresentado a seguir.

5.1 RESULTADOS | - Efeito da concentracao de extrato de levedura
sobre a producdao de etanol e do complexo enzimatico glicose-frutose

oxidorredutase/glucono-é-lactonase (GFOR/GL) por Zymomonas mobilis

A influéncia de diferentes concentragdes de extrato de levedura bruto,
como fonte de vitaminas e nitrogénio organico, sobre a produgédo de biomassa de
Z. mobilis ATCC 29191, de etanol e do complexo enzimatico glicose-frutose

oxidorredutase/glucono-é-lactonase (GFOR/GL) é avaliada.
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5.2 RESULTADOS Il - Producao de glicose-frutose oxidorredutase /
glucono-3-lactonase e etanol por Zymomonas mobilis cultivada em regimes

descontinuo e descontinuo alimentado

Neste capitulo, discute-se a condugéo do cultivo de Z. mobilis em regime
descontinuo e descontinuo alimentado, visando a formacao do complexo enzimatico

GFOR/GL e de etanaol.

5.3 RESULTADOS Ill - Producgao biotecnolégica de sorbitol e acidos

organicos por Zymomonas mobilis.

A agao enzimatica do complexo GFOR/GL sobre diferentes combinagdes
de frutose e aldoses alternativas a glicose (maltose, galactose e lactose) é
analisada com respeito aos efeitos do pH, da temperatura e da concentracdo de

substratos.

5.4 RESULTADOS IV - Bioconversao de frutose e lactose em sorbitol e

acido lactobidnico por células permeabilizadas de Zymomonas mobilis.

A bioproduc¢ao de acido lactobiénico com o complexo enzimatico GFOR/GL
presente em células livres de Z. mobilis é avaliada com relacdo aos efeitos da
concentracdo de substratos, da concentracdo de células/enzimas e da

temperatura em reator de mistura completa.
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5.5 RESULTADOS V - Avaliagao de glicose-frutose oxidorredutase /
glucono-3-lactonase presentes em células de Zymomonas mobilis

imobilizadas em alginato de calcio na produg¢ao de acido lactobionico

A acdo enzimatica do complexo GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em
alginato de calcio, em biorreator de mistura completa, visando a bioprodug¢ao de
acido lactobibnico € estudada. S&o discutidos os resultados obtidos com
diferentes concentragbes de substratos e valores de pH e de temperatura de

reagao. A estabilidade de GFOR/GL frente ao pH e a temperatura é abordada.

5.6 RESULTADOS VI - Effect of substrate concentration, pH, and
temperature on the activity of the complex glucose-fructose
oxidoreductase/glucono-é-lactonase present in calcium alginate -

immobilised Zymomonas mobilis cells.

Neste trabalho, avaliam-se os efeitos da concentracdo de substratos
(glicose/frutose), do pH e da temperatura reacional sobre a agdo enzimatica do
complexo GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em alginato de calcio, visando a
bioprodugéo de acido gluconico. A estabilidade do complexo enzimatico frente ao

pH e a temperatura esta incluida na discusséo.
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5.1 RESULTADOS |

Efeito da concentragao de extrato de levedura sobre a producgao de etanol e
do complexo enzimatico glicose-frutose oxidorredutase/glucono-é-lactonase

(GFOR/GL) por Zymomonas mobilis
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Efeito da concentragao de extrato de levedura sobre a producgao de etanol e
do complexo enzimatico glicose-frutose oxidorredutase/glucono-3-lactonase

(GFOR/GL) por Zymomonas mobilis

RESUMO

Meios de cultivo de Zymomonas mobilis normalmente contém extrato de levedura
como fonte de vitaminas e nitrogénio organico. O cultivo desta bactéria foi
avaliado em meios com extrato de levedura bruto (ELB) entre 2,5 e 12,5 g/L. A
maxima velocidade especifica de crescimento (uxm), @ conversédo de substrato em
células (Yxs) e em etanol (Yps) e a atividade de glicose-frutose oxidorredutase /
glucono-é-lactonase (GFOR/GL) em cada condigdo foram comparadas. Yys de
aproximadamente 0,018 g/g foram atingidos com 2,5 e 5,0 g/L de ELB, obtendo-
se cerca de 0,030 g/g nas demais condigdes. Valores de pxm semelhantes foram
alcangados com 5,0, 7,5 e 10,0 g/L de ELB (0,27 h™"), com pyn inferiores (0,21 e
0,17 h'1) sendo obtidos com 12,5 e 2,5 g/L de ELB, respectivamente. Yps
semelhantes (0,43 g/g) foram calculados em todas as condigdes. A atividade
especifica de GFOR/GL foi estimada numa faixa de 22 a 24 U/g de biomassa para
meios com ELB entre 2,5 e 10,0 g/L, com valor menor sendo obtido em meio com
12,5 g/L (18 U/g). Devido as maiores concentragdes celulares finais nos cultivos
com 7,5 e 10,0 g/L de ELB, atingiram-se titulos enzimaticos totais por volta de 100
U/L para estas condi¢des. Os resultados mostram que na faixa entre 7,5 e 10,0

g/L de ELB, além do etanol, obtém-se titulos elevados de GFOR/GL.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, cinética do cultivo, etanol, GFOR/GL.
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INTRODUGAO

A bactéria anaerdbia, produtora de etanol, Zymomonas mobilis tem sido
largamente estudada nos ultimos anos principalmente devido ao seu sistema
enzimatico periplasmatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) / glucono-o-
lactonase (GL) que catalisa a bioconversao de frutose e glicose em quantidades
equimolares de sorbitol e acido gluconico, respectivamente (ZACHARIOU &

SCOPES, 1986).

Para o seu crescimento, Z. mobilis requer, além da glicose como fonte de
carbono e indutor de atividade do complexo GFOR/GL, uma série de nutrientes.
Como fontes de nitrogénio, normalmente sao utilizados sais de amobnio,
aminoacidos e peptideos (ROGERS et al., 1982), sendo conhecida a dependéncia
de Z. mobilis de vitaminas, como biotina e acido pantoténico, necessidade que
pode ser suprida com a adicao de extrato de levedura ao meio (SWINGS & DE
LEY, 1977; FEIN et al., 1983). Neste caso, o uso de extrato de levedura no meio
de cultivo é interessante, visto que este componente também funciona como fonte
de nitrogénio. Entretanto, devido ao seu prego elevado, a utilizagdo de extrato de
levedura em meios de cultivo limita-se a escala laboratorial. Estudos ja foram
realizados com o emprego de agua de maceragcao de milho (milhocina) em
substituicdo ao extrato de levedura, como fonte de vitaminas e aminoacidos para
a obtencdo de células, enzimas e etanol por Z. mobilis (LAWFORD &
ROUSSEAU, 1997; SILVEIRA et al., 2001). Entretanto, SILVEIRA et al. (2001)
destacam que a utilizacdo deste subproduto em escala industrial fica limitada a

plantas fermentativas proximas a unidades de processamento de milho, visto que



58

a milhocina € um material facilmente contaminavel por microrganismos e,
portanto, de dificeis e onerosos transporte e armazenamento.

O uso de um extrato de levedura bruto em comparagdo com extrato de
levedura purificado comercial foi relatado por MALVESSI et al. (2006), sendo
avaliadas as concentragdes de 5,0 e 7,5 g/L de ambas as fontes nutricionais no
meio de cultivo de Z. mobilis ATCC 29191. Os autores demonstraram que com o
extrato de levedura bruto, com valor entre 20 e 25 vezes inferior que o do produto
purificado, excelentes resultados em termos de crescimento celular, producéo do
complexo enzimatico GFOR/GL e de etanol em cultivos de Z. mobilis séo obtidos.
Da mesma forma, KAWAGUTI et al. (2007) em cultivo de Erwinia sp. D12 relatam
a eficiéncia do emprego de Prodex Lac® (15 g/L) como fonte de vitaminas e
nitrogénio na producéao de glicosiltransferase.

Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes de extrato de levedura bruto como fonte de vitaminas e nitrogénio
organico sobre a producao de biomassa, de etanol e na formagao do complexo

enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis ATCC 29191.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Z. mobilis ATCC 29191. As culturas foram
repicadas mensalmente em meio liquido, descrito em MALVESSI et al. (2006) e

incubadas a 30°C e estocadas a 4°C.
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Meios de cultivo

O meio de cultivo utilizado para a ativacdo e conservacédo das culturas,
preparo de indculo e ensaios fermentativos — tinha a seguinte composicao (g/L),
excetuando glicose: (NH4)2.SO4, 2,0; MgSO04.7H,0, 1,0; FeS0O4.7H,O, 0,01;
KH,PO,, 3,5; extrato de levedura bruto Prodex Lac® (Prodesa S.A., Brasil), 7,5
(MALVESSI et al., 2006). O meio de ativagéo e conservagao da cultura continha
20 g/L de glicose e pH ajustado para 5,5. Nos meios usados para a preparagao
dos inéculos, foram utilizados 100 g/L de glicose e 5 g/L de CaCO3 para o controle
do pH em torno de 5,5. Para a produg¢ao de biomassa, nos ensaios realizados em
biorreator, era preparada uma solugdo concentrada de glicose (500 g/L) e
adicionado ao meio o volume necessario, de acordo com a concentragao definida
para o ensaio (150 g/L). Além da condigdo padrao, concentragdes de extrato de
levedura bruto (ELB) entre 2,5 e 12,5 g/L foram testadas. A esterilizagdo dos

meios foi realizada em autoclave a 1 atm, por 15 minutos.

Condigbes experimentais

O indculo foi preparado em frascos anaerdbios de 500 mL, dotados de filtro
para liberacao de CO,, contendo 450 mL de volume de meio total, mantidos sob
agitacdo orbital de 200 rpm (Certomat U-B. Braun Biotech), a 30°C, por
aproximadamente 10 horas. Os ensaios fermentativos foram realizados em
regime descontinuo, em biorreator de 7,0 litros com volume operacional de 5,5
litros, a 30°C, frequéncia de agitagao de 450 rpm e controle automatico de pH em
5,5 com NaOH 5M. Os meios foram preparados e esterilizados dentro da proépria

cuba do biorreator.
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Ao término dos cultivos, o liquido fermentado foi centrifugado a 6000 rpm,
por 20 minutos. As células concentradas foram permeabilizadas a partir da
mistura de igual volume de suspensao celular concentrada e 0,2% (m/v) de
brometo de cetil-trimetil aménio (CTAB), sob agitagcédo, por 10 minutos (REHR et
al., 1991). A permeabilizagdo celular foi realizada com o intuito de inativar o
metabolismo fermentativo da bactéria. A biomassa permeabilizada foi utilizada
para a determinacao da atividade de GFOR/GL enquanto parte do sobrenadante

foi utilizado para a determinacao de etanol.

Metodologia analitica

A determinacao da concentracao celular durante o cultivo foi estimada pela
medida da absorbancia de suspensdes celulares, a 560nm, em espectrofotdmetro
(Aurora Instruments UV-210) e ao final do processo, apés consumo total de
glicose, diretamente por gravimetria, apés a secagem das amostras em estufa a

90°C.

Uma aliquota de amostra de cultivo (aproximadamente 2 mL) foi coletada
periodicamente, centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
utilizado para a dosagem de agucares redutores pelo método do acido 3,5-di-
nitro-salicilico — DNS (MILLER, 1959), utilizando curva padrao de glicose.

A atividade conjunta de glicose-frutose oxidorredutase e glucono-5-
lactonase (GFOR/GL) foi determinada a partir da incubagdo de determinado
volume de suspensao de células permeabilizadas de Z. mobilis, correspondente a
concentragéo de 4 g/L, em reator de 300 mL, contendo 100 mL de solugao

equimolar de glicose/frutose (0,7 mol/L). O sistema foi mantido a 39°C, sob
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agitacdo magnetica, e pH automaticamente controlado em 6,4 pela adigcdo de
solugdo de NaOH 1M, acoplado a um controlador automatico de pH (Consort
modelo R735, Bélgica) (MALVESSI et al., 2006). Uma unidade de GFOR/GL (U)
foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol de &cido
gluconico por hora, nas condi¢cdes de teste, sendo a atividade expressa em
unidades por grama de células secas (U/g).

Para a dosagem de etanol, o sobrenadante obtido ao final do cultivo foi
previamente destilado, sendo, em seguida, determinada a densidade e o teor de
etanol (% v/v) das solugdes alcodlicas em equipamentos acoplados Densimat e

Alcomat (Gibertini, Italia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicéo do meio de cultura é fator determinante no crescimento celular,
consumo de substrato e producéo de etanol por Z. mobilis, requerendo para isso, a
presenca de fonte de carbono, vitaminas e nitrogénio organico. Nesse trabalho, foi
avaliada a influéncia de diferentes concentracbes de extrato de levedura bruto
(ELB) - 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e 12,5 g/L - como fonte de vitaminas e nitrogénio
organico — no cultivo de Z. mobilis em regime descontinuo.

Na Figura 1, sdo mostrados os perfis cinéticos do crescimento celular e da
concentracdo de acucares redutores nestes cultivos. Pode-se observar o
progressivo incremento da concentragao final de biomassa de 3,3 para 4,5 g/L
com o aumento da concentracao de ELB de 2,5 para 10,0 g/L, respectivamente.
Entretanto, com 12,5 g/L de ELB, uma concentracdo de 4,0 g/L de biomassa

celular foi alcangada, sugerindo a possibilidade de inibicdo do crescimento em
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funcao da concentragdo de ELB utilizada no processo (Figura 1A). Com relagao a
concentracdo de agucares redutores, independentemente da concentracdo de
ELB testada, valores residuais insignificantes foram observados ao final do
processo, cerca de 1,0 g/L, tratando-se, provavelmente, de substancias redutoras
nao metabolizaveis por Z. mobilis (Figura 1B). O tempo de processo,
correspondente ao periodo de total consumo de substrato, variou de 12 horas, no
ensaio com 10,0 g/L de ELB, a 15 horas, com ELB de 2,5 g/L, sendo observado,
no ultimo caso, a limitacdo da fonte de nutrientes, que levou a reducado da
velocidade global do processo ja nas suas horas iniciais, prolongando o tempo de

fermentacao.

1204

90+

Glicose (g/L)

60+

Biomassa (g/L)

30 A

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 1. Biomassa celular [A] e glicose [B] em fungao do tempo de cultivo de Zymomonas
mobilis ATCC 29191 em regime descontinuo, em meio com diferentes concentragbes de
extrato de levedura bruto (m) 2,5; (0) 5,0; (A) 7,5; (V) 10,0; (e) 12,5 g/L.

A Figura 2 ilustra a variagdo das velocidades especificas de crescimento

(Mx) com o tempo de processo nos diferentes ensaios.
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Figura 2. Velocidade especifica de crescimento (u,) em fungdo do tempo de
cultivo de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontinuo, em
meio com diferentes concentracdes de extrato de levedura bruto (A) 2,5; (B)
5,0; (C) 7,5; (D) 10,0; (E)12,5 g/L.

Como observado na Figura 2, entre os resultados de maxima velocidade
especifica de crescimento (uxm), 0 valor mais baixo foi obtido para o cultivo que foi
conduzido com 2,5 g/L de ELB (uxm= 0,17 h™"), por volta de 4 horas de processo,
indicando a ocorréncia de limitagdo da fonte de nitrogénio orgéanico e vitaminas ja
na fase exponencial de crescimento. Por outro lado, com as concentracbes de
5,0, 7,5 e 10,0 g/L de extrato, valores semelhantes de pym (0,25 a 0,27h™") foram
calculados, porém em tempos de processo ligeiramente diferentes. No cultivo
conduzido com 12,5 g/L de ELB, possivelmente devido a inibigdo provocada pelo
excesso de concentragédo de alguma substéncia presente no ELB, valor de pxm de
0,21 h™" foi obtido.

SILVEIRA et al. (2001) relatam a obtencédo de concentragéo celular de 5,0

g/L e uxm de 0,33 h™', em cultivo de Z. mobilis com milhocina (25 g/L), sendo
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também observados resultados semelhantes com o emprego de extrato de
levedura purificado comercial no meio de cultivo (5,0 g/L e 0,35 h™).

O fator de conversao de substrato em células (Yxss) foi determinado para as
diferentes condigdes experimentais testadas. Nos cultivos contendo 2,5 e 5,0 g/L
de ELB, foi obtido 0,018 g de biomassa seca / g de glicose consumida e cerca de
0,030 g/g nos ensaios com de 7,5, 10,0 e 12,5 g/L de ELB. Estes resultados, mais
uma vez, podem ser explicados pela caréncia nutricional nas duas concentragdes
mais baixas de ELB avaliadas. Estes dados sdo semelhantes aos obtidos por
SILVEIRA et al. (2001), porém com o uso de 25 ou 40 g/L de milhocina. Os
autores relatam a obtencido de concentragao celular de Z. mobilis aproximada de
5,0 g/L, conversao de substratos em células de 0,031 g/g e rendimento em etanol
de 93%, salientando que estes valores foram comparaveis aos obtidos com a
utilizagao de 5 g/L de extrato de levedura purificado comercial.

Os valores de fator de conversao de substrato em produto (Ypss) foram
semelhantes em todas as condi¢des testadas (0,43 g de etanol / g de glicose
consumida). Este resultado ja era esperado, visto que Z. mobilis utiliza a produgao
de etanol como, praticamente, a unica rota bioquimica de formagcao de energia.
Em decorréncia, os rendimentos médios calculados em relagdo ao maximo
teorico, também foram semelhantes (cerca de 85%). A produtividade em etanol foi
de aproximadamente 4,4 g/L/h nos cultivos conduzidos com 2,5 e 12,5 g/L de
ELB, enquanto resultados superiores foram atingidos para 5,0 e 7,5 g/L de ELB
(4,8 g/L/h) e 10,0 g/L de ELB (5,5 g/L/h).

A atividade enzimatica especifica foi determinada nos diferentes ensaios

com extrato de levedura bruto com o intuito de avaliar a influéncia deste
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componente do meio sobre a formagao do complexo GFOR/GL. Valores
préoximos, entre 22 e 24 Ulg, foram medidas com ELB entre 2,5 e 10,0 g/L,
havendo uma redugao para 18 U/g em meio com 12,5 g/L da fonte nutricional.
Com relagao a formagao do complexo enzimatico GFOR/GL, atividade especifica
de 13 U/g foi obtida no cultivo de Z. mobilis em meio contendo 5 g/L de extrato de
levedura ou ainda com 25 g/L de milhocina (SILVEIRA et al., 2001).

Na Figura 3 estdo representados os dados de atividade enzimatica obtida
com células/enzimas provenientes dos diferentes cultivos com ELB, ressaltando-
se que este parametro é determinado pelo produto da atividade especifica das

enzimas GFOR/GL pela concentragao celular final.
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Figura 3. Atividade de GFOR/GL, em unidades enzimaticas por volume de
meio (U/L), presente em células livres de Zymomonas mobilis ATCC
29191, em fungado das diferentes concentracdes de extrato de levedura
bruto utilizadas no meio de cultivo (2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e 12,5 g/L).
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Atividades superiores de GFOR/GL, em unidades enzimaticas por volume de
meio, aproximadas de 100 U/L, foram atingidas nos cultivos com 7,5 e 10,0 g/L de
ELB, enquanto valores mais baixos, cerca de 80 U/L, foram obtidos com 2,5 e 5,0
g/L de ELB, sendo estes titulos enzimaticos decorrentes, fundamentalmente, das
concentracdes celulares alcangcadas em cada condicdo. Com a utilizacdo de 12,5
g/L de ELB, além de ter sido desfavorecido o crescimento microbiano, também foi
observado um efeito negativo sobre a atividade enzimatica, sendo obtida cerca de

70 U/L.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho confirmam que o extrato de levedura
bruto Prodex Lac® pode ser usado como fonte alternativa ao extrato de levedura
purificado comercial como fonte de vitaminas e nitrogénio organico para a
producdo de biomassa, etanol e do complexo enzimatico GFOR/GL de
Zymomonas mobilis.

Em 7,5 e 10,0 g/L de extrato de levedura bruto obteve-se produtividades
em etanol de 4,8 g/L/h e 5,5 g/L/h, respectivamente, e titulos enzimaticos de
GFOR/GL por volta de 100 U/L. Estes dados indicam a viabilidade deste

bioprocesso em escala industrial.
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5.2 RESULTADOS II

Producao de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-é-lactonase e etanol
por Zymomonas mobilis cultivada em regimes descontinuo e descontinuo

alimentado
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Producao de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-é-lactonase e etanol
por Zymomonas mobilis cultivada em regimes descontinuo e descontinuo

alimentado

RESUMO

Neste trabalho, a formagédo simultdnea do complexo enzimatico glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR) / glucono-o-lactonase (GL) e de etanol por Zymomonas
mobilis foi avaliada em regime descontinuo (RD), em meio com concentragao
inicial de glicose (Sp) de 150 e 200 g/L, e em regime descontinuo alimentado
(RDA), com concentragdo de substrato equivalente a Sop = 200 g/L em
descontinuo. Em RD com S, = 200 g/L, nao foi observado qualquer
desenvolvimento do cultivo apdés 12 horas de incubacdo devido a inibicao
provocada pela alta concentragao de substrato. Em RD com Sy de 150 g/L e em
RDA, concentragdes celulares finais de cerca de 4,1 - 4,2 g/L foram obtidas. A
aplicacdo de um pulso de nutrientes ao meio de producdo durante o cultivo em
RDA nao resultou em aumento da concentracdo de biomassa, indicando que a
limitagdo do crescimento n&o decorre da auséncia de algum nutriente essencial,
mas possivelmente da alta concentracdo de produto atingida (94 g/L) nesta
condicdo. Rendimentos em etanol proximos a 95% foram calculados para os
cultivos conduzidos em ambos os regimes de operagdo. Nas condi¢des testadas,
valores de atividade especifica de GFOR/GL entre 25-27 unidades enzimaticas
por grama de células secas foram alcangados. Os resultados mostram que, em

RDA, é possivel obter-se elevadas atividades de GFOR/GL e altas produtividades
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em etanol, ja que a inibigo do crescimento microbiano pelo substrato é

significativamente amenizada.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase/glucono-s-

lactonase, etanol, regime descontinuo, regime descontinuo alimentado.

INTRODUGAO

Zymomonas mobilis tem sido objeto de muitos estudos, sendo considerada
uma alternativa para a produgdo de etanol em larga escala, com algumas
vantagens em relagdo ao uso de leveduras, comumente usadas neste processo.
Esta bactéria utiliza como fonte de carbono glicose, frutose e sacarose,
apresentando tolerancia a altas concentragdes de agucares e etanol (VIIKARI, 1988,
SPRENGER, 1996).

Na fermentacdo alcodlica com Z. mobilis, normalmente é utilizada glicose
como substrato. Glicose atua, também, como indutor da formagdo do complexo
enzimatico periplasmatico composto por glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e
glucono-3-lactonase (GL), sendo que atividades mais altas sao obtidas quando
maiores concentracdes de substrato estdo presentes no meio de cultivo
(ZACHARIOU & SCOPES, 1986).

As enzimas GFOR e GL, presentes em células de Z. mobilis, apresentam
grande potencial de utilizagdo industrial, visto que catalisam a bioconversédo de
quantidades equimolares de frutose e glicose em sorbitol e acido glucbnico

(ZACHARIOU & SCOPES, 1986), produtos que tém varias aplicagdes nas areas



72

de alimentos e farmacéutica, entre outras (HUSTEDE et al., 2003, SILVEIRA &
JONAS, 2002; JONAS & SILVEIRA, 2004). O processo de produgao de sorbitol e
acido glucénico, utilizando GFOR/GL de Z. mobilis, inclui, em sua maioria, as
seguintes etapas: i) cultivo de Z. mobilis em glicose para obtengdo das enzimas,
ii) concentragdo da biomassa celular por centrifugagdo ou outro método, iii) uso
de agentes permeabilizantes da parede celular para evitar o metabolismo
fermentativo da bactéria, iv) imobilizagdo da biomassa em diferentes suportes
como forma de permitir o reaproveitamento das enzimas em sucessivas
bioconversdes e v) bioconversao de substratos em produtos (CHUN & ROGERS,
1988, REHR et al., 1992). Alternativamente, SILVEIRA et al. (1999) propuseram
um processo com células de Z. mobilis ndo permeabilizadas e ndo imobilizadas
em que, segundo os autores, o custo da etapa de produ¢cao de GFOR/GL poderia
ser compensado pelo etanol produzido simultaneamente durante o cultivo.
ERZINGER (1996) e WISBECK et al. (1997) relatam rendimentos em etanol
superiores a 90% em trabalhos com diferentes linhagens desta bactéria. Estes
autores descrevem, entretanto, que altas concentragbes iniciais de glicose, em
processo em batelada, levam a significativa redugao da produtividade devido a
inibicdo pela concentracao de substrato. ERZINGER et al. (2003), em estudos
visando a producdo do complexo enzimatico GFOR/GL e de etanol por Z. mobilis,
em regimes descontinuo e descontinuo alimentado, mostraram que a condugao do
processo em regime descontinuo alimentado é uma estratégia interessante a ser
usada quando altas concentragdes de glicose sdo necessarias no cultivo desta

bactéria.
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Visto que para a obtencéao de altas atividades do complexo GFOR/GL e de
também altas concentracdes de etanol é necessario o uso de concentracdes de
glicose em niveis inibidores para a atividade metabdlica de Z. mobilis, o presente
trabalho teve como objetivo estudar a condugdo do processo em regime

descontinuo e descontinuo alimentado.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo
O microrganismo utilizado em todos os ensaios foi Zymomonas mobilis
ATCC 29191. As culturas foram repicadas mensalmente em meio liquido,

incubadas a 30°C e, posteriormente, estocadas a 4°C.

Meios de cultivo

O meio de cultivo usado nos experimentos foi descrito por MALVESSI et al.
(2006), contendo em g/L: (NH4).SO4, 2,0; MgS04.7H,0, 1,0; FeS0,4.7H,0, 0,01;
KH,PO4, 3,5; extrato de levedura Prodex Lac® (Prodesa S.A, Brasil) 7,5.
Dependendo da aplicagao, diferentes concentragdes de glicose foram adicionadas
ao meio: conservagao, 20 g/L; inéculo, 100 g/L; cultivos em regime descontinuo
(RD), 150 ou 200 g/L; cultivos em regime descontinuo alimentado (RDA), massa
equivalente a 200 g/L . No preparo dos indculos, foram adicionados ao meio 5 g/L
de CaCOj3; para o controle do pH proximo de 5,5. As esterilizagdes dos meios e
das solugdes de glicose foram feitas separadamente, em autoclave, a 1 atm por

15 minutos.
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Condigbes experimentais

Os ensaios foram realizados em biorreator de 7,0 litros, contendo 5,5 litros
de meio de cultivo. O processo fermentativo foi conduzido a 30°C, frequéncia de
agitadores de 450 rpm e controle automatico do pH em 5,5 com solugdo de NaOH
5M. O indculo foi previamente preparado em frasco anaerdbio de 500 mL, dotado
de filtro para liberagdo de CO,, contendo 450 mL de volume de meio total,
mantido sob agitagao orbital de 200 rpm (Certomat U, B. Braun Biotech), a 30°C,
por aproximadamente, 10 horas.

Nos cultivos em regime descontinuo alimentado, foi utilizado um volume
inicial de 4,9L do meio de cultivo, contendo 150 g/L de glicose. Quando cerca de
50% da concentragéo inicial de glicose foi consumida pela populagdo microbiana,
foi feita a adicdo de 0,6 L de solugdo de glicose 610 g/L (RDA1).
Alternativamente, a solugcéo de glicose foi suplementada com nutrientes do meio
de cultivo, em concentragido proporcional ao substrato adicionado inicialmente ao
reator (RDA2).

Ao término dos cultivos, o meio fermentado foi centrifugado a 6000 rpm,
por 20 minutos (Centrifuga Sigma 4K-15). As células concentradas foram
permeabilizadas a partir da mistura de igual volume de suspensdo celular
concentrada e 0,2% (m/v) de brometo de cetil-trimetii aménio (CTAB), sob
agitacao, por 10 minutos (REHR et al., 1991). A permeabilizagdo das células foi
feita com o intuito de inativar o metabolismo fermentativo da bactéria. A biomassa
permeabilizada foi utilizada para a determinacdo da atividade de GFOR/GL

enquanto parte do sobrenadante foi utilizado para a determinacéo de etanol.
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Meétodos analiticos

A concentragao celular foi determinada durante o cultivo pela medida da
absorbancia de suspensbes celulares a 560nm em espectrofotémetro (Aurora
Instruments UV-210) e ao final do processo, diretamente por gravimetria, apos a

secagem das amostras em estufa a 90°C.

Para a determinacio da concentracao de acucares redutores, uma aliquota
de amostra de cultivo (aproximadamente 2 mL) foi coletada periodicamente,
centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante utilizado na dosagem
de acgucares redutores pelo método do acido 3,5-di-nitro-salicilico — DNS

(MILLER, 1959), utilizando curva padrao de glicose.

A atividade enzimatica do complexo GFOR/GL de Z. mobilis foi
determinada a partir da incubacdo de um determinado volume de suspenséo de
células permeabilizadas de Z. mobilis, correspondente a concentragéo de 4 g/L,
em reator de 300 mL contendo 100 mL de solugéo 0,7 mol/L de frutose/glicose. O
sistema foi mantido a 39°C, sob agitacdo magnética, com o pH sendo
automaticamente controlado em 6,4 pela adicao de solugdo de NaOH 1M,
utilizando-se um controlador de pH (Consort, modelo R735, Bélgica) (MALVESSI
et al., 2006). Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de formar 1 mmol de acido glucénico por hora, nas condigbes do
teste, sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g).

A atividade de GFOR/GL, em unidades enzimaticas por volume de meio
(U/L), determinada ao final do processo, foi obtida pela multiplicagdo da atividade

especifica de GFOR/GL (U/g) pela concentragao celular final (g/L).
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Para a determinacao da concentracao final de etanol, o caldo sobrenadante
obtido ao final do cultivo foi destilado, sendo, em seguida, determinada a
densidade e o teor de etanol (% v/v) das solugdes alcodlicas, utilizando os

equipamentos acoplados Densimat e Alcomat (Gibertini, Italia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados gerais dos ensaios realizados em regime descontinuo (RD) e

em regime descontinuo alimentado (RDA1 e RDA2) sao resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados gerais dos cultivos de Zymomonas mobilis em regime
descontinuo (RD), com concentracao inicial de glicose de 150 g/L, e em regime
descontinuo alimentado, com concentragdo de glicose equivalente a 200 g/L
(RDA1, alimentagdo com solugdo 610 g/L de glicose; RDA2, alimentagdo com

solugéo 610 g/L de glicose suplementada com nutrientes do meio de cultivo).

Regimes de operagao

Parametros RD RDA1 RDA2
Yyws (9/9) 0,030 0,020 0,019
Yeis (9/9) 0,42 0,44 0,44
tem (W1 0,23 0,21 0,22
Etanol final (g/L) 70 94 94
Produtividade em etanol (g/h) 30 32 31
GFOR/GL especifica (U/g) 25 26 27
GFOR/GL total (U/L) 105 109 111

Yyxs - fator de converséo de glicose em células; Yps - fator de converséo de glicose em etanol; pym

- maxima velocidade especifica de crescimento
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A auséncia de dados sobre o cultivo RD com Sy = 200 g/L se justifica pelo
fato de nao ter sido observada qualquer atividade microbiana, até 12 horas apos a
inoculacgéo, evidenciando a ocorréncia de forte inibicdo pelo substrato. O aumento
do periodo de fase /lag e a diminui¢do do rendimento em etanol com utilizagdo de
concentragdes de glicose acima de 200 g/L foi relatado por SIVA-KESAVA et al.
(1995) e ERZINGER et al. (2003).

Na Figura 1, sdo apresentados os perfis de variagdo das concentragdes de
células e glicose com o tempo para o ensaio em RD. No cultivo em RD com Sy =
150 g/L, concentracédo de substrato que causa efeito inibidor moderado sobre o
crescimento de Z. mobilis (ERZINGER, 1996), o tempo de processo foi de cerca

de 12 horas (Figura 1).
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, Figura 1. Biomassa celular (e) e glicose (1) em fungdo do tempo de cultivo
de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontinuo, So= 150 g/L
glicose, a 30°C, pH 5,5.
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derando o efeito positivo de concentragbes mais altas de substrato na indugéo de
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GFOR, de acordo com ZACHARIOU & SCOPES (1986) e, por outro lado, a
sensibilidade osmética de Z. mobilis, que prejudica a velocidade do processo, a
condugao do processo em regime descontinuo alimentado foi avaliada. No Ensaio
RDA1, a alimentacdo de glicose foi feita entre 7 e 7,5 horas de processo,
enquanto no Ensaio RDA2, a alimentagao de glicose e nutrientes foi feita apés 8,5
horas de cultivo. Nestes ensaios, o processo foi concluido entre 15 e 16 horas.

Na Figura 2 sdo mostrados os perfis cinéticos para as mesmas variaveis

nos ensaios em regime descontinuo alimentado (RDA1 e RDA2).

N
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-
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Tempo (h) Tempo (h)

Figura 2. Biomassa celular (e) e glicose ([7) em fungdo do tempo, em cultivos de
Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontinuo alimentado, a 30°C, pH 5,5.
[A] RDA; [B] RDA2.

Nos ensaios em regime descontinuo alimentado, a concentragédo celular
final foi semelhante a alcangada em regime descontinuo, cerca de 4,2 g/L
(Figuras 1 e 2). Como em RDAZ2 foi feita a adicdo de nutrientes ao meio de
produgao durante o cultivo, com o fim de observar alguma eventual limitagao

nutricional, estes resultados se explicam pela inibicdo pelo etanol que, em RDA1
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e RDAZ2 atingiu concentragdes superiores (94 g/L) em relagéo a alcangada em RD
(70 g/L) (Tabela 1).

Com relagao ao fator de conversdo de substrato em células (Yxss), tendo
em vista as concentragdes celulares finais e a massa de glicose envolvida, o valor
mais alto foi obtido em regime descontinuo e valores inferiores foram encontrados
para os ensaios em descontinuo alimentado (Tabela 1),

Como as maximas velocidades especificas de crescimento (Pxm), S&o
estimadas nas fases exponenciais de cultivo, antes do inicio da alimentacao, nao
foram observadas, como esperado, diferengas entre os cultivos em RD e RDA
para este parametro (Tabela 1), ja que nos trés ensaios a concentragao inicial de
glicose foi a mesma (150 g/L).

Os dados obtidos para a conversao de glicose em etanol (Yps) € para o
rendimento em etanol, calculado em relagdao ao fator estequiométrico tedrico
(0,511 g etanol / g glicose), foram muito préximos nas trés fermentagdes, cerca de
95%, o que se explica pelo fato de Z. mobilis ser uma bactéria anaerébia que tem
na formagao de etanol sua unica via de producéo de energia (Tabela 1). Levando-
se em conta a concentracao final de etanol e o tempo de processo em cada um
dos ensaios, obtiveram-se produtividades em etanol semelhantes em RD e em
RDA (Tabela 1), demonstrando que as condigbes operacionais escolhidas
permitiram que fossem atingidas altas concentragdes do produto em RDA,
evitando-se, ao mesmo tempo, o efeito inibidor provocado por uma concentragao
excessiva de glicose.

A atividade especifica do complexo GFOR/GL, medida em células livres de

Z. mobilis, foi semelhante nos trés ensaios (Tabela 1), possivelmente em funcao
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da mesma concentracdo inicial de substrato utilizada, pois, como descrito por
ZACHARIOU & SCOPES (1986), a inducdo de GFOR é dependente da
concentracao de glicose a qual Z. mobilis € submetida. Com isso, tendo em vista
as concentracoes celulares muito proximas obtidas em RD e RDA, as atividades

totais em GFOR/GL também foram muito préximas.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho confirmam que a inibicado do crescimento de
Zymomonas mobilis ATCC 29191 por glicose pode ser evitada com a condugéao
do processo em regime descontinuo alimentado, permitindo, assim, a obtencao
de elevados rendimentos em etanol - proximos a 95% - e atividades do complexo
enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis superiores a 25 U/g.

Como decorréncia dos resultados deste trabalho, pode ser proposto um
estudo sobre o processo de bioconversao de glicose e frutose em acido glucbnico
e sorbitol, respectivamente, utilizando células de Z. mobilis, previamente
cultivadas, e contendo titulos significativos de GFOR/GL, em que a etapa de
producdo destas enzimas seja viabilizada economicamente pelo etanol

simultaneamente produzido.
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5.3 RESULTADOS Il

Producao biotecnoldgica de sorbitol e acidos organicos por Zymomonas

mobilis
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Producao biotecnolégica de sorbitol e acidos organicos por Zymomonas

mobilis

RESUMO

Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-é-lactonase (GL), enzimas
periplasmaticas de Zymomonas mobilis, além de catalisarem a bioconversédo de
glicose e frutose em acido glucdnico e sorbitol, respectivamente, podem ser
utilizadas na producdo de outros acidos organicos pela oxidagao de diferentes
aldoses. Neste trabalho, o uso de glicose foi comparado com o de aldoses
alternativas — maltose, galactose e lactose — em combinagdo com frutose.
Afinidades decrescentes do complexo enzimatico foram observadas com misturas
de frutose com glicose, maltose, galactose e lactose. A agcdo enzimatica foi
avaliada, particularmente, para os pares glicose/frutose e lactose/frutose, com
relagcdo a concentragao de substratos (0,1-1,5mol/L), pH (5,2-7,2) e temperatura
(837-54°C). Atividades superiores foram alcangadas a 45°C e pH 6,4, com
substratos na faixa 0,7-1,0 mol/L, para ambos pares de substratos. Porém, maior
estabilidade do complexo enzimatico foi verificada a 39°C. Rendimentos de
bioconversao de 95 e 85 % foram obtidos para os acidos gluconico e lactobidnico,
respectivamente. A maxima velocidade especifica de formagdo de produto,
medida nas primeiras horas de processo, foi de 17 mmol/g/h para o acido
glucénico e de 3,9 mmol/g/h para o acido lactobibénico, enquanto as
produtividades especificas foram determinadas em 1,07 e 0,95 mmol/g/h,

respectivamente para os dois produtos, resultados coerentes com a menor
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afinidade entre GFOR/GL e lactose. Os resultados indicam que o acido
lactobidnico, produto de alto valor agregado, pode vir a ser produzido por este

processo.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase, glucono-3-

lactonase, carboidratos, bioconversdo, acidos organicos.

INTRODUGAO

Zymomonas mobilis tem sido estudada nos ultimos anos em fung¢do da
descrigdo do processo biotecnolégico de obtengéo de acido glucénico e sorbitol, a
partir de glicose e frutose, respectivamente, pela acdo do complexo enzimatico
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR; EC 1.1.1.99) e glucono-s-lactonase (GL;
EC 3.1.1.17), enzimas presentes no periplasma da bactéria anaerdobia Gram-

negativa Z. mobilis (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).

A partir deste sistema enzimatico, observou-se um grande interesse na
obtencgao de sorbitol por este processo (CHUN & ROGERS, 1988; REHR et al.,
1991) substéncia que tem muitas aplicagdes principalmente nas industrias
farmacéutica e de alimentos (VOGEL, 2003; JONAS & SILVEIRA, 2004).
Entretanto, tendo em vista que, neste processo, a formagao de sorbitol e de acido
glucdnico se da em base equimolar, a transferéncia desta tecnologia para o setor
produtivo é dificultada pela incompatibilidade da demanda comercial do sorbitol e

do acido glucdnico, significantemente menor para o segundo produto.
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Além de glicose, foi mostrado por SATORY et al. (1997) que as enzimas
purificadas GFOR e GL de Z. mobilis ttm a capacidade de converter outros
carboidratos, associados a frutose, em seus respectivos acidos organicos. Entre
estes produtos, inclui-se o acido lactobiénico, resultado da oxidagao da lactose,
que apresenta grande importancia na area médica, como componente da solugao
U.W. (University of Wisconsin) para conservacdo de O6rgdos a serem
transplantados (SUMIMOTO & KAMADA, 1990, SOUTHARD & BELZER, 1995) e
na formulagdo de cosméticos especificos para o tratamento da pele (GRIMES et
al.,, 2004, YU & VAN SCOTT, 2004). A partir da obtencdo de outros acidos
organicos e seus sais, além do acido glucbnico, seria possivel compor um
conjunto de produtos que proporcionariam um balango de produgcdo compativel

com a demanda comercial do sorbitol.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a agéo
enzimatica do complexo GFOR/GL na presenca de frutose e diferentes aldoses
alternativas a glicose (maltose, galactose e lactose) com respeito aos efeitos do

pH, da temperatura e da concentragao de substratos.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e condi¢ées de cultivo

O microrganismo utilizado em todos os ensaios foi Zymomonas mobilis
ATCC 29191, cultivada em meio liquido, descrito por MALVESSI et al. (2006),
contendo 150 g/L de glicose como fonte de carbono e 7,5 g/L de extrato de
levedura (Prodex Lac® (Prodesa S.A, SP, Brasil), a 30°C. A produgao de

biomassa de Z. mobilis foi realizada em regime descontinuo, em biorreator de 7,0
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litros contendo 5,5 litros de meio de cultivo, a 30°C, 450 rpm e pH controlado em

5,5 com NaOH 5M.

Preparacao das células permeabilizadas

As células de Z. mobilis previamente cultivadas em glicose foram
permeabilizadas com o intuito de evitar o metabolismo fermentativo. Igual volume
de solugao 0,2% (m/v) de brometo de cetil-trimetilamdnio (CTAB) foi adicionado a
suspensdo celular concentrada (REHR et al, 1991). Apd6s 10 minutos sob
agitacdo magnética a 4°C, as células foram separadas por centrifugagcéo e
ressuspensas em agua destilada. Esta suspensdo de células permeabilizadas
contendo as enzimas GFOR/GL foi, entdo, utilizada nos diferentes testes

discutidos neste trabalho.

Caracterizagdo do complexo enzimatico GFOR/GL em células de Zymomonas

mobilis na presencga de frutose e diferentes aldoses

Para a avaliagdo da agao enzimatica conjunta de GFOR/GL em células
permeabilizadas de Z. mobilis, foram testados diferentes valores de pH (5,2 a
7,2), temperatura (37 a 54°C) e, adicionalmente, a termoestabilidade do complexo
enzimatico GFOR/GL, previamente exposto as temperaturas de 39, 43 e 45°C por
até 12 horas de reagéo.

Para a determinacdo dos parametros cinéticos de Michaelis-Menten, Ky e
Vmax, a atividade enzimatica de GFOR/GL em células de Z. mobilis foi

determinada utilizando solugbes com diferentes concentracbes equimolares de
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frutose/aldose, a 39°C e pH 6,4, condigdes descritas na literatura como ideais

para a agao catalitica de GFOR purificada (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).

Bioconverséo de frutose/aldoses em sorbitol e diferentes acidos orgénicos

Com o objetivo de avaliar a produgdo de sorbitol e diferentes acidos
organicos pelo complexo GFOR/GL em células de Z. mobilis, foram realizados
ensaios de bioconversdo com os pares frutose/aldose (glicose, maltose, galactose
e lactose). Os ensaios foram realizados a 39°C, em reator de mistura completa
contendo 240 mL de solugdo 0,7 mol/L de frutose/aldose e 25 g/L de células
permeabilizadas, sendo o sistema mantido sob agitacdo magnética. O pH foi
controlado em 6,4 pela adicdo automatica de solugdo de NaOH 10M para os

testes com glicose e 7M para as demais aldoses.

Meétodos analiticos

A determinacao da concentracao celular durante o cultivo foi estimada pela
medida da absorbancia de suspensdes celulares, a 560nm, em espectrofotdmetro
(Aurora Instruments UV-210) e ao final do processo, apdés consumo total de

glicose, diretamente por gravimetria.

Uma aliquota de amostra de cultivo (aproximadamente 2 mL) foi coletada
periodicamente, centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
utilizado para a dosagem de agucares redutores pelo método do acido 3,5-di-
nitro-salicilico — DNS (MILLER, 1959), utilizando curva padréo de glicose.

A atividade enzimatica de GFOR/GL foi determinada em solugdes

equimolares de frutose/aldose (0,7 mol/L), 4,0 g/L de células permeabilizadas, em
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um reator contendo 100 mL de meio reacional. O sistema foi mantido sob
agitacao magnética, a 39°C e pH controlado em 6,4 pela adicao automatica de
NaOH 1M (MALVESSI et al., 2006). Uma unidade de GFOR/GL foi definida como
a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol de acido organico por hora,
sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g).

As concentragdes dos acidos organicos foram calculadas de acordo com o

volume e a concentracdo de base utilizada durante a reacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade conjunta de glicose-frutose oxidorredutase/glucono-o-lactonase,
utilizando diferentes aldoses em substituicdo a glicose

Inicialmente, realizaram-se testes com frutose e as diferentes aldoses
(glicose, maltose, galactose e lactose), com o intuito de avaliar a atividade

catalitica do complexo GFOR/GL frente aos diferentes substratos (Figura 1).
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Figura 1. Atividade enzimatica de GFOR/GL presente em células
permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191, em solugao
equimolar de frutose e diferentes aldoses (0,7 mol/L), a 39°C e pH 6,4.

(Gle, glicose; Mal, maltose; Gal, galactose; Lac, lactose).
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Como observado na Figura 1, atividade superior foi obtida em mistura de
frutose/glicose (25 U/g), comprovando a alta afinidade entre GFOR e este
substrato, como descrito em ZACHARIOU & SCOPES (1986), seguida de maltose

(18 U/g), galactose (8,5 U/g) e lactose (5,0 U/g).

Atividade de glicose-frutose oxidorredutase/glucono--lactonase em células de
Zymomonas mobilis sob diferentes valores de pH, temperatura e concentragéo
de substratos

Nesta etapa, procurou-se determinar valores de pH (entre 5,2 a 7,2) e
temperatura (entre 37 a 54°C), que proporcionassem a obtencao de maior
atividade enzimatica de GFOR/GL, em solugdes contendo 0,7 mol/L de
frutose/maltose, frutose/galactose ou frutose/lactose, sendo avaliados
comparativamente a mistura de frutose/glicose.

A variacdo da atividade enzimatica em funcdo do pH e da temperatura,
utiizando os diferentes substratos, € mostrada na Figura 2. Como pode ser
observado na Figura 2A, para qualquer dos substratos avaliados, o valor de pH
ideal para a atividade catalitica da enzima situou-se em torno de 6,4, tal como
relatado por ZACHARIOU & SCOPES (1986) para GFOR purificada, tendo
glicose/frutose como substratos. Atividades mais altas foram obtidas com o par
glicose/frutose (26 U/g), comprovando a alta afinidade da enzima pelo substrato,

seguindo-se misturas de frutose com maltose, galactose e lactose.
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Figura 2. Atividade enzimatica de GFOR/GL presente em células permeabilizadas de
Zymomonas mobilis ATCC 29191, com o pH [A], a 39°C, e com a temperatura [B], em pH
6,4, utilizando solugbes equimolares (0,7 mol/L) de frutose/aldoses. (¢) glicose; (o)

maltose; (o) galactose; (A) lactose.

Com relacdo a temperatura, atividades enzimaticas superiores foram
obtidas com glicose e maltose, a 45°C, atingindo 36 e 21 U/g, respectivamente
(Figura 2B). Este valor é diferente do obtido por outros autores (ZACHARIOU &
SCOPES, 1986; REHR et al., 1991) que descrevem a temperatura de 39°C como
ideal para a acdo catalitica de GFOR/GL. Para a mistura frutose/galactose, foi
observado um patamar nos valores de atividade entre 39-43°C, cerca de 8,0 U/g.
Para lactose, a atividade manteve-se constante entre 43 e 47°C, em
aproximadamente 7,5 U/g.

Para que se defina a temperatura ideal da acao catalitica do complexo
GFOR/GL, a avaliacdo da resposta da atividade na forma descrita nao é
suficiente, sendo necessario, também, considerar a estabilidade enzimatica frente
a temperatura. Foram, entado, realizadas avaliagdes periddicas da atividade do

complexo GFOR/GL para os pares de substratos glicose/frutose e lactose/frutose.
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Os testes enzimaticos foram realizados com a exposi¢cao da suspensao celular
contendo as enzimas as temperaturas de 43 e 45°C, faixa que proporcionou a
obtencdo de titulos enzimaticos superiores (Figura 2B), e ainda a 39°C, como
condigdo padrao. A analise de estabilidade térmica foi realizada por até 12 horas,
apesar de o tempo de processo de bioproducdo de acido lactobibnico,
particularmente, ser necessariamente mais longo, como sera discutido
posteriormente. Os resultados dos testes enzimaticos de estabilidade do
complexo GFOR/GL frente a temperatura para as misturas glicose/frutose e

lactose/frutose sao mostrados na Figura 3.
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Figura 3. Atividade enzimatica de GFOR/GL, presente em células permeabilizadas de
Zymomonas mobilis ATCC29191, medida para glicose/frutose [A] e lactose/frutose [B],

em funcao do tempo de exposicao as temperaturas de 39, 43 e 45°C.

Particularmente para a mistura glicose/frutose, pequena variagdo na
atividade do complexo GFOR/GL foi observada em fungdo das temperaturas
testadas (Figura 3A). Com lactose, a queda gradual na atividade com o tempo de

exposigdo foi observada a 45°C, entretanto, mostrando atividade residual de 85 %
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em 12 horas (Figura 3B). Nas condi¢cbes testadas, a temperatura de 39°C seria a
mais recomendavel, pois proporcionou maior estabilidade durante o periodo de
exposicao das enzimas, sendo também relatada como ideal para a agao catalitica
do complexo GFOR/GL de Z. mobilis (ZACHARIOU & SCOPES, 1986; REHR et
al., 1991). Utilizando as misturas maltose/frutose e galactose/frutose, pequena
variagao da atividade enzimatica do complexo GFOR/GL foi observada durante o
periodo de avaliagéo (dados ndo apresentados).

Com os valores de pH e de temperatura estabelecidos, foi avaliado o efeito
da concentragao dos diferentes pares de aldoses/frutose (de 0,05 a 1,5 mol/L)

sobre a agao catalitica do complexo GFOR/GL (Figura 4).
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ior Figura 4. Atividade enzimatica de GFOR/GL, presente em células
permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em fungédo da
ati

concentracao de substratos, a 39°C e pH 6,4. (e) glicose/frutose; (o)

vid maltose/frutose; (o) galactose/frutose; (A ) lactose/frutose

ade foi alcangada com glicose, em razdo da afinidade entre GFOR e este

substrato, seguida de maltose, lactose e galactose. A partir dos dados de
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atividade enzimatica obtidos nas reacdes com concentracdes equimolares de
glicose/frutose, maltose/frutose e galactose/frutose, os parametros cinéticos
aparentes Ky e Vmax da equacdo de Michaelis-Menten da cinética enzimatica
foram estimados graficamente pelo método de Lineweaver-Burk.

Na Tabela 1 sdo demonstrados os parametros cinéticos aparentes obtidos
para GFOR/GL de Zymomonas mobilis com diferentes pares de substratos. Os
resultados confirmam que a glicose é o substrato preferencial para GFOR/GL
tendo em vista o mais baixo valor de Ky. Embora valor semelhante de Ky, tenha
sido estimado também para a galactose, o valor de Vnax, cerca de sete vezes
inferior ao obtido com glicose, confirma a maior afinidade enzimatica por este

carboidrato.

Tabela 1. Valores de parametros cinéticos aparentes Ky e Vnax oObtidos para o
complexo  enzimatico  glicose-frutose  oxidorredutase/glucono-é-lactonase

(GFOR/GL) de Zymomonas mobilis com diferentes pares de substratos.

Substratos Kwn (mol/L) Vimax (U/g)
Glicose/frutose 0,68 52
Maltose/frutose 2,0 47

Galactose/frutose 0,6 7,6

Cabe salientar que os resultados obtidos no teste enzimatico para a

mistura de substratos lactose/frutose ndo se ajustaram ao modelo, ndao sendo
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possivel, portanto, nas condicbes avaliadas, a estimativa dos parametros

cinéticos Ky € Vinax-

Ensaios de bioconverséo com células permeabilizadas de Zymomonas mobilis
Estes ensaios tiveram como objetivo a avaliagdo do comportamento do
processo de bioconversdao com células permeabilizadas de Z. mobilis em
solugbes com concentragées equimolares (0,7 mol/L) de glicose/frutose em
comparagao com as misturas de frutose com maltose, galactose ou lactose, a

39°C e pH 6,4 (Figura 5).
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Figura 5. Formacéao de acidos organicos [A] e produtividade especifica [B] em fungao do
tempo, em ensaios de bioconversao com células permeabilizadas de Zymomonas
mobilis ATCC 29191, em solugdo 0,7 mol/L de frutose/aldoses (glicose, maltose,
galactose e lactose), a 39°C e pH 6,4. () acido gluconico; (o) acido maltobidnico; (o)

acido galacténico; (A) acido lactobibnico.

Como mostrado na Figura 5A, com o par frutose/glicose foi atingida a mais
alta concentragéo final do respectivo acido organico (640 mmol/L), com menor

conversdo dos demais substratos em acido maltobidnico (570 mmol/L),
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galactonico (510 mmol/L) e lactobiénico (510 mmol/L). Na Figura 5B observa-se
que valores decrescentes de produtividade especifica foram obtidos a medida que
aldoses com menores afinidades a GFOR foram utilizadas. Como em geral
acontece em reagdes enzimaticas, a velocidade de conversdao ¢é
significativamente reduzida quando concentragdes muito baixas dos substratos
encontram-se presentes no meio. Neste sistema enzimético, em razdo da baixa
afinidade pelos substratos e do alto valor da constante de Michaelis-Menten (Ky) -
por exemplo, usando a mistura lactose/frutose - tem-se que as velocidades
maximas praticas sao atingidas com concentragdes de frutose e lactose da ordem
de 0,7 mol/L de cada agucar. Com isso, ao longo do processo de produgédo, a
medida que as concentracdes de substratos decrescem, a velocidade global e,
em decorréncia, a produtividade, é fortemente afetada.

A concentragdo molar maxima, a velocidade especifica de formacao dos
produtos, a produtividade especifica e a conversado obtida nos diferentes ensaios
sao resumidos na Tabela 2. Entre as aldoses testadas, resultados superiores de
concentragdo de produto, maxima velocidade especifica de formagao de acido
glucdnico, produtividade especifica e consequentemente, maior conversao, foram
atingidos na bioconverséo de glicose/frutose, comprovando a maior afinidade do
complexo enzimatico por glicose.

Resultados relevantes também foram alcancados nos ensaios de
bioprodugdo de acido maltobiénico e acido galactonico, a partir de maltose e

galactose, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados gerais da bioconversdao com frutose/aldoses (glicose,
maltose, galactose e lactose) visando a obtencdo dos respectivos acidos
organicos, pela agcao do complexo enzimatico glicose-frutose oxidorredutase /

glucono-3-lactonase (GFOR/GL) de Zymomonas mobilis, a 39°C e pH 6,4.

Acido Concentragao Maxima Produtividade Conversao
organico maxima velocidade especifica (%)
(mmol/L) especifica  (mmol/g/h)
(mmol/g/h)

Glucbnico 640 17,4 1,07 95
Maltobiénico 570 7,0 0,95 88
Galacténico 510 51 0,85 87
Lactobibnico 510 3,9 0,85 85

Para a bioprodugdao de acido lactobibnico, os resultados obtidos foram
inferiores em quaisquer dos parametros considerados (Tabela 2). Entretanto, o
acido lactobibnico, produto de oxidacdo da lactose pelo complexo enzimatico
GFOR/GL de Z. mobilis, apresenta elevado valor agregado e importantes
aplicagbes industriais. Neste trabalho, a conversdo de 85 % em &cido
lactobidnico, em cerca de 24 horas de processo € consideravel em se tratando de
um processo biotecnologico e comparavel ao relatado por SATORY et al. (1997)
para o processo com GFOR livre, no qual foi atingido cerca de 90 % de conversao

em 60 horas de reacéo.
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CONCLUSOES

Foram observadas afinidades decrescentes entre o complexo enzimatico
GFOR/GL e misturas de frutose com glicose, maltose, galactose e lactose,
influenciando nos resultados gerais do processo.

Entre os produtos formados, o acido glucénico, com aplicagbes voltadas a
industria de alimentos e farmacéutica, foi o que apresentou melhores conversao e
produtividade especifica no processo (cerca de 95 % e 1,07 mmol de acido
glucénico por grama de células por hora). Para os &acidos maltobidnico e
galacténico, apesar dos relevantes resultados alcangcados nos ensaios de
produgao, nao foram, até o momento, relatadas na literatura aplicagdes industriais
especificas. No caso particular do acido lactobidnico, apesar da baixa afinidade
do complexo enzimatico por lactose, rendimento de bioconversao de 85 % foi
obtido, o que torna evidente o interesse no aprofundamento de estudos sobre a
sua obtencdo por via biotecnolégica a partir de lactose por este sistema
enzimatico, considerando, ainda, o alto valor agregado do produto e a

aplicabilidade na area médica e de cosméticos.
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5.4 RESULTADOS IV

Bioconversao de frutose e lactose em sorbitol e acido lactobiénico por

células permeabilizadas de Zymomonas mobilis
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Bioconversao de frutose e lactose em sorbitol e acido lactobiénico por

células permeabilizadas de Zymomonas mobilis

RESUMO

Acido lactobiénico e sorbitol podem ser obtidos por via biotecnolégica a partir de
lactose e frutose, respectivamente, pela agcdo do complexo enzimatico glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-s-lactonase (GL) de Zymomonas
mobilis. Paré@metros do bioprocesso como temperatura, concentragédo de células e
concentracdo de substratos foram avaliados visando a produgdo de acido
lactobiénico com células livres de Z. mobilis em biorreator de mistura completa. A
variagdo da concentracgao inicial de substratos (Sp), da concentragdo de células
permeabilizadas livres de Z. mobilis (X) e da temperatura (T) mostraram um
ganho pouco significativo na formagao de acido lactobiénico quando comparado
ao bioprocesso conduzido sob condi¢gdes operacionais padrdo: X = 25 g/L, Sp =
0,7M e T = 39°C. Apesar da baixa afinidade de GFOR/GL pelo substrato lactose,
este estudo revela a viabilidade da produgao biotecnolégica de acido lactobiénico
e sorbitol, uma vez que, neste processo, conversbes de cerca de 85 % sao

obtidas.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase/ glucono-5-

lactonase, bioconversao, acido lactobidnico.
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INTRODUGAO

Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-é-lactonase (GL), endo-
enzimas presentes no periplasma da bactéria anaerébia Gram-negativa
Zymomonas mobilis, catalisam a bioconversdo de frutose e glicose em
quantidades equimolares de sorbitol e acido glucénico (ZACHARIOU & SCOPES
1986). Tendo em vista que a demanda comercial de sorbitol é substancialmente
superior a do acido glucénico e considerando que, no processo biotecnolégico, a
formagao dos produtos se da em base equimolar, esta desproporgao dificulta a
economia do processo e, consequentemente, a transferéncia da tecnologia para o
setor produtivo.

ZACHARIOU & SCOPES (1986) e SATORY et al. (1997) mostraram que
GFOR tem a capacidade de catalisar a conversdo de outras aldoses em seus
respectivos acidos organicos, sendo destacado por SATORY et al. (1997) a
obtencdo de 4&acido lactobidnico como resultado da oxidacdo da lactose.
Posteriormente, MALVESSI et al. (2002) descreveram as bases do processo de
obtengcdo biotecnoldogica de sorbitol e acido lactobibnico com células
permeabilizadas livres de Z. mobilis.

Sorbitol apresenta aplicagdes voltadas para a industria de alimentos e
farmacéutica (SILVEIRA & JONAS, 2002; VOGEL, 2003; JONAS & SILVEIRA,
2004). Acido lactobidnico, por suas propriedades quelantes, é usado na
formulacdo de solugdo de conservagcdo de o6rgdos a serem transplantados
(soluggo U.W. - solugdo de Wisconsin) (SUMIMOTO & KAMADA 1990;

SUMIMOTO et al., 1990, SOUTHARD & BELZER, 1995) e, mais recentemente,
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passou também a ser muito utilizado na formulacdo de cosméticos por possuir
alto poder hidratante, cicatrizante e anti-radicais livres (GRIMES et al. 2004; YU &
VAN SCOTT, 2004).

Neste contexto, a bioprodugdo de acido lactobibnico pelo complexo
enzimatico GFOR/GL presente em células livres de Z. mobilis foi avaliada com
relacdo aos efeitos da concentragdo de substratos, de células/enzimas e da

temperatura, em reator de mistura completa.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo
Zymomonas mobilis ATCC 29191 foi utilizada em todos os ensaios. As
culturas foram repicadas mensalmente em meio liquido (MALVESSI et al., 2006),

incubadas a 30°C e, posteriormente, estocadas a 4°C.

Meios de cultivo

O meio de cultivo usado para o preparo do in6culo, produgédo de biomassa
e enzimas apresentava a seguinte composicdo (g/L): (NH4).SO4, 2,0;
MgS0O4.7H,0, 1,0; FeS04.7H,0, 0,01; KH,PO4, 3,5; extrato de levedura bruto
Prodex Lac® (Prodesa S.A., Brasil), 7,5, glicose, 20 (ativagdo) 100 (indculo) 150
(biomassa) (MALVESSI et al., 2006).

Os meios de cultivo e a solugdao concentrada de glicose (500 g/L),
preparada separadamente, foram esterilizados em autoclave (1atm, 121°C e 15

minutos).
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Condigbes experimentais

O indculo foi preparado em frasco anaerdbio de 500 mL contendo 450 mL
de meio de cultivo, mantido sob agitacdo orbital de 200 rpm (Certomat U, B.
Braun Biotech, RFA), a 30°C, por aproximadamente 10 horas.

A producao de biomassa de Z. mobilis contendo GFOR/GL foi realizada em
regime descontinuo, em reator de 7,0 litros com volume operacional de 5,5 litros,
a 30°C, frequéncia do agitador de 450 rpm e controle automatico de pH em 5,5.
Ao final do cultivo, as células foram concentradas e  posteriormente
permeabilizadas a partir da mistura de igual volume de 0,2 % (m/v) de brometo de
cetil-trimetil aménio (CTAB) e da suspenséao celular concentrada (REHR et al,,
1991). Apds 10 minutos sob agitagdo magnética a 4°C, as células foram

separadas por centrifugacao e ressuspensas em agua destilada.

Bioproducgé&o de acido lactobiénico com células livres de Zymomonas mobilis

As condigbes operacionais basicas usadas no processo de bioconversao
foram: temperatura, 39°C, volume reacional, 240 mL, concentragdo de células
permeabilizadas, 25 g/L e concentragcdo de substratos (frutose e lactose),
0,7mol/L. As solugdes de frutose e lactose foram preparadas em agua fervente
em razdo da relativamente baixa solubilidade de lactose em &gua nas
temperaturas testadas. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética e o pH foi
controlado em 6,4 pela adicdo automatica de solucao de NaOH 7M, acoplado a
um controlador automatico de pH (Consort modelo R735, Bélgica).

Além da concentragcao padrédo de substratos — 0,7 mol/L — a bioproducéo

de acido lactobibnico foi estudada em concentragdes de frutose / lactose de 1,0 e
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1,2 mol/L. Adicionalmente, os efeitos da variagdo da concentracdo de células
permeabilizadas de Z. mobilis (de 12,5 a 37,5 g/L) e da temperatura reacional (de

33 a 45°C) sobre a bioprodugao de acido lactobidnico foram estudados.

Métodos analiticos

A concentragao celular foi determinada durante o cultivo pela medida da
absorbéancia de suspensbes celulares a 560nm em espectrofotémetro (Aurora
Instruments UV-210) e ao final do processo, diretamente por gravimetria, apos

secagem das amostras em estufa a 90°C.

A atividade enzimatica foi determinada pela incubagao de 4 g/L de células
em solugdo 0,7 mol/L de lactose/frutose (100 mL), em reator de 300 mL, em pH
6,4 e 39°C. O sistema foi mantido em banho termostatizado, sob agitagcéo
magnética, com pH automaticamente controlado pela adicdo de solu¢gao de NaOH
1M acoplado a um controlador automatico de pH (Consort modelo R735, Bélgica)

(MALVESSI et al., 2006).

A velocidade de formacéao de acido lactobidnico foi estimada em fungao do
volume de alcali utilizado no controle do pH com o tempo. Uma unidade de
GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol
de acido lactobiénico por hora, nas condicbes dos testes, sendo a atividade

expressa em unidades por grama de células secas (U/g) (MALVESSI et al., 2006).

A concentracao de acido lactobiénico foi determinada de acordo com o

volume e concentracéo de base utilizada durante a reacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da concentragdo de substratos sobre a bioprodugcédo de acido lactobibnico

O efeito da concentracdo de substratos sobre a bioproducdo de acido
lactobiénico foi avaliada em solug¢des equimolares de frutose/lactose de 0,7, 1,0 e
1,2 mol/L, a 39°C e pH 6,4. E importante ressaltar que a solubilidade de lactose a
40°C é de cerca de 0,6 mol/L (MACHADO et al., 2000). Em solugbes preparadas
em agua fervente, como no presente trabalho, a solubilidade se aproxima de 1,1
mol/L (BUDAVARI et al., 1996). Desta forma, considerando, ainda, a presenca de
frutose no meio reacional, nestes ensaios incluiram-se testes enzimaticos com
solucdes saturadas de lactose.

Em estudos anteriores (capitulo Ill), foi avaliada a atividade enzimatica do
complexo GFOR/GL em relagdo a mistura de frutose e diferentes aldoses. Nestes
estudos, particularmente para lactose/frutose, atividades superiores foram
alcangadas com concentragao de substratos entre 1,0 e 1,2 mol/L. Entretanto,
estes testes sdo realizados por um periodo reacional curto, sendo necessaria uma
avaliagao mais completa da agdo enzimatica frente a concentragdes elevadas.

Os resultados gerais dos ensaios com as trés concentragdes de substratos
sdo mostrados na Tabela 1, sendo os perfis cinéticos ilustrados na Figura 1. A
maxima velocidade especifica de formagéao de acido lactobiénico (vm), em mmol
do produto por grama de células por hora (mmol/g/h), foi determinada pela diviséo
da velocidade de formagao do acido organico (mmol/L/h), medida graficamente

nas duas primeiras horas de processo, pela concentragao celular (g/L).
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Tabela 1. Resultados gerais dos ensaios de bioconversdo visando a producéo de
acido lactobibnico, utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis
ATCC 29191 e diferentes concentragdes de substratos, a 39°C, pH 6,4apos 24

horas de processo.

Concentragao Acido Conversao Maxima Produtividade
de lactobidnico (%) velocidade especifica
substratos (mmol/L) especifica (mmol/g/h)
(mmol/g/h)
0,7 mol/L 546 86 4,4 1,0
1,0 mol/L 694 80 4,5 1,3
1,2 mol/L 754 72 3,5 1,4
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Figura 1. Concentragdo de acido lactobidnico em fungdo do tempo, em
ensaios de bioconversao utilizando células permeabilizadas de Zymomonas
mobilis ATCC 29191, em solugdes de concentracao equimolar de
lactose/frutose, a 39°C e pH 6,4. 0,7 mol/L (A);1,0 mol/L (m);1,2 mol/L (e).
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Como pode ser observado na Tabela 1, valores crescentes em relagao a
concentragcado e produtividade especifica de acido lactobiénico, como esperado,
foram alcangados com o aumento da concentracéo de substratos, em 24 horas de
processo. As maximas velocidades especificas de formacdo de acido
lactobibnico, calculadas nas duas primeiras horas de cada bioprocesso, foram
semelhantes para 0,7 mol/L e 1,0 mol/L. Para 1,2 mol/L, a velocidade da reagéo
foi afetada negativamente, provavelmente, pela alta concentragao de substrato no
meio, sendo, estimada em 3,5 mmol/g/h. Esta queda também foi observada com
relacdo a conversao obtida em acido lactobiénico. Nos resultados atingidos para
as concentracoes finais de produto, € importante frisar que estes valores foram
afetados pela diluigdo provocada pelo volume de base adicionada para o controle
de pH.

O uso de mais altas concentragdes iniciais de substratos, desde que nao
provoquem inibicdo da reacdo, favorece, a principio, o processo, visto que a
constante cinética Ky de Michaelis-Menten para GFOR é elevada. Conforme
trabalho anterior (capitulo Ill), o valor de Ky para o par frutose/glicose, substratos
preferenciais para esta enzima, foi calculado em 0,68 mol/L. Por outro lado, esta
mesma baixa afinidade enzima / substrato faz com que nas horas finais do
processo, com menores concentracdes de substrato, ocorra uma forte reducao da
velocidade de reacéo (Figura 1). Contribui, também, para esta menor velocidade,
a perda de atividade decorrente da propria acdo enzimatica, conforme
previamente descrito por diferentes autores (GOLLHOFER et al., 1995;
NIDETZKY et al., 1997; SATORY et al., 1997). Assim, na bioconversao de lactose

em acido lactobidnico, tendo em vista a ainda mais baixa afinidade entre GFOR e
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este substrato, a conversao é significativamente prejudicada como mostrado na
Tabela 1.

Em fungdo dos resultados apresentados, especialmente dos dados de
conversao, na seqliéncia dos estudos foi usada concentracdo equimolar de

lactose e frutose de 0,7 mol/L.

Efeito da concentracédo celular sobre a bioprodugéo de acido lactobibénico

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentragdo de células
permeabilizadas de Z. mobilis sobre a bioprodu¢do de acido lactobiénico, foram
realizados testes com concentragdes inferiores e superiores em relagdao a
condicao padrao de 25 g/L. Como a concentragao de substratos nao foi variada
(0,7 mol/L de lactose/frutose), os resultados podem ser avaliados como uma
resposta a relagao enzima / substrato de cada ensaio.

Na Tabela 2 sdo resumidos os resultados gerais obtidos nestas condi¢des
e na Figura 2 sao ilustrados os perfis de produgao de acido lactobibnico em 24
horas de processo.

Maior velocidade especifica maxima de formagéo de acido lactobidnico foi
obtida com 25 g/L de células, observando-se queda de v, com o aumento da
concentracdo de células permeabilizadas de Z. mobilis acima deste valor.
Conversdes superiores a 80% foram determinadas com a utilizagéo de 25 a 37,5

g/L de células de Z. mobilis.
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Tabela 2. Resultados gerais dos ensaios de bioconversdo visando a obtencédo de

acido lactobibnico, utilizando diferentes concentragcbes de células permeabilizadas

de Zymomonas mobilis, a 39°C e pH 6,4, apds 24 horas de processo.

Concentragao Acido Conversao Maxima Produtividade
de células / lactobidnico (%) velocidade especifica
enzimas (mmol/L) especifica (mmol/g/h)
(g/L) (mmol/g/h)
12,5 420 64 3,7 1,48
20 460 70 3,1 1,02
25 546 85 4,2 0,98
37,5 556 86 3,0 0,67
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Figura 2. Concentragdo de acido lactobidnico em fungédo do tempo,

em ensaios de bioconversdo com células permeabilizadas de

Zymomonas mobilis ATCC 29191, em mistura de lactose/frutose

0,7mol/L, utilizando diferentes concentragdes celulares, em pH 6,4 e
39°C. (V) 12,5 g/L; (0) 20 g/L; (m) 25 g/L; (A) 37,5 g/L.
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Na Figura 2, observa-se, em geral, diminuicdo da velocidade reacional com
o tempo, pelas razdes ja discutidas, em todos os ensaios. A tendéncia do perfil
cinético da concentracao de acido lactobiénico em formar o caracteristico patamar
ao final do processo foi observada em todos os ensaios, especialmente nos dois
com concentragdes celulares mais baixas, em que concentragdes mais altas de
substrato ainda estavam presentes no meio, o que pode ser inferido pela
conversdo em produto. Este resultado sugere a ocorréncia de uma significativa
perda de atividade enzimatica ao longo do tempo de reacao, além da questdo da
baixa afinidade.

Por outro lado, com as concentragbes celulares acima de 25 g/L -
significando uma maior concentragdo enzimatica e, portanto, uma maior
disponibilidade de sitios ativos para o acoplamento do substrato — nao foi
observado qualquer ganho para o processo. No caso, deve-se levar em conta que
esta conclusdo se limita a este grupo de ensaios realizados com concentragao
inicial de substrato de 0,7 mol/L, uma vez que, como ja mencionado, 0s

resultados discutidos decorrem da relagéo enzima / substrato.

Efeito da temperatura sobre a bioprodugéo de acido lactobiénico
O efeito da temperatura, entre 33 e 45°C, sobre o processo de obtencio de
acido lactobibnico foi avaliado, sendo os resultados gerais mostrados na Tabela 3

e os perfis cinéticos apresentados na Figura 3.
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Tabela 3. Resultados gerais dos ensaios de bioconversdo visando a producéo de
acido lactobibnico, utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis

ATCC 29191, conduzidos em diferentes temperaturas, pH 6,4, apos 24 horas de

processo.
Temperatura Acido Conversao Maxima Produtividade
(°C) lactobidnico (%) velocidade especifica
(mmol/L) especifica (mmol/g/h)
(mmol/g/h)

33 429 65 2,4 0,76

37 486 74 2,7 0,87

39 546 84 4,4 0,98

42 531 82 4,1 0,96

45 529 82 3,0 0,95
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Figura 3. Concentragédo de acido lactobiénico em fungdo do tempo,
em ensaios de bioconversdo com células permeabilizadas de
Zymomonas mobilis ATCC 29191, em mistura de lactose/frutose
0,7mol/L, em diferentes temperaturas, pH 6,4. (¥) 33°C; (0) 37°C;(m)
39°C; (0) 42°C; (A) 45°C.
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Com qualquer dos parametros considerados na avaliagdo, os melhores
resultados foram encontrados a 39°C, com resultados préximos sendo obtidos a
42°C e, em seguida, a 45°C (Tabela 3). Estes resultados se justificam pela melhor
acao catalitica do complexo GFOR/GL de Z. mobilis a temperatura de 39°C, de
acordo com diferentes autores (ZACHARIOU & SCOPES, 1986; CHUN &
ROGERS, 1988; REHR et al.,, 1991; ERZINGER et al., 2003). Entretanto, em
estudos anteriores (capitulo IIl), temperaturas reacionais mais altas, entre 43 e
47°C, proporcionaram a obtencao de melhores atividades do complexo enzimatico
GFOR/GL de Z. mobilis em mistura de lactose e frutose (0,7 mol/L). A aparente
incoeréncia destes resultados com os do presente trabalho pode ter relagdo com
as diferentes condigbes, em termos de tempo de avaliagdo e concentragcao de
células de Z. mobilis, usadas nos testes de atividade e no processo de

bioconversao.

CONCLUSOES

Em funcdo do alto valor comercial do acido lactobidnico, a sua obtencao
por via biotecnoldgica consiste em um estudo de grande relevancia. No caso,
ressalte-se que esta substancia é utilizada, principalmente, na industria de
cosméticos, em que um processo natural de obtencdo das matérias-primas
permite a agregacao de um valor ainda maior aos derivados.

Apesar da evidente baixa afinidade entre o complexo enzimatico GFOR/GL
de Z. mobilis e lactose, os resultados deste trabalho mostram que, a partir da

definicdo adequada de alguns parametros operacionais do bioprocesso, €
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possivel a obtencédo de resultados relevantes em termos de conversdo de acido
lactobiénico - cerca de 85% - especialmente em se tratando de uma via
biotecnoldgica de producéo.

Estes resultados servem como base para o desenvolvimento de estudos
sobre o processo em maior escala, colaborando com a restrita quantidade de
informacdes encontradas na literatura especializada sobre a bioproducéo de acido

lactobionico.
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5.5 RESULTADOS V

Avaliagao de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-é-lactonase presentes
em células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio na

produgao de acido lactobidénico
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Avaliagao de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-é-lactonase presentes
em células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio na

producao de acido lactobiénico

RESUMO

Acido lactobiénico e sorbitol podem ser obtidos por via biotecnolégica a partir de
lactose e frutose, respectivamente, pela acdo do complexo enzimatico glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-d-lactonase (GL) contido no periplasma
de Zymomonas mobilis. A agao do complexo GFOR/GL em células de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de calcio foi avaliada com relagdo ao pH (5,2 a 9,7),
concentragao de substratos — lactose/frutose (0,1 a 1,3 mol/L) e temperatura (34 a
59°C). A estabilidade enzimatica foi estimada em ensaios consecutivos de
bioconversao entre 39-50°C e em valores de pH entre 6,4 e 7,9, por 12 horas.
Atividades enzimaticas superiores foram alcancadas com pH entre 7,0 e 8,0 e
temperatura de 47 a 50°C, mostrando um incremento de 24 e 35 %,
respectivamente, quando comparadas as condi¢des ideais descritas na literatura
para células livres (pH 6,4 e 39°C). Valores de Ky de 1,3 mol/L e Viax de 4,6 U/g
de células secas foram obtidos. No processo de bioconversdo com o sistema
imobilizado de Z. mobilis, os melhores resultados de producdo de acido

lactobiénico foram alcancados em temperaturas de 39 e 47°C e pH 6,4.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase/ glucono-5-

lactonase, imobilizagao, pH, temperatura, acido lactobiénico.
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INTRODUGAO

A bioproducéo de quantidades equimolares de sorbitol e acido glucénico a
partir de frutose e glicose, respectivamente, pelas enzimas glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR) e glucono-é-lactonase (GL) presentes em células de
Zymomonas mobilis (ZACHARIOU & SCOPES 1986), vem sendo estudada ha
alguns anos. Nestes estudos, o interesse recai, principalmente, sobre o sorbitol,
substancia ndo cariogénica com amplas aplicagdes nas industrias de alimentos e
farmacéutica (VOGEL, 2003; JONAS & SILVEIRA, 2004).

SATORY et al. (1997), utilizando enzimas purificadas, e MALVESSI et al.
(2002), trabalhando com células permeabilizadas de Z. mobilis, demonstraram
que GFOR/GL tém a capacidade de oxidar varias aldoses alternativas a glicose
levando a formagao dos respectivos acidos organicos, além de sorbitol, produto
da redugao da frutose que, obrigatoriamente, deve estar presente no meio para
que ocorra a reagao. Entre estes produtos, destaca-se o acido lactobidnico por
apresentar elevado valor comercial. O acido lactobidnico € utilizado na formulagao
de solugdes de conservagao de 6rgaos a serem transplantados (SUMIMOTO &
KAMADA 1990; SUMIMOTO et al., 1990, SOUTHARD & BELZER, 1995), na
fabricacdo de detergentes (GERLING & WILKE, 1991) e como recurso
multifuncional da cosmetologia (GRIMES et al. 2004; YU & VAN SCOTT, 2004).

Com o intuito de permitir a reutilizacdo do complexo enzimatico em
sucessivas bateladas de bioconversdo ou em regime continuo, a técnica de
imobilizagdo celular tem sido objeto de muitos estudos. Como suportes de

imobilizacdo, sdo comumente usados alginato de calcio (CHUN & ROGERS,
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1988), k-carragena (REHR et al., 1991) e ainda alguns tipos de polimeros
(KOEHNTOPP et al., 1996; FERRAZ et al., 2000). Visando a utilizagdo de células
imobilizadas de Zymomonas mobilis neste processo, alguns aspectos devem ser
considerados como a capacidade de retencao da atividade enzimatica, a
estabilidade da enzima frente a temperatura, pH e condicdes operacionais, a
possibilidade de operagdo do processo em regime continuo, além de desenhos
especificos de reatores (ZANIN & MORAES, 2004; MALVESSI et al., 2006b).
Neste contexto, a agcdo enzimatica do complexo GFOR/GL presente em
células permeabilizadas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio foi
avaliada com respeito a concentracdo de substratos (frutose e lactose), pH,
temperatura, estabilidade frente ao pH e a temperatura visando a bioprodugao de

acido lactobidnico.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo
Z. mobilis ATCC 29191 foi utilizada em todos os ensaios. As culturas foram
repicadas mensalmente em meio semi-sintético (MALVESSI et al., 2006a),

incubadas a 30°C e, posteriormente, estocadas a 4°C.

Meios de cultivo
O meio de cultivo usado para o preparo do inéculo, producédo de biomassa
e enzimas apresentava a seguinte composicdo (g/L): (NH4)2SO4, 2,0;

MgS04.7H,0, 1,0; FeS04.7H,0, 0,01; KH,PO4, 3,5; extrato de levedura bruto
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Prodex Lac® (Prodesa S.A., Brasil), 7,5 (MALVESSI et al., 2006a). Na preparagéo
do meio de ativagéo e conservagao, 20 g/L de glicose foram adicionados ao meio
basico e o pH inicial foi ajustado para 5,5. Para o preparo de inéculo, foram
adicionados ao meio 100 g/L de glicose e 5 g/L de CaCOs;, este ultimo para o
controle do pH em valores proximos a 5,5. Em biorreator, nos cultivos para
produgdo de enzimas, a concentragao inicial de glicose foi 150 g/L. Os meios

foram esterilizados em autoclave (1atm, 121°C e 15 minutos).

Condigbes experimentais de cultivo

Os in6culos foram preparados em frasco anaerobio de 500 mL, dotado de
filtro para liberacdo de CO,, contendo 450 mL de meio de cultivo, mantido sob
agitacao orbital de 200 rpm (Certomat U, B. Braun Biotech, RFA), a 30°C, por
aproximadamente 10 horas.

A producao de biomassa de Z. mobilis contendo GFOR/GL foi realizada em
regime descontinuo, em reator de 7,0 litros com volume operacional de 5,5 litros,
a 30°C, com frequéncia de agitadores de 450 rpm e controle automatico de pH em
5,5, utilizando solugao de NaOH 5M.

As células de Z. mobilis previamente cultivadas em glicose foram
permeabilizadas com o intuito de evitar o metabolismo fermentativo. Igual volume
de solucado 0,2% (m/v) de brometo de cetil-trimetilamonio (CTAB) foi adicionado a
suspensdo celular concentrada (REHR et al, 1991). Apdés 10 minutos sob
agitacdo magnética a 4°C, as células foram separadas por centrifugagcéo e

ressuspensas em agua destilada.
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Imobilizac&o de células de Zymomonas mobilis

Para a imobilizagao celular, foi adotada a metodologia descrita por
ERZINGER (1999). Alginato de sddio (Algogel 5540 Degussa Flavors & Fruit
Systems do Brasil Ltda) foi dissolvido em agua destilada a uma concentragao de
4% (m/v), mantido sob agitagdo mecéanica (450 rpm) para a hidratagdo por 12
horas. A solugéo de alginato de sédio foi adicionado igual volume de suspens&o
de Z. mobilis (50 g/L), sendo a mistura mantida sob agitacdo por cerca de 2 horas
para homogeneizagdo. Para a formagdo das esferas de alginato de caélcio e
imobilizagédo das células, todo o volume desta suspensao foi gotejado em solugao
de CaCl, 0,3M. A suspenséo celular de Z. mobilis previamente usada na mistura e
as esferas formadas apos o gotejamento foram reticuladas com glutaraldeido
0,5% (m/v) por 15 minutos, sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente
(JANG et al., 1992). As células imobilizadas foram mantidas a 4°C, em agua
destilada, sendo posteriormente utilizadas nos ensaios comparativos de atividade

enzimatica e bioconversao.

Efeitos do pH, da temperatura e da concentragdo de substratos sobre a atividade
do complexo glicose-frutose oxidorredutase/ glucono-d&-lactonase imobilizado em
alginato de calcio
Nos ensaios enzimaticos, assim como nos de bioconversido, as solucdes
de frutose e lactose foram preparadas em agua fervente em razdo da
relativamente baixa solubilidade de lactose em agua nas temperaturas testadas.
A atividade enzimatica do complexo GFOR/GL presente em células de Z

mobilis imobilizadas em alginato de calcio foi comparada sob diferentes valores
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de pH (5,2 a 9,7), de temperatura (34 a 59°C) e de concentragdo da mistura
lactose/frutose (0,1 e 1,3 mol/L), mantendo-se fixas, em cada caso, as demais

condicbes de determinacdo de atividade.

Ensaios de bioconversdo em reator de mistura completa com células imobilizadas
de Zymomonas mobilis

Os ensaios de bioconversdo foram realizados em reator de 600 mL,
contendo 240 mL de solugdo 0,7M de lactose/frutose e 20 g/L de células
previamente permeabilizadas e imobilizadas. O reator foi mantido sob agitagao
magnética, em banho termostatizado e pH controlado pela adicdo automatica de
solugdo de NaOH 7,0M, através de um controlador de pH (Consort modelo R735,
Bélgica).

A maxima velocidade especifica de formagédo de acido lactobidnico, em
mmol de produto por grama de células por hora (mmol/g/h), que corresponde a
préopria atividade de GFOR/GL, foi determinada nas primeiras horas do processo
de bioconversdo quando a curva de variagdo da concentragdo de produto com o
tempo apresentava um perfil linear.

Para avaliar a estabilidade do complexo enzimatico imobilizado com
respeito a temperatura e ao pH, o sistema foi testado em quatro ensaios
sucessivos de bioconversao com 3 horas de duracéo, resultando, ao final, em um
tempo de 12 horas na exposi¢cdo das enzimas as condi¢cbes testadas. Foram
avaliadas as temperaturas de 39, 43, 47 e 50°C e valores de pH de 6,4, 7,0, 7,5 e
7,9. Finalmente, com o objetivo de verificar o comportamento do processo de

bioconversao controlado sob diferentes niveis de pH e temperatura, os ensaios
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foram realizados nas faixas previamente identificadas como as mais adequadas,
em comparagdo com as condi¢gdes descritas na literatura para glicose e frutose
(pH 6,4 e 39°C), com células livres (ZACHARIOU & SCOPES), ou entre 6,5 e
7,0, a 39°C, para o sistema imobilizado em alginato de calcio (CHUN & ROGERS,

1988).

Meétodos analiticos

A concentragao celular de Z. mobilis durante o cultivo foi determinada
indiretamente pela medida da absorbancia de suspensdes celulares, a 560 nm,
em espectrofotbmetro (Aurora Instruments UV-210) e, ao final do processo, por
gravimetria. A atividade enzimatica em células imobilizadas em alginato de calcio
foi determinada pela incubagao de 10 g/L de células em solugdo 0,7 mol/L de
lactose/frutose (100 mL), em reator de 300 mL, em pH 6,4 e 39°C. O sistema foi
mantido em banho termostatizado, sob agitagdo magnética, com o pH sendo
automaticamente controlado pela adi¢ao de solugdo de NaOH 1M. A velocidade
de formacao de acido lactobidnico foi estimada em funcéo do volume de alcali
utilizado no controle do pH com o tempo. Uma unidade de GFOR/GL (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol de acido
lactobiénico por hora, nas condi¢cbes de teste, sendo a atividade expressa em
unidades por grama de células secas (U/g) (MALVESSI et al., 2006a).

A concentracdo de acido lactobidnico foi determinada de acordo com o
volume e a concentracdo da solucdo de NaOH utilizada para o controle do pH

durante a reacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da concentragdo de substratos sobre a atividade de glicose-frutose
oxidorredutase/glucono-oé-lactonase em células imobilizadas de Zymomonas
mobilis

Inicialmente, foi avaliado o efeito da concentragdao dos substratos sobre a
atividade catalitica do complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de calcio.

Estes resultados sdo mostrados na Figura 1.
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Figura 1. Atividade enzimatica do complexo GFOR/GL presente
em células de Zymomonas mobilis ATCC 29191, imobilizadas em
alginato de calcio, em fungdo das concentragdes relativas de
lactose/frutose (39°C, pH 6,4).

Atividades crescentes foram alcangcadas com o aumento da concentracao
de substratos (lactose/frutose). Entre 0,9 e 1,2 mol/L, resultados semelhantes
foram obtidos, aproximadamente 2,0 U/g, sendo observado o efeito negativo da

concentragado de lactose sobre a atividade enzimatica quando usado 1,3 mol/L
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(Figura 1). E importante ressaltar que a solubilidade de lactose a 40°C é de cerca
de 0,6 mol/lL (MACHADO et al, 2000). Em solugdes preparadas em agua
fervente, como no presente trabalho, a solubilidade se aproxima de 1,1 mol/L
(BUDAVARI et al., 1996). Desta forma, considerando, ainda, a presenca de
frutose no meio reacional, nestes ensaios incluiram-se testes enzimaticos com
solucdes saturadas de lactose.

Com base nestes dados (Figura 1), foram calculados os parametros
cinéticos aparentes Ky e Vimax, através da linearizagéo da expressao de Michaelis-
Menten, utilizando o método proposto por Lineweaver-Burk (Figura 2). Na
condicao testada, os valores aparentes de Ky € Viax obtidos foram de 1,3 mol/L e

4,6 U/g, respectivamente.
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Figura 2. Duplo-reciproco da atividade enzimatica do complexo
GFOR/GL presente em células de Zymomonas mobilis ATCC 29191,
imobilizadas em alginato de calcio, em fungdo da concentragdao de
lactose/frutose (pH 6,4, 39°C).
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De acordo com o modelo proposto por Michaelis-Menten, a velocidade
maxima de reagdo sera alcangada quando todos os sitios ativos disponiveis
estiverem ocupados pelo substrato. Entretanto, em concentragdes elevadas de
substrato, observa-se inibicdo, com consequente queda da velocidade de reacao,
sendo possivelmente esta a razdo de a maior atividade experimental (2,0 U/g)
obtida com lactose/frutose 1,1 mol/L ser muito inferior a calculada pelo modelo
(Figura 1).

A analise dos resultados de Ky e Vnax obtidos neste trabalho com o
sistema imobilizado para os substratos lactose/frutose em comparagdo com os
relatados na literatura para células livres de Z. mobilis (SATORY et al., 1997) sao
de dificil comparagdo. O emprego de células livres proporciona uma melhor
interacdo entre a enzima e o substrato, ao contrario do sistema imobilizado que,
dependendo da técnica, do tipo de suporte e do substrato utilizado, pode dificultar
a difusdo de substratos e produtos pra dentro e para fora das esferas de alginato,
reduzindo, consequientemente, a velocidade da reagdo (ZANIN & MORAES,

2004).

Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade de glicose-frutose
oxidorredutase/glucono-o-lactonase em células imobilizadas de Zymomonas
mobilis

Uma vez que a temperatura e o pH exercem grande influéncia sobre a
acao catalitica das enzimas, foi avaliado o efeito destas variaveis sobre o
complexo GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em alginato de calcio. O pH de 6,4

e temperatura de 39°C, ideais para enzimas livres, como ja relatado em trabalhos
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anteriores (ZACHARIOU & SCOPES, 1986; CARRA et al., 2003), foram utilizados
como condigdes padrao, representando 100% de atividade de GFOR/GL.

Nas Figuras 3A e 3B, sao representados os dados de atividade enzimatica
obtidos em diferentes valores de pH, a 39°C e em diferentes temperaturas, em pH

6,4, respectivamente.
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Figura 3. Influéncia do pH [A] e da temperatura [B] sobre a atividade enzimatica do
complexo GFOR/GL presente em ceélulas de Zymomonas mobilis ATCC 29191

imobilizadas em alginato de calcio, utilizando solugao lactose/frutose 0,7mol/L.

Conforme a Figura 3A, os melhores resultados de atividade enzimatica no
sistema imobilizado, a 39°C, foram medidos entre pH 7,0-8,0, mostrando um
incremento aproximado de 24% quando comparado com o pH 6,4. Nas condi¢des
testadas, valores de pH acima de 8,7 e abaixo de 6,2 exerceram efeito negativo
sobre a atividade enzimatica. A obtencdo de titulos enzimaticos superiores em
valores de pH mais altos que os normalmente empregados com células néo
imobilizadas se deve, pelo menos em parte, a problemas difusionais que

provocariam uma diminuigcdo do contato entre enzimas e substratos. O emprego
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de pH externo mais alto do que o suposto pH interno — inferior, em funcédo do
possivel acumulo de acido lactobiénico no micro-ambiente das esferas de alginato
de calcio — proporcionaria um aumento consideravel do pH interno as esferas
para niveis mais proximos ao ideal para o sistema nao imobilizado, favorecendo a
reacao.

Com relagdo a temperatura, foram realizados ensaios de atividade com
células imobilizadas de Z. mobilis numa faixa de 34 a 59°C, em pH 6,4 (Figura
3B). Um incremento aproximado de 35% na atividade enziméatica foi observado
entre 47 e 50°C, em comparagao com o resultado alcangado a 39°C. Em estudos
anteriores, CARRA et al. (2003) determinaram, também para lactose/frutose,
porém com células nao imobilizadas de Z. mobilis ATCC 29191, maxima atividade
de GFOR/GL entre 43 e 47°C, seguido de acentuado decréscimo a temperaturas
ainda mais altas. No presente estudo, o patamar em temperaturas mais elevadas,
observado para o sistema imobilizado, se deve, possivelmente, a maior
transferéncia de massa através das esferas de alginato de célcio que seria
proporcionada pelo aumento da temperatura, possibilitando a agao catalitica, ou,
ainda, algum tipo de efeito protetor do suporte em relagdo ao complexo

GFOR/GL.

Estabilidade enzimatica glicose-frutose oxidorredutase/glucono-s-lactonase em
células imobilizadas de Zymomonas mobilis frenfe ao pH e a temperatura
reacional

Para que seja obtido um rendimento médio de 70%, o processo de

bioconversio de lactose e frutose em acido lactobidnico e sorbitol com o sistema
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imobilizado de Z. mobilis deve ser conduzido por um periodo minimo de 24 horas,
uma vez que entre 12-15 horas ja é observada a redu¢éo na velocidade reacional
(MALVESSI et al.,, 2006b). Desta forma, torna-se necessaria uma melhor
avaliacdo da estabilidade catalitica do complexo GFOR/GL frente ao pH e a
temperatura por, no minimo, 12 horas. Foram entéo, realizados quatro ensaios
em bateladas consecutivas de 3 horas de duragao, atingindo, ao final, um periodo
de exposicdo das enzimas imobilizadas, a cada condicdo, de 12 horas. E
interessante observar que, segundo GOLLHOFER et al. (1995), a inativagcéo de
GFOR ocorre, especialmente, em decorréncia da propria agao enzimatica. Deste
modo, os testes de estabilidade, na forma realizada neste trabalho, sdo mais
significativos do que a simples exposi¢gdo prévia das enzimas a condi¢cao
supostamente inativadora.

Os valores de pH testados foram de 6,4 a 7,9, a 39°C. Os testes de
temperatura foram feitos entre 39 e 50°C, em pH 6,4. Em cada batelada, foi
estimada a maxima velocidade especifica de formagéo de acido lactobiénico (vm).
O meio reacional — solugdo de lactose/frutose — foi substituido apdés cada
batelada, evitando, assim, a influéncia da concentracdo de substratos, reduzida
pelo consumo no préprio processo, sobre a velocidade reacional. Portanto, as
variagdes ocorridas foram consideradas como decorrentes apenas do efeito da
temperatura ou do pH.

Os dados relativos a estabilidade frente ao pH s&do mostrados na Figura 4.
Como observado no primeiro ciclo de 3 horas, a velocidade (vn,) foi mais baixa em
todos os valores de pH avaliados. Esta constatagao pode ser devido ao fato de o

suporte ter sido recém-preparado e ainda apresentar-se excessivamente rigido,
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necessitando de um periodo mais longo para aumentar a difusdo através das
esferas de alginato (BERTASSO et al., 1996). A partir da segunda batelada,
houve pouca variacdo nos valores de vy, nas bateladas conduzidas em pH 6,4, 7,0
e 7,5 até o final das 12 horas de exposi¢cao das esferas, em média 2,3 mmol/g/h.
Entretanto, o sistema imobilizado, quando exposto ao pH de 7,9, ao contrario do
discutido anteriormente nos testes de atividade enzimatica, nos quais foram
atingidos altos titulos enzimaticos em valores entre 7,0-8,0 (Figura 2A), mostrou
queda maior de velocidade na quarta batelada (Figura 4). Este fato poderia estar
relacionado ao acumulo de acido lactobidénico nas esferas de alginato de calcio
e/ou a alteragbes conformacionais na molécula do biocatalisador, que afetariam a

estabilidade enzimatica (ZANIN & MORAES, 2004).
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Figura 4. Maxima velocidade especifica de formagado de acido
lactobidnico (v,,) medida para a mistura de lactose/frutose (0,7
mol/L), utilizando células imobilizadas de Zymomonas mobilis
ATCC 29191, em ciclos consecutivos de bioconversdo de 3 horas

de duragao, em diferentes valores de pH, a 39°C.
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Na Figura 5 sdo apresentados os resultados dos testes de estabilidade

enzimatica do complexo GFOR/GL imobilizado frente a temperatura reacional.
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Figura 5. Maxima velocidade especifica de formagdo de acido
lactobibnico (v,,) medida para a mistura de lactose/frutose
(0,7mol/L), utilizando células imobilizadas de Zymomonas mobilis
ATCC 29191, em ciclos consecutivos de bioconversao de 3 horas

de duragao, em diferentes temperaturas, pH 6,4.

Independentemente da temperatura avaliada, a velocidade foi mais baixa
na primeira batelada, como também observado nos testes de pH. A partir da
segunda batelada, pouca variagao foi observada nos valores de vy, até o final das
12 horas de exposicdo das esferas, com titulos enzimaticos superiores sendo
atingidos a 39, 43 e 47°C, em média 2,4 mmol/g/h (Figura 5). Por outro lado, a
50°C, atividades enzimaticas inferiores foram medidas em todos os ciclos,
atingindo, aproximadamente, 1,7 mmol/g/h, mostrando que, de fato, o sistema é
sensivel a pequena variacdo de temperatura, o que poderia explicar, também, o

comportamento cinético do processo nas condi¢des ilustradas na Figura 2B.
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Desse modo, levando-se em conta o tempo médio do processo de bioconverséo,
o0 uso de temperaturas entre 39 e 47°C permitiia a obtengdo de resultados
relevantes, com pouca variagido de atividade enzimatica no periodo avaliado.
Assim, os resultados discutidos neste trabalho confirmam que a
imobilizagdo do complexo enzimatico proporciona um aumento da estabilidade
operacional do sistema em comparacao com o uso de células livres. ZANIN &
MORAES (2004) relatam que, devido a restricdes difusionais, somente uma
fragdo da enzima imobilizada estaria ativa no inicio do processo, permanecendo a
restante como reserva, que somente comecaria a atuar quando a atividade inicial

estivesse desnaturada.

Bioprodugdo de acido lactobibnico por células imobilizadas de Zymomonas
mobilis sob diferentes combinagbes de valores de pH e temperatura

Com o objetivo de verificar o comportamento do processo controlado sob
diferentes niveis de pH e temperatura, foram realizados ensaios nas condigdes
normalmente descritas na literatura, pH 6,4 e 39°C, em comparagdo com as que
resultaram em maiores atividades nos ensaios de atividade e estabilidade
enzimatica (pH 7,5 e 47°C). Estes bioprocessos foram conduzidos por 24 horas,
salientando-se, novamente, que se trata de periodo suficiente para ser obtido
minimo de 70% de converséo.

Na Tabela 1 sdo resumidos os resultados gerais obtidos nestes ensaios de

bioconversao.
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Tabela 1. Resultados dos ensaios de bioconversido visando a producéo de acido
lactobidnico, com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de

calcio, conduzidos em diferentes temperaturas e pH.

Temperatura / Acido Maxima Produtividade
pH lactobionico Conversao velocidade especifica
(mmol/L) (%) especifica (mmol/g/h)
(mmol/g/h)
39°C/ pH 6,4 478 73 1,60 1,0
39°C/pH 7,5 467 72 1,70 0,97
47°C/ pH 6,4 490 75 2,07 1,0
47°C/pH 7,5 445 68 2,02 0,92

Como mostrado na Tabela 1, como esperado, as maximas velocidades
especificas de formacgao de produto foram maiores nos ensaios de bioconversao
conduzidos a 47°C, sugerindo um possivel efeito positivo da temperatura sobre a
transferéncia de massa no sistema, que favoreceria o contato enzima — substrato.
Esta velocidade inicial maior, no entanto, ndo resultou em ganhos significativos
em termos de conversao e de produtividade especifica de formacao de acido
lactobidnico, avaliados em 24 horas de processo, que foram praticamente iguais
nos ensaios a 39°C, nos dois valores de pH, e a 47°C, em pH 6,4, com
resultados inferiores a 47°C e pH 7,5. Neste ultimo caso, é possivel que com a
reducéo da velocidade, devida ao consumo do substrato, possa ter provocado um
equilibrio de pH entre os meios interno e externo as esferas de alginato de calcio

em valores excessivamente elevados para a agdo de GFOR/GL.
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Nas Figuras 6A e 6B, sdao mostrados os perfis de variacdo da concentragao

de acido lactobiénico com o tempo em

diferentes combinagdes destes parametros.
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Figura 6. Variagdo da concentragdo de acido lactobidnico em fungdo do tempo, em
ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis ATCC 29191 imobilizadas
em alginato de calcio, em mistura de lactose/frutose 0,7 mol/L, a 39°C e 47°C, em pH 6,4
[A] e 7,5 [B].

A continuidade do processo por um periodo mais longo resultaria em maior
producao de acido lactobidnico, influenciando, entretanto a velocidade reacional e
a produtividade global do bioprocesso (Figura 6).

Com o objetivo de estimar os valores de pH no micro-ambiente das esferas
de alginato de caélcio, ao final das 24 horas de condugdo dos processos de
bioconversdo em discussdo, as esferas foram coletadas, drenadas e colocadas
em agua deionizada em ebulicdo por 10 minutos. Com este tratamento,
pretendeu-se inativar o sistema enzimatico e cessar a reagao. A relagao entre o
volume de esferas e o volume de agua deionizada foi a mesma usada no

biorreator. Apds o tratamento, a suspensao foi deixada em repouso por 24 horas
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para que o pH atingisse o equilibrio em todo o sistema. O pH da agua foi medido,
considerando-se os valores obtidos como uma estimativa do pH interno das

esferas de alginato de calcio (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de pH interno das esferas de alginato de célcio, apds 24 horas

de bioconversao de lactose/frutose 0,7 mol/L em diferentes condi¢cdes de pH e

temperatura.
pH reacional Temperatura pH apds tratamento das células
(°C) imobilizadas a 100°C por 10 min
6,4 39 6,1
6,4 47 6,4
7,5 39 6,6
7,5 47 6,8

Como pode ser observado, valores de pH interno e externo mais préximos
entre si foram estimados para os ensaios a 47°C. No ensaio a 47°C e pH 7,5,
mediu-se o mais alto pH interno, 6,8, que se situa no extremo da faixa
considerada ideal para o uso de células livres de Z. mobilis neste bioprocesso,
apoiando a hipotese apresentada para justificar os resultados deste ensaio. A
partir destes resultados, pode-se sugerir que para o sistema imobilizado seria
interessante a operacdo do processo em pH 7,5 durante a fase de maxima
velocidade e, na seqléncia, com valores decrescentes de pH, acompanhando a

reducéo da velocidade da reacao.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo reafirmam o potencial de aplicagdo da
bioprodugcédo de acido lactobidnico e sorbitol a partir de lactose e frutose,
respectivamente, pelo complexo GFOR/GL presente em células imobilizadas de
Zymomonas mobilis. Rendimentos de bioconversdo aproximados de 75% foram
obtidos em 24 horas de processo com o sistema imobilizado de Z. mobilis, com
melhores resultados de produc¢do de acido lactobidnico sendo alcangados em 39
e 47°C e pH 6,4. Relevantes dados sao acrescentados ao relativamente pequeno
e restrito conjunto de informagbes a respeito deste bioprocesso. O tema pode,
certamente, ser ainda melhor explorado com o emprego de outras técnicas e/ou

suportes de imobilizagcado e a definicao de biorreatores mais eficientes.

REFERENCIAS

BERTASSO, M., SILVEIRA, M. M. & MANCILHA, I. M. Preservagéo da atividade
da enzima glicose-frutose oxidorredutase em células imobilizadas de Zymomonas
mobilis. In: Xl Simpdsio Nacional de Fermentagbes — Sinaferm, Sao Carlos. Livro
de Resumos, p.476. 1996.

BUDAVARI, S., O'NEIL, M. J. SMITH, A., HECKELMAN, P. E. & KINNEARY, J. F.,
eds. The Merck Index: an encyclopedia of chemicals, drugs, and biologicals. 12ed.,
Merck & Co, Whitehouse Station, NJ, p.5352,1996.

CARRA, S., CONCATTO, K., MALVESS], E., SILVEIRA, M. M. Cinética da agéo de

glicose-frutose oxidorredutase e glucono-d-lactonase de Zymomonas mobilis na



140

presenca de diferentes carboidratos. In: XIV Simpésio Nacional de Fermentagdes,
SINAFERM. Florianopolis, SC. CD ROM, 2003.

ERZINGER, G. S. Produgao biotecnolégica de sorbitol e acido gluconico por
Zymomonas mobilis ATCC 29191: Estudo da estabilidade da enzima glicose-
frutose oxidorredutase. Tese de Doutorado, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil, 1999.

FERRAZ, H. C., BORGES, C. P. & ALVES, T. L. M. Sorbitol and gluconic acid
production using permeabilized Zymomonas mobilis cells confined by hollow-fiber

membranes. Applied Biochemistry and Biotechnology, 89:43-53, 2000.

GERLING, K. G. & WILKE, D. Washing or detergent composition containing
lactobionic acid or lactobionic acid salts. Kali Chemie AG, assignee U.S. Patent
5,069,808, 1991.

GOLLHOFER, D., NIDETZKY, B., FUERLINGER, M. & KULBE, K. D. Efficient
protection of glucose-fructose oxidoreductase from Zymomonas mobilis against
irreversible inativaction during its calatytic action. Enzyme and Microbial

Technology, 17:235-240, 1995.

GRIMES, P. E., GREEN, B. A., WILDNAUER, R. H. & EDISON, B. L. The use of
polyhydroxy acid (PHAs) in photoaged skin. Cutis, 73:3-13, 2004.

JONAS, R. & SILVEIRA, M. M. Sorbitol can be produced not only chemically but
also biotechnologically. Applied Microbiology and Biotechnology, 118:321-335,
2004.

KOEHNTOPP, P. I, PINHEIRO, H. M. V., SILVEIRA, M. M. & JONAS, R. Estudo

da imobilizagdo de Zymomonas mobilis em poliuretano visando a produgdo de



141

sorbitol e acido gluconico. In: XI Simpdsio Nacional de Fermentag¢des, Sao Carlos,
Sao Paulo. Resumos, p.470, 1996.

MACHADO, J.J.B., COUTINHO, J.A. & MACEDO, E.A. Solid—liquid equilibrium of
o-lactose in ethanol/water. Fluid Phase Equilibria, 173:121-134, 2000.

MALVESSI, E.; CONCATTO, K e SILVEIRA, M. M. Biotransformacéo de frutose e
lactose em sorbitol e acido lactobiénico por células de Zymomonas mobilis. In: V
Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica - ENZITEC, Brasilia, DF. Resumos,
p.136-137, 2002.

MALVESSI, E., CONCATTO, K., CARRA, S. & SILVEIRA, M. M. Formulation of
medium for growth and production of ethanol and intracellular enzymes by
Zymomonas mobilis. Brazilian Archives of Biology and Technology, 49:139-144,

2006a.

MALVESSI, E., PASQUALI, F. C., CARRA, S., POLIDORO, T. A. & SILVEIRA, M.
M Bioconversao de acido lactobidnico por endoenzimas presentes em células
imobilizadas de Zymomonas mobilis em diferentes configuragdes de biorreatores.
In: VII Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica, ENZITEC, Caxias do Sul,

Rio Grande do Sul, Brasil. Resumos, p.64, 2006b.

MALVESSI, E., CARRA, S., AYUB, M. A. Z. & SILVEIRA, M. M. Efeito da
temperatura, do pH e da concentracdo de substratos sobre a atividade enzimatica
de Zymomonas mobilis imobilizada em alginato de calcio. In: XVI Simpdésio

Nacional de Bioprocessos, SINAFERM, Curitiba, Parana, Brasil. CD-ROM, 2007.

REHR, B., WILHELM, C. & SAHM, H. Production of sorbitol and gluconic acid by
permeabilized cells of Zymomonas mobilis. Applied Microbiology and

Biotechnology, 35:144-148, 1991.



142

SATORY, M., FURLINGER, M., HALTRICH, D., KULBE, K.D., PITTNER, F. &
NIDETZKY, B. Continuous enzymatic production of lactobionic acid using glucose-
fructose oxidoreductase in an membrane reactor. Biotechnology Letters,19:1205-

1208, 1997.

SOUTHARD, J. H. & BELZER, F. O. Organ preservation. Annual Reviews Medicine,
46:235-247, 1995.

SUMIMOTO, R. & KAMADA, N. Lactobionate as the most important component in
UW solution for liver preservation. Transplant Process, 22:2198-2199, 1990.
SUMIMOTO, R., JAMIESON, N. V. & KAMADA, N. Examination of the role of the
impermeants lactobionate and raffinose in a modified UW solution.
Transplantation, 50:573-576, 1990.

VOGEL, R. Sorbitol. In: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6" ed.,
Wiley-VCH, Weinhein, 34, 492-498, 2003.

YU, J. R. & VAN SCOTT, E. J. Alpha-hydroxyacids and carboxylic acids. Journal
of Cosmetic Dermatology, 3:76-87, 2004.

ZACHARIOU, M. & SCOPES, R. K. Glucose-fructose oxidoreductase, a new
enzyme isolated from Zymomonas mobilis that is responsible for sorbitol
production. Journal of Bacteriology, 3:863-869, 1986.

ZANIN, G. M. & MORAES, F. F. Enzimas imobilizadas. In: Enzimas como agentes
biotecnoldgicos. Eds. Said, S. e Pietro, R.C.L.R. Legis Summa, Ribeirdo Preto,

Sao Paulo, Brasil, p.35-85, 2004.



143

5.6 RESULTADOS VI

Effect of substrate concentration, pH, and temperature on the activity of the
complex glucose-fructose oxidoreductase/glucono-3-lactonase present in
calcium alginate — immobilised Zymomonas mobilis cells. Enzyme and
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Abstract

In this work, the action of the enzymes glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and
glucono-d-lactonase (GL), present in calcium alginate - immobilised Z. mobilis cells, was
characterised in relation to substrate concentration (0.05 to 2.0 M), pH (5.2 to 9.7), and
temperature (34 to 59°C). Values obtained for Ky and Vmax were 0.39 M and 8.3 units per
gram of dry cells, respectively. Higher enzymatic activities were obtained at pH values of
7.8 and 8.2 and at temperatures of 47 and 50°C, which was 80 % higher than that
presented in previously defined conditions for free cells: pH 6.4 and 39°C. Further

analysis indicated that the results are related to the diffusional barrier represented by
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calcium alginate beads that hinders the transport of gluconic acid from the inner space of
the beads to the external medium. Such a behavior was reproduced during the initial
moments of bioconversion performed at pH 7.8 and 47°C. Nevertheless, during the last
hours of process, the reaction stopped apparently due to the occurrence of inadequate
pH levels inside the beads. The results suggest that a variable pH — from 7.8 to 6.4 —
and a constant temperature of about 47°C are the best conditions for the achievement

of good conversion yields and productivities in this process.

Keywords: Zymomonas mobilis, glucose-fructose oxidoreductase, glucono-g-lactonase,

immobilisation, substrate, pH, temperature.

1. Introduction

Glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and gluconoé-lactonase (GL), endoenzymes
present in the periplasm of the Gram-negative anaerobic bacterium Zymomonas
mobilis, catalyse the bioconversion of fructose and glucose to equimolar amounts of
sorbitol and gluconic acid, respectively (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).

Sorbitol is a polyalcohol with non-cariogenic properties and widely used in the food and
pharmaceutical industries (VOGEL, 2003; SILVEIRA & JONAS, 2002). The main
applications of gluconic acid and its salts are in the food industry and in electroplating
(HUSTEDE et al., 2003).

High vyields in the formation of sorbitol and gluconic acid were obtained with the
technique of cell immobilization, providing a higher stability of the enzyme complex and

facilitating the operation of the process in a continuous mode (REHR et al., 1991).
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Usually, calcium alginate (JANG et al., 1996), k-carrageenan (REHR et al., 1991) and
other polymers (KOEHNTOPP et al., 1996; FERRAZ et al., 2000) are used as
immobilisation support.

The effect of temperature and pH on the activity of GFOR was assessed by different
authors for purified GFOR (ZACHARIOU & SCOPES, 1986) and for permeabilised and
immobilised Z. mobilis cells (CHUN & ROGERS, 1988; REHR et al., 1991). In all these
works a pH value in the range 6.2 to 7.0 and a temperature between 39 and 42°C are
referred as optimal for the action of the enzyme. However, in a previous work (CARRA
et al., 2003) we observed superior results at 43 to 45°C and pH 6.4 for GFOR/GL in
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) - permeabilised Z. mobilis cells.

Since pH and temperature are critical parameters for any enzyme and taking in account
the different conclusions reported for the GFOR/GL complex of Z. mobilis, the effects of
these parameters on the activity of the GFOR/GL present in calcium alginate —
immobilised cells of this bacterium was evaluated in this work. The best results obtained
in these tests were assayed also under bioconversion conditions envisaging the
production of sorbitol and gluconic acid from fructose and glucose, respectively.
Furthermore, the response of GFOR/GL activity to the concentration of substrates was

assessed.

2. Materials and methods

2.1. Micro-organism

The strain ATCC 29191 of Zymomonas mobilis was used this research. Cultures were

kept at 4°C in semi-synthetic medium. Replicate cultures were made monthly.
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2.2. Culture media

Semi-synthetic medium (MALVESSI et al., 2006), used for maintenance, inocula
growth, and cell biomass and enzyme production, had the following composition (g/L):
glucose, 20 (maintenance), 100 (inoculum), 150 (biomass and enzyme production);
(NH4)2S04, 1.0; MgS04.7H20, 0.5; KH2PO4, 1.0; Prodex Lac® yeast extract (Prodesa
S.A., Brazil), 7.5. For inocula preparation, 5 g/L of CaCO3 were added to the medium to
avoid an excessive pH drop during the experiments. In this case, initial pH was close to
6.2. Concentrated glucose solutions and CaCO3 were separately sterilised and added to
the medium before inoculation. Sterilization of nutrients and glucose solutions was done

by autoclaving at 1 atm for 15 min.

2.3 Experimental conditions

Inocula were prepared in 500-mL anaerobic bottles, with CO, release filters, filled with
450 mL of medium and kept under orbital agitation at 200 rpm (Certomat U, B. Braun
Biotech, Germany), at 30°C, for approximately 10 h.

Batch cultivation of Z. mobilis cells containing GFOR/GL was carried out in a 5.5-liter
stainless-steel bioreactor, equipped with two flat-blade impellers, designed and built in
our laboratory. The temperature was kept at 30°C, the impeller speed was 450 rpm, and
the pH was maintained at 5.5 with 5M NaOH using a Consort model R735 (Belgium) pH
controller.

Cell mass was harvested from the medium by centrifugation at 6000 rpm, at 4°C, for 20
min, using a Sigma 4K-15 centrifuge (B. Braun Biotech, Germany) and the cells were

re-suspended in distilled water. Concentrated cells were permeabilised with 0.2 %
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CTAB (w/v) in order to stop cell metabolism, according to the procedure described by

REHR et al. (1991) with some modifications.

2.4. Immobilisation of Zymomonas mobilis cells

In order to immobilise Z. mobilis cells in calcium alginate, the methodology described by
ERZINGER (1999) was used with some modifications. Equal volumes of Z. mobilis cell
suspension (50 g/L) were added to 4% (w/v) sodium alginate (Algogel 5540, Degussa
Flavours & Fruit Systems do Brasil Ltda) solutions. The mixture was kept under
agitation for 2 hours for complete homogenisation and then drop-wise poured through
hypodermic needles onto a 0.3M CaCl; solution under magnetic stirring in order to form
calcium alginate beads with cells. The cell suspension and the beads thus formed were
reticulated with 0.5% (w/v) glutaraldehyde for 15 min under magnetic stirring at room
temperature. The calcium alginate beads were kept at 4°C in distilled water and were

afterwards used in enzymatic activity and bioconversion comparative assays.

2.5. Effects of substrate concentration, pH, and temperature on the activity of GFOR/GL
present in calcium alginate — immobilised Z. mobilis

To determine the kinetic parameters Ky and V.« of GFOR/GL present in calcium
alginate — immobilised Z. mobilis, enzymatic activity was determined on equimolar
glucose and fructose solutions (0.05 to 2.0 M), under standardised conditions (cell
concentration, 10 g/L; temperature, 39°C; pH, 6.4).

The enzymatic activity of GFOR/GL in Z. mobilis cells immobilised in calcium alginate
was tested at different pH (5.2 to 9.7) and temperatures (34 to 59°C) and

glucose/fructose concentrations.
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The thermal stability of the enzymatic complex present in calcium alginate beads was
evaluated in tests that consisted of four successive 3-hour bioconversion runs, at pH of

6.4 or 7.8 and temperatures of 39, 43, and 47°C.

2.6. Bioconversion experiments

The bioconversion assays were performed in a 600 mL glass reactor containing 240 mL
of 0.7 M glucose/fructose solution and 20 g/L of previously permeabilised and
immobilised cells. The temperature of the reactor was maintained at the desired values
by placing it into a water bath. The pH was controlled by automatic addition of a 7.0 M
NaOH solution through a pH controller (Consort R735, Belgium). A magnetic stirrer
provided the agitation of the reaction medium.

The maximum specific rate of gluconic acid formation (v,, mmol gluconic acid / g cell /
h), which depends on the activity of GFOR/GL, was determined during the first hour of

each bioconversion process.

2.7. Analytical methods

Cell concentration was determined by measuring the optical density of cell suspensions
at 560 nm. Turbidimetric measurements gave a linear relationship with dry cell mass for
each case.

GFOR/GL activity in calcium alginate — immobilised Z. mobilis cells was determined by
mixing an amount of calcium alginate beads to give 10 g/L of cell biomass and 0.7 M
solution of glucose/fructose in a 300 mL reactor. The system was kept in a water bath,
at the desired temperature, under magnetic agitation, with pH being automatically

controlled at 6.4 or 7.8 by the addition of 1 M NaOH. One unit of GFOR/GL was defined
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as the amount of enzymatic complex responsible for the production of 1 mmol of
gluconic acid per hour under the assay conditions. GFOR/GL activities in this work are
presented in units per gram of dry cells (U/g).

The concentration of gluconic acid was stoichiometrically inferred from the volume of
alkali used to control pH.

To estimate the values of pH within the alginate beads, samples of beads were
collected from the bioconversion reactor, drained, and added to deionised boiling water
to inactivate GFOR/GL complex and, therefore, to stop the reaction.

The relationship between the volumes of alginate beads and boiling water was the
same as that used in the bioreactor. After 24 hours, pH of the liquid phase was
measured and these values were considered as an estimation of the internal pH of

alginate beads.

3. Results and discussion

3.1. Michaelis-Menten kinetic parameters of GFOR/GL present in calcium alginate —
immobilised Zymomonas mobilis

Initially, the effect of substrate concentrations on the catalytic activity of the immobilised
GFOR/GL present in calcium alginate immobilised Zymomonas mobilis was
investigated. The results are depicted in Figure 1. Increasing activities were observed
with equimolar concentrations of glucose and fructose up to 0.7 M. Within the range 0.7-
1.3 M of substrate, similar activities were achieved, whereas for substrate
concentrations higher than 1.3 M the activity decreased. From these data, the kinetic

parameters Ky and Vnmax Of the Michaelis-Menten equation were estimated by using the
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Lineweaver-Burk plot: 0.39 M and 8.3 U/g, respectively. These values are lower than
those obtained for free cells (0.68 M and 52 U/g) under the same operational conditions
(CARRA et al., 2003). Such a difference was probably due to the diffusional barrier of

the immobilised system, with lower mass transfer rates than that of the free-cell system.
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Figure 1 — Variation of the activity of GFOR/GL in calcium alginate-immobilised
Zymomonas mobilis cells with the concentration of glucose and fructose. The
reactions were performed at pH 6.4 and 39°C.

3.2. Effects of pH and temperature on the activity of GFOR/GL in calcium alginate
immobilised Zymomonas mobilis cells

In these tests, pH 6.4 and temperature of 39°C were used as standard conditions, since
they were reported as the optimal by several authors. In the further discussion of this
work, these conditions represent 100 % of GFOR/GL activity, being the values found in
the different tests presented in a relative way.

As shown in Figure 2A, the best results of enzymatic activity with immobilised cells were
achieved with pH in between 7.7 and 8.7, significantly higher than the values normally

reported, showing an increase of approximately 55%. Under the tested conditions, pH
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values above 9.0 and below 5.5 had a negative effect on the enzymatic activity. This
was not observed in previous works with immobilised Z. mobilis cells (CHUN &
ROGERS, 1988; REHR et al, 1991), being this probably due to the different
immobilisation conditions used.

With respect to the temperature, activity assays were carried out in the range of 34 to
59°C and results are shown in Figure 2B. An increase of approximately 35% in the
enzymatic activity was observed between 44 and 52°C when compared to results
obtained at 39°C.

Some of the best results for pH and temperature, as shown in Figure 2, were combined
and compared with the standard conditions used to determine the enzymatic activity of

immobilised system.
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Figure 2 — Influence of pH [A], at 39°C, and temperature [B], at pH 6.4, on the enzymatic activity of the
GFOR/GL complex present in calcium alginate - immobilised Zymomonas mobilis. Reactions were
carried out in 0.7M glucose/fructose solution.

These results are summarised in Table 1 where it can be seen that the combination of
temperatures in the range 47-50°C and pH values of 7.8-8.2 led to GFOR/GL activities

over 80 % above those measured at the standard conditions (pH 6.4 and 39°C). The
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higher enzymatic activity obtained with pH values above those normally used with non-
immobilised cells could be related to the diffusional barrier represented by the calcium
alginate beads that would difficult the contact between substrates and enzymes. In this
case, the accumulation of gluconic acid inside the calcium alginate beads would lead to
the reduction of pH in the inner space of beads, affecting, consequently, the behaviour
of the enzymatic system. As such, higher external pH values would promote the
increase of pH inside the beads to levels near the ideal point for the non-immobilised

system, thus favouring the reaction.

Table 1 — Effect of combined values of temperature and pH on the GFOR/GL activity in calcium
alginate immobilised Zymomonas mobilis cells. The activities are presented in relation to that

measured at the standard conditions (pH 6.4 and 39°C).

Relative GFOR/GL activity (%)

Temperature
pH 6.4 pH 7.8 pH 8.2 pH 8.7

(°C)

39 100 152 nd nd
43 130 173 167 151
45 127 178 170 nd
47 144 183 181 165
50 154 184 nd 178
52 nd 171 nd nd

nd — not determined

With respect to the results of reaction temperature tests in which superior activities were

found at 47-50°C, one can suggest that the higher temperatures led to the occurrence
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of a greater diffusion flux through the alginate beads thus allowing a more adequate
environment for the action of GFOR/GL.

To check such a hypothesis, the internal pH of calcium alginate beads was estimated
after 5 hours of bioconversion carried out at different temperatures and values of pH.
The results are shown in Table 2. In all cases, pH values were significantly lower than
6.4 that is considered as the optimal for free Z. mobilis cells, as already mentioned. By
comparing the results, however, one can see that higher external pH and temperature

resulted in an internal reaction condition closer to the optimal for the enzymatic system.

Table 2 — Internal pH of calcium alginate beads containing CTAB-permeabilised Zymomonas
mobilis cells after 5 hours of bioconversion at different temperature and pH values. Reactions

were carried out in 0.7 M glucose/fructose solution.

Reaction pH Reaction temperature  pH after treatment with
(°C) deionised boiling water

6.4 39 5.1

6.4 47 5.4

7.8 39 5.4

7.8 47 5.6

3.3. Bioproduction of gluconic acid and sorbitol with immobilized Zymomonas mobilis
under different pH and temperature
With the aim of assessing the effect of pH and temperature on the bioconversion

process, the standard conditions described in the literature (pH 6.4 and 39°C) were
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compared with those determined as optimal in the previous experiments of the present
work (pH 7.8 and 47°C) at different combinations of these parameters. The general
results of these experiments are shown in Table 3 whereas the time course of each run

is depicted in Figures 3A and 3B.

Table 3 — Results of bioconversion runs carried out at different temperatures and pH values with
calcium alginate immobilised Zymomonas mobilis cells. For all cases, initial glucose/fructose

concentration 0.7 M was used.

pH / temperature (°C)  Maximum specific rate Conversion yield
of gluconic acid (% of theoretical
formation (mmol/g/h) maximum)
6.4 /39 5.2 95
6.4 /47 7.9 93
7.8139 8.3 93
78147 8.9 82

As shown in Table 3, the maximum specific rate of gluconic acid formation (vn),
calculated during the first hour of process, was favoured when pH was kept at 7.8 for
both temperatures or at 47°C for both pH values. Such results corroborate the prior
conclusions obtained from the activity tests, but only partially, since the difference in
enzyme action between the bioconversion run carried out at pH 7.8 and 47°C and the

further conditions tested was not so large as that shown in Table 1.
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Figure 3 — Time course of gluconic acid production at different pH and temperatures values with calcium
alginate - immobilised Zymomonas mobilis cells. For all cases, initial glucose/fructose concentration of
0.7 M was used.

As shown in Figures 3A and 3B, process times were longer at pH 6.4 (9 to 10 hours). At
this pH, conversion yields over 90 % of the theoretical maximum were obtained (Table
3). At pH 7.8 and 39°C, the reaction was finished after 7-8 hours (Figure 3B) and a
conversion yield of 93 % was attained (Table 2). For the experiment performed at pH
7.8 and 47°C, however, the run stopped after ca. of 6 hours (Figure 3B) and only 82 %
of the substrate was converted to product despite the highest v, calculated for this
condition (Table 3).

The thermal de-activation of the enzymatic complex can be taken in account as an
immediate hypothesis to explain the behaviour observed in the bioconversion at 47°C
and pH 7.8. According to GOLLHOFER et al. (1995), the loss of activity of GFOR is
linked to its own catalytic action. Thus, one could suppose that the interruption of
bioconversion would be a direct consequence of the intense activity at this condition.
Such an interpretation, however, fails if considered the similar values of vy, calculated
for the experiments at pH 7.8 and 39°C and pH 6.4 and 47°C in which significantly

higher conversion yields were obtained.
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Another possibility to explain these results is that a high pH value of the reaction
medium favors the action of the GFOR/GL complex present in calcium alginate
immobilised Zymomonas mobilis cells, since an adequate pH for the enzyme activity —
close to 6.4 — would be present in the inner space of the beads. In this case, three
aspects must be taken in account: i) pH equilibrium between inner and outer space of
calcium alginate beads depends on the mass flux of substrates and products, especially
on the gluconic acid flux, ii) mass flux depends on the concentration of substrates and
products in both inner and outer space of beads, and iii) concentrations of all of these
substances in medium or inside the beads depend on their rates of formation or
consumption as well as on the mass flux.

The ideal pH range for the immobilised system was defined from results obtained in the
activity tests, which take about 1 hour to be accomplished. As such, in the short time
course of these tests, a permanently high mass flux, close to the maximum, would have
occurred in the system providing equilibrium at constant pH values inside and outside
the calcium alginate beads. In bioconversion conditions, on the other hand, gluconic
acid formation rate, which is almost constant (vi) up to 3-4 hours of process (Figure 3A
and 3B), shows decreasing values as substrates are consumed and, therefore,
enzyme/substrate affinity is reduced. Thus, gluconic acid mass flux would also decrease
and the pH inside the beads would increase towards the concentration present in the
medium, being that a possible explanation for the bioconversion at pH 7.8 and 47°C. In
a previous work of our group (unpublished data), no activity of GFOR/GL was detected
in free cells of Z. mobilis at pH 7.8 and 39°C.

To support the prior discussion, four successive 3-hour bioconversion experiments

using the same calcium alginate beads were performed to evaluate the thermal stability
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of the immobilised system at different pH values and temperatures. The results of these

tests are represented in Figure 4.
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Figure 4 — Remaining specific gluconic acid formation rates measured after four
successive 3-hour bioconversion runs with calcium alginate - immobilised
Zymomonas mobilis cells, at different pH values and temperatures. Initial
glucose/fructose concentration of 0.7 M was used in each cycle.

As shown in Figure 4, as pH and temperature got closer to the best conditions for the
expression of the enzymatic activity in immobilised system (pH 7.8 and 47°C), larger
losses of enzymatic activity from the first to the fourth cycle of bioconversion were
noticed, agreeing with the conclusions previously reported by GOLLHOFER et al.
(1995). At pH 7.8 and 47°C, however, almost 75 % of the specific gluconic acid
formation rate, which is dependent on the enzymatic activity, remained in the beads
after a total operation time of 12 hours. Then, the early interruption of gluconic acid
formation verified in the bioconversion at pH 7.8 and 47°C could not be attributed
exclusively to the thermal de-activation of GFOR/GL, reinforcing the hypothesis of an

inadequate pH inside the beads after the initial hours of process.
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In Figure 5 is depicted the time course of an experiment carried out at 47°C in which pH
was initially controlled at 7.8 and afterwards changed to 6.4 when the reaction rate
begin to decrease (curve A). The variation of gluconic acid with time in the experiment
run completely at pH 7.8 and 47°C (curve B) is also shown to facilitate the comparison

between the two conditions.
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Figure 5 - Time course of gluconic acid production at different pH and
temperatures values with calcium alginate - immobilised Zymomonas
mobilis cells. The initial pH of both bioconversion runs (A and B) was
7.8. In the bioconversion represented by the curve A, the pH value
was changed to 6.4 at the time indicated by the arrow. For all cases,
initial glucose/fructose concentration of 0.7 M was used.

As can be seen in the Figure 5, curve “A” shows a trend towards stabilisation in a
similar way of curve “B”. However, from the moment pH was reduced to 6.4, the
reaction rate increased and a conversion yield over 90% was achieved, confirming the
interpretation presented in this work and suggesting that a variable pH value should be

used along the process in order to obtain both high conversion yield and productivity.
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4. Conclusions

The biotechnological process for sorbitol and gluconic acid production can become
economically feasible if an efficient and stable enzymatic system is available. In this
work, we improved the knowledge on the sorbitol and gluconic acid production by
enzymatic glucose-fructose oxidoreductase / glucono-é-lactonase system of Z. mobilis
immobilised in calcium alginate. Our results have confirmed that the immobilised system
is stable and can be used in long-term operation. On the other hand, the diffusional
barrier represented by calcium alginate beads hinders the transport of gluconic acid from
the inner space of the beads to the external medium, resulting in an inadequate
environment for enzyme action. As such, a higher external pH values would promote a
pH increase inside the beads to values close to the ideal value for the free enzyme
complex, whereas higher temperatures would lead to a greater mass flux for substrates
and products thus allowing a more adequate environment for the enzyme action. The
results suggest that a variable pH and a constant temperature are the best conditions

for the achievement of good conversion yields and productivities in this process.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Como resultado geral mais expressivo, este estudo destaca a
potencialidade da bioproducao de acido lactobiénico e sorbitol a partir de lactose
e frutose, respectivamente, pelo complexo glicose-frutose oxidorredutase /
glucono-d-lactonase (GFOR/GL) presente em células da bactéria anaerdbia
Zymomonas mobilis. Adicionalmente, obtiveram-se novas informagdes sobre a
producao de GFOR/GL e de etanol por Z. mobilis e sobre as caracteristicas deste
complexo enzimatico com relagao a alguns parametros fundamentais.

Na etapa inicial, foi abordada a etapa fermentativa em biorreator de
bancada, na qual foi estudada a producdo de biomassa/enzimas e etanol,
comprovando-se a possibilidade de uso de um extrato de levedura bruto, de baixo
custo, como fonte de vitaminas e nitrogénio organico no cultivo de Z. mobilis.
Também foi comparado o efeito da condugcdo do regime descontinuo e
descontinuo alimentado de fermentagdo, comprovando-se a conveniéncia do
emprego do regime descontinuo alimentado para a obtencdo de atividade de

GFOR/GL semelhante a obtida em batelada e concentragdo de etanol acima de
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90 ¢g/L, com a produtividade, neste caso, sendo favorecida pela ndo ocorréncia de
inibicdo pela concentracéo de glicose. Ressalte-se que o etanol pode ser incluido
como um importante componente do balango econémico do processo.

Na sequéncia, foram conduzidos os estudos enzimaticos e de
bioconversdo. Em reator de mistura completa, avaliaram-se diferentes aldoses
que, associadas a frutose, permitiram a obtengao de sorbitol e dos respectivos
acidos organicos, respectivamente, pelo complexo GFOR/GL contido em células
Z. mobilis. Sao raras as informagdes sobre a atividade catalitica de GFOR/GL
frente a substratos alternativos a glicose. Maior atengao foi dada a lactose, apesar
da menor afinidade entre o complexo enzimatico GFOR/GL e este substrato,
tendo em vista a importancia comercial do produto formado na reagao, o acido
lactobidnico, obtendo-se concentragao deste produto superior a 500 mmol/L, com
conversdo de 85%.

Nos testes enzimaticos realizados, obtiveram-se dados importantes em
termos de atividade e estabilidade enzimatica frente ao pH, temperatura e
concentragcdo de substratos, com células livres e imobilizadas em alginato de
calcio. Com o sistema imobilizado de Z. mobilis, particularmente, amplas faixas de
pH (6,4 a 7,5) e temperatura (39 a 47°C) para a atividade enzimatica foram
verificadas, constando-se, ainda, a possibilidade de reutilizagdo das células
imobilizadas em processos consecutivos. Apesar da menor velocidade de
formagdo de produto obtida neste sistema (50% inferior em relagédo ao uso de
células livres), em fungéo, principalmente, de problemas de transferéncia de
massa, o custo da imobilizagdo pode ser compensado pelo alto valor agregado e

pelas aplicagdes do acido lactobidnico na area médica e na de cosméticos.



165

A bioproducgao de acido lactobiénico, nas condi¢cdes previamente definidas,
mostrou elevada conversao (cerca de 85 %), com concentracdes finais de produto
superiores a 20% (m/v). Estes dados s&o ainda mais relevantes por tratar-se de
um processo biotecnolégico, operado em condigdes brandas de pH e

temperatura, para o qual prevé-se um custo de instalagao relativamente baixo.
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7 PERSPECTIVAS

Este trabalho demonstrou a viabilidade da bioprodugao de sorbitol e acidos
organicos por enzimas de Zymomonas mobilis, deixando em aberto, no entanto,
varios aspectos do processo que necessitam ser aprofundados. A seguir, séo
mencionados alguns estudos em desenvolvimento nesta linha de pesquisa.

A partir deste estudo, foi concluida uma dissertagcdo de mestrado no
Programa de Pdés-Graduagao em Biotecnologia (PPGBIO) da UCS, em que
avaliou-se o uso do sistema de eletrodialise para a separagao de sorbitol e acido
lactobidnico.

Na Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, Portugal, numa
tese de doutoramento, vem sendo estudada a separacdo dos mesmos produtos
por cromatografia.

Ainda no ano de 2008, prevé-se a submissdo ao PPGBIO da UCS um
projeto de dissertagdo em que sera abordada a operagao do sistema imobilizado
em biorreator de coluna em leito fixo e leito fluidizado em regimes descontinuo e

continuo.
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A producao de GFOR/GL e etanol em regime descontinuo alimentado, com
diferentes estratégias de alimentagao, continua em estudo, uma vez que o etanol
pode ser usado na etapa de recuperacdo dos produtos por precipitacdo por
solventes, além do interesse nas suas muitas aplicagdes industriais € como
combustivel.

Considerando a aplicagdo do acido lactobiénico na industria de cosméticos,
a substancia produzida pelo bioprocesso com Z. mobilis estad sendo caracterizada
com respeito aos isébmeros formados e avaliada com respeito a sua capacidade
antioxidante em testes in vitro e in vivo. Na sequéncia, contando com a participagao
de pesquisadores da area da Farmacia, serdo desenvolvidas formulagdes de
cosmeéticos tendo o acido lactobiénico produzido por este processo como principio

ativo.
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9 APENDICES

Alguns trabalhos complementares relacionados a esta tese sé&o

apresentados neste item.

9.1 Artigo: Formulation of medium for growth and production of
ethanol and intracellular enzymes by Zymomonas mobilis. Brazilian

Archives of Biology and Technology, 49:139-144, 2006.

Este trabalho contém um conjunto de informagdes obtidas em pesquisa
desenvolvida no Laboratério de Bioprocessos do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul (IB/UCS), serviu como base para os ensaios de

fermentacdo discutidos nesta tese.
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9.2 Artigo: Quantification of lactobionic acid and sorbitol from
enzymatic reaction of fructose and lactose by high-performance liquid

chromatography. Journal of Chromatography A, 1145:128-132, 2007.

Este artigo inclui alguns resultados parciais de uma cooperagao
envolvendo o Laboratério de Bioprocessos do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul e o grupo de pesquisa do Laboratério de
Separacédo e Reacg¢ao da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto,
Portugal. O treinamento foi realizado no contexto do Programa Alfa 2 / Rede Jean
Mermoz, Projeto de Formacado de Investigadores, no periodo de dezembro de
2004 a marcgo de 2005.

Os resultados apresentados neste artigo serviram como base para o
estabelecimento da metodologia analitica realizada no Laboratério de Referéncia
Enolégica do Rio Grande do Sul (LAREN), da Divisao de Enologia do
Departamento de Producgéo Vegetal da Secretaria da Agricultura e Abastecimento

(SAA/RS), Caxias do Sul, RS.



185

9.1 Artigo: Formulation of medium for growth and production of
ethanol and intracellular enzymes by Zymomonas mobilis. Brazilian

Archives of Biology and Technology, 49:139-144, 2006.



Vol. 49, Special : pp. 139-144, February 2006
ISSN 1516-8913 Printed In Brazil

BRAZILIAN ARCHIVES OF
BIOLOGY AND TECHNOLOGY

AN

INTERNATIONAL JOURNAL

Formulation of Medium for Growth and Production of Ethanol
and Intracellular Enzymes by Zymomonas mobilis

Eloane Malvessi’, Karina Concatto, Sabrina Carra and Mauricio Moura da Silveira
Universidade de Caxias do Sul; Instituto de Biotecnologia; C. P. 1352; 95001-970; emalvess@ucs.br; Caxias do
Sul - RS - Brasil

ABSTRACT

The aim of the present work was to define a low-cost medium for the growth of Zvmomonas mobilis, as well as for the
production of ethanol and the intracellular enzymes glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and glucono-d-lactonase
(GL) by this bacterium. It was observed that the pH of the medium can be efficiently controlled by the addition of
3 g.L! CaCO, PRODEX (non-purified yeast extract) and dry brewers yeast can be used as a source of vitamins
replacing purified yeast extract. GFOR/GL activity, measured with lactose/fructose as substrates, was preferentially
induced by a higher glucose concentration (»150 g.L”). For any glucose concentration, ethanol yields close to 90%
of the theoretical maximum were achieved. In bioconversion experiments in (0.7M fructose/lactose solution, over
80% of substrates were converted to sorbitol and lactobionic acid.

Key words: Zymomonas mobilis, medium composition, glucose-fructose oxidoreductase, ethanol, sorbitol, lactobionic acid

INTRODUCTION

Besides its ability to form ethanol at high rates, the
anaerobic bacterium Zymomonas mobilis produces
equimolar quantities of glucono-d-lactone and
sorbitol from glucose and fructose, respectively, due
to the action of glucose-fructose oxidoreductase
(GFOR) (EC 1.1.99), with glucono-d-lactone being
hydrolysed by glucono-d-lactonase (GL) (EC
3.1.1.17) in a further reaction to form gluconic acid
(Zachariou and Scopes, 1986). The localisation of
GFOR in the periplasm of Z. mobilis was later
observed by Loos et al. (1991) and confirmed by
Aldrichetal. (1992).

Sorbitol is widely used in the food industry as a
sweetener, humectant, texturizer and softener.
Furthermore, this substance 1s employed for the
production of sorbose, propylene glycol, synthetic
plasticizers, alkyd resins, and other products (Vogel,

*
Author for correspondence

2003). Industrially, gluconic acid and/or its salts is
principally used for the removal of zinc coating from
metallic objects, the removal of paint and varnish
from surfaces, and in the food and pharmaceutical
industries as a stabiliser (Hustede et al., 2003).

Satory et al. (1997) showed that Z. mobilis extracts
could oxidise other aldoses instead of glucose
leading to the respective organic acid. That finding
is particularly interesting due to the fact that gluconic
acid and sorbitol are produced by the GFOR/GL
system on an equimolar basis and the market for the
acid is many times smaller than that for the polyol.
As such, by using mixtures of fructose and different
sugars, an adequate balance of products could be
achieved since applications for the new products
could be found. Among these alternative products,
lactobionic acid, obtained by oxidation of lactose,
seems to hold promise because of its application in
the preparation of the UW (University of Wisconsin)
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solution, used to preserve human organs for
transplant (Sumimoto and Kamada, 1990), and more
recently as a component of cosmetics (Nemer, 2002).
For its growth, Z. mobilis requires glucose, as a
carbon source and inducer of GFOR (Zachariou and
Scopes, 1986), and a nitrogen source — ammonium
salts, amino acids and peptides (Rogers et al., 1982).
Additionally, Z. mobilis growth is dependent on
biotin and pantothenic acid (Swings and De Ley,
1977) and, therefore, culture media for this
bacterium normally include yeast extract as a source
of those vitamins. Due to its high price, however,
yeast extract can be used only at the laboratory scale.
Silveira et al. (2001) have shown that corn steep
liquor (CSL), a by-product of corn wet milling, can
be used as a cost-effective source of vitamins, and
also organic nitrogen, for the production of ethanol
and GFOR/GL by Z. mobilis ATCC 29291. On the
other hand, long-term storage of CSL s difficultand
its use in industrial processes is limited to plants
near to its site of production.

In this context, the aim of the present work was to
define a low-cost medium for the growth of Z.
mobilis and the production of ethanol and GFOR/
GL. Furthermore, the bioconversion of fructose and
lactose to sorbitol and lactobionic acid, using Z.
mobilis cells, was tested.

MATERTIALAND METHODS

Micro-organism

Zymomonas mobilis strain ATCC 29191 was used
in all experiments. The strain was maintained in
liquid medium at 4°C.

Medium

SS medium (Silveira et al., 1992), used for
maintenance, inocula production, and as a basis for
fermentation experiments had the following
composition (g.L"): glucose, 20 (maintenance), 100
(inoculum), 100-150 (fermentation runs);
(NH,),S0,, 1.0; MgSO,.7H,0, 0.5; KH,PO,, 1.0;
yeast extract, 5.0. For inocula preparation and shaken
flasks experiments, 5 or 10 g.L! CaCO, was added
to the medium to avoid an excessive pH drop during
the experiments. In these cases, initial pH was close
to 6.2. Concentrated glucose solutions and CaCO,
were sterilised separately and added to the medium
before inoculation. Sterilisation of nutrients and
glucose solutions was done at 121°C for 15

minutes. Modifications to SS medium are given
within the text.

Fermentation conditions

Shaken flasks experiments were carried out 1n 250-
mL anaerobic flasks, containing 200 mL of medium,
incubated at 30°C in areciprocal shaker (B. BRAUN
BIOTECH, model CERTOMAT U, Germany) at 200
rpm. Bioreactor runs were performed in 5L
equipment (B. BRAUN BIOTECH, model
BIOSTAT B, Germany). The temperature was kept
at 30°C, the pH was maintained at 5.5 with 5M
NaOH, and the impeller speed was 450 rpm. Inocu-
la for all runs, corresponding to 10% of the total
volume, were grown under reciprocal agitation for
15 hours at 30°C. After growth, the cell mass was
centrifuged at 6000 rpm (SIGMA, model 4K15,
Germany), at 4°C, for 20 minutes and re-suspended
in distilled water at 150-200 g.L"".

Bioconversion of Lactose and Fructose to
Lactobionic Acid and Sorbitol

Bioconversion of lactose and fructose to lactobionic
acid and sorbitol was performed in a 500-mL
bioreactor, containing 240 mL of a 0.7M solution
of substrates and 25 g/L of permeabilised cells of Z.
mobilis, under magnetic stirring. The pH was
automatically maintained at 6.4 with a CONSORT
model R735 (Belgium) pH controller by adding 7M
NaOH and the temperature was 39°C. Cell
permeabilisation was done by treating
concentrated Z. mobilis suspensions with
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Rehr et
al., 1991).

Analytical Methods

Cell concentration was determined by measuring the
optical density of cell suspensions at 560nm.
Turbidimetric measurements gave a linear
relationship with dry cell mass for each case.
Glucose was assayed by the DNS method (Miller,
1959). Ethanol was determined in a GIBERTINI
(Ttaly) apparatus after distillation. GFOR/GL activity
was estimated by incubating 4.0 g/L permeabilised
Z. mobilis cells in 100 mL of a solution containing
0.7M each of lactose and fructose, at 39°C, for 40
minutes, with the pH being maintained at 6.4
(CONSORT R735 pH controller, Belgium) by 1M
NaOH. One unit of GFOR/GL was defined as the
production of one mmol of lactobionic acid per hour,
under the assay conditions, and GFOR/GL activities
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in this work are presented in units per gram of dry
pem eabilised cells U g'). Lactobionic acid
concentrations were calculated from the volume of
7M NaOH used to control pH during bioconversion
run. At the end of the bioconversion experiment a
sample was taken and analysed by liquid
chromatography (GILSON, France) with an RI
detector, using an ION-300 column
(TRANSGENOMIC, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of glucose concentration and addition
of calcium carbonate

Z. mobilis growth and production of ethanol were
evaluated in shaken flasks in media containing 100
to 150 gL' glucose and 5 to 10 g/l CaCO,. The
values of the most important variables, over 24 and
48 hours of the process, are summarised in Table 1.
As can be seen in Table 1, with an initial glucose
concentration (S)) of 100 g L', substrate was
completely depleted after 24 hours of cultivation, with
the small values given in the table probably being
due to reduction of non-fermentable substances
present in the medium. In medium with S, = 150 g
glucose L, the amount of substrate consumed in
24 h was significantly lower suggesting that cell
growth was inhibited by the relatively high initial
glucose concentration. After 48 h, however, glucose
was totally consumed.

The final cell concentrations with S, = 150 g.L-! were
slightly lower than those measured for S, =100 g.L-
I. By calculating the cell yields for both glucose
concentrations, average values of 0.035 and 0.021 g
cell per g consumed substrate were found for S|
=100 and 150 g.L", respectively. The results in terms
of cell growth achieved with 150 g.L"! of glucose
were probably due to the inhibition by substrate and/
or the exhaustion of some growth factor in the
medium.

With respect to the formation of ethanol, final
concentrations close to 50 and 70 g.L! were achieved
for S, of 100 and 150 g.L" respectively, with yields
between 85 and 88% in relation to the theoretical
maximum. As an expected conclusion, one can sce
that the initial glucose concentration had no evident
effect on product formation since energy production
in Z. mobilis is almost totally dependent on the
conversion of glucose to ethanol.

Z. mobilis grows preferentially at pH values of ca.

5.5 (Swings and De Ley, 1977). As such, when Z.
mobilis was cultivated in unbuffered medium, cell
growth was interrupted by pH values below 5.0 and
a residual glucose concentration of over 50 g.L”!
remained in the medium (data not shown). In the
shaken flasks experiments described in the present
work, we achieved good results in all respects by
controlling pH with CaCO,. This is particularly
interesting for research in shaken flasks, in which
several variables could be analysed, or for
fermentation runs in a bioreactor, which could have
a cheaper configuration with no need for pumps and
instrumentation for pH control.

Evaluation of sources of vitamins

As already mentioned, Z. mobilis growth is
dependent on biotin and pantothenic acid (Swings
and DeLey, 1977) and most cultivation media for
this bacterium contain yeast extract. Since this
component is too expensive for large-scale
application, we evaluated two alternatives: PRODEX
(PRODESA, Brazil), a non-purified type of yeast
extract, and dry brewer’s yeast.

In Table 2, the results obtained in shaken flasks
experiments with SS medium containing 100 g.L"
glucose and yeast extract (SIGMA) are compared
to those achieved with the alternative sources of
vitamins.

With media containing yeast extract, similar final cell
concentrations (ca. 3.5-4.0 g.L'") were found after
24 hours of the process. With dry brewer’s yeast,
the quantification of cell dry mass was not possible
due to the presence of insoluble material in the
medium. However, in all cases, complete
consumption of glucose was observed and final
ethanol concentrations close to 50 g.L"' were
measured, with yields in the normal range previously
described in this work (85 to 88%). These results
indicate that purified yeast extract can be replaced
by the less expensive sources of vitamins PRODEX
and dry brewer’s yeast.

Experiments in bioreactor

Two batch experiments in bioreactor were performed
with SS medium containing 5.0 g.L"' PRODEX and
initial glucose concentrations of 100 and 150 g.1" to
observe the effect of S on the general results of the
process as well as to obtain cell mass to be used in
the bioconversion test. The general results of these
runs are presented in Table 3. It can be seen that
final cell concentrations of 4.5 and 5.0 g.L™' were
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Table 1 - Results obtained during the shaken flask cultivation of Zymomonas mobilis ATCC 29191 in media containing

different glucose and calcium carbonate concentrations.

Glucose (g.L™") Cell (g.1.™) Ethanol
(g1 b=
Initial glucose| 24h 48h 24h 48h 48h
/ CaCO. (/L) ’ #4h il
100/5 1.8 1.1 3.4 3.8 49 5.6 5.7
100/10 15 13 3.5 3.6 49 5.3 5.4
150/5 94 1.2 2.0 3.2 68 5.4 5.4
150/10 81 1.3 2.0 3.5 65 5.4 5.5

achieved with S of 100 and 150 g.L", with cell yields
0£0.043 and 0.032 g.g", respectively, suggesting a
lack of some growth factor in the experiment with
higher initial glucose concentration. Furthermore, the
maximum specific growth rate for the run with 5=
150 g.L'! was 25% lower than that for S,=100g.L-
"due to inhibition by the substrate.

With respect to ethanol production, yields identical
to the theoretical maximum (86%) were calculated
for both runs. All of these conclusions are coherent
with those presented in the discussion of shaken flasks
experiments.

In the comparison of these experiments, the most
remarkable difference was the higher GFOR/GL
activity, measured with fructose and lactose as
substrates for the enzymatic system, in the batch
run with S, = 150 g.L"'. Such a result agrees with
those reported in the literature with different methods
and substrates (Zachariou and Scopes, 1986; Erzinger
et al., 2003), and can be explained by the role of
GFOR as an osmoprotective factor for Z. mobilis
when the bacterium is exposed to a high
concentration of substrate (Loos et al., 1994).

Bioconversion experiments

These preliminary experiments were carried out to
cvaluate the bioconversion of fructose and lactose
to sorbitol and lactobionic acid, respectively, by the
intracellular enzymes GFOR/GL of Z. mobilis grown
in media containing 100 and 150 g.1." glucose. The
time course of bioconversion runs, with respect
to the formation of lactobionic acid, is depicted in
Figure 1. As can be seen, by using Z. mobillis
grown in 150 g.L!' glucose, the lactobionic acid
formation rate was significantly higher due to the
larger GFOR/GL activity in these cells. In this
case, 82% of the initial lactose was converted to
ca. 190 g.L" lactobionic acid whereas with 100 g
glucose.L'-grown cells the final product
concentration and substrate consumption were 180
g.L" and 78%, respectively. These results are in-
ferior to those reported in the literature for the
bioconversion using glucose/fructose as substrates
due to the low affinity of GFOR for lactose
(Malvessi etal., 2002).

Table 2 - Results obtained in 24-hours shaken flask cultivation of Zymomonas mobilis ATCC 29191 in media containing

100 g.L'! glucose and different vitamins sources.

Vitamins source / concentration  Glucose (g.L™) Cell (g.L'l) Ethanol (g.L'") pH
(gL

Yeast extract SIGMA / 5.0 18 3.8 48 5.2

Yeast extract SIGMA / 7.5 2.0 4.2 46 52

Yeast extract PRODEX / 5.0 1.3 3.3 48 5.2

Yeast extract PRODEX / 7.5 1.4 3.6 50 5.6

Dry brewer’s yeast / 6.0 1.5 - 46 5.0
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Figure 1 - Variation in lactobionic acid concentration with time during bioconversion experiments with 0.7M
lactose / fructose and permeabilised Zymomonas mobilis cells cultivated in SS medium with initial
glucose concentration of 100 g.L"' (W) and 150 g.L' (O).

Table 3 - Results obtained in the cultivation of Zymomonas mobilis ATCC 29191 in bioreactor in SS medium containing

5 ¢ L' PRODEX and 100 or 150 g.L"' glucose.

Initial glucose (g.L. ™) 100 150
Cell (gL 4.5 5.0
Ethanol (g.L™) 49 71
Maximum specific growth rate (h") 0.45 0.32
Cell yield (g.g™) 0.043 0.032
Ethanol yield (%) 86 86
GFOR/GL activity (U.g") 4.8 5.9
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RESUMO

Este trabalho objetivou definir uma composi¢io de
meio de baixo custo para o cultivo de Zymomonas
mobilis, visando a produgio de etanol e das enzimas
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-
d-lactonase (GL). Observou-se que o pH do meio
pode ser eficientemente controlado, de forma simples,
com a adigio de 5 g.I" CaCO,. PRODEX (extrato
de levedura bruto) e levedura seca de cervejaria

podem ser utilizados como fontes de vitaminas em
substitui¢do ao extrato de levedura purificado. A
atividade GFOR/GL, medida com frutose/lactose
como substratos, foi preferencialmente induzida por
concentragio mais elevada de glicose (»150 g.L").
Para qualquer concentragdo de glicose, rendimentos
em etanol proximos a 90% em relagio ao maximo
tedrico foram alcangados. Em ensaio de bioconversio
com células de Z. mobilis, em solugio frutose/lactose
(0,7M), acima de 80% da lactose foi convertida em
acido lactobidnico.
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Abstract

Experimental conditions for complete separation and quantification of mixtures containing lactobionic acid, sorbitol, lactose and fructose
are discussed for the first time. These mixtures appear in the enzymatic bioconversion of fructose and lactose catalyzed by glucose-fructose
oxidoreductase (GFOR) and glucono-8-lactonase (GL) enzymes of Zymomenas mobilis cells. The high-performance liquid chromatography
(HPLC) separation was carried out in a strong cation ion exchange resin (hydrogen form) based on a copolymer of styrene divinylbenzene
(PS-DVB). A stationary phase of B-cyclodextrin was also evaluated. An efficient scparation was obtained with PS-DVB column cluted with
sulfuric acid 0.450 mM solutions (pH 3.0-3.2) at 75 °C. The formation of lactones was observed, which is associated with the dissolution of
lactobionic acid crystals; however, by dissolving the lactobionic acid crystals on alkaline calcium hydroxyde solution in equimolar ratio a single
lactobionic acid chromatographic peak without lactobionolactone is obtained.

© 2007 Published by Elsevier B.V.

Keywords: HPLC separation; Lactobionie acid/sorbitol/lactose/fructose mixture; Cation ion exchange resin

1. Introduction

The bioproduction of bionic acid, especially lactobionic acid,
was originally observed in a culture of Pseudomonas cells (P,
graveolens 14 and P. fragi 25) bacteria with process yield of
77% [1,2]. Similarly, the biotechnology process for produc-
tion of sorbitol by Zymomonas mobilis started with research
of alternative carbohydrate sources for ethanol production by
fermentation from sucrose or fructose/glucose mixtures [3-5].
In this process a equimolar production of sorbitol and glu-
conic acid was observed. The underlying mechanism of the
biotransformation with Z. mobilis was completely elucidated
by Zachariou and Scopes [6]; a single glucose—fructose oxi-
doreductase (GFOR; EC 1.1.1.99) enzyme with a tightly bound
NADP* cofactor transfers hydrogens equivalents from glucose
to fructose producing glucono-8-lactone and sorbitol. In addi-

* Corresponding author. Tel.: +351 225081671; fax: +351 225081674.
E-mail address: arodrig@fe.up (A.E. Rodrigues).

0021-9673/$ — see front mitter © 2007 Published by Elsevier BV,
doi: 10.1016/j.chroma.2007.01.051

tion, the action of glucono-8-lactonase (GL; EC 3.1.1.17) to
convert lactone in gluconic acid was observed. Several works
report conditions for sorbitol and gluconic acid production
[7-14].

Satory et al. [15] showed that the GFOR/GL enzymes are
able to oxidize not only glucose but also seven other aldoses
sugars to produce the corresponding organic acids; in particular,
lactose is oxidized to lactobionic acid. Adittionally, Malvessi et
al. [16] obtained the reaction rate for the biotransformation of
fructose and other carbohydrates in presence of permeabillized
cells of Z. mobilis to produce sorbitol and the corresponding
organic acid; for the reaction between fructose and lactose, the
yield in lactobionic acid was 85%.

Simms et al. [17] suggested an analytical method for the
quantification of lactobionic acid in a solution containing both
lactose and lactobionate, using B-cyclodextrin resins column
and also calcium ion exchange resin. Later, Satory et al. [15]
used a calcium ion exchange resin based on copolymer of
styrene and divinylbenzene (PS-DVB) to analyze the substrates
lactose, fructose and the products lactobionic acid, sorbitol.
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This mixture was produced from enzymatic reaction with
GFOR in an ultrafiltration membrane reactor. However, sorbitol
and lactobionic acid were eluted as a single peak. Miyamoto
et al. [18] measured lactobionic acid produced by Pseu-
domonas sp. LS13-1 with PS-DVB resin column and water as
eluent.

The copolymer of styrene—divinylbenzene (PS-DVB) has
many advantages as matrix for ion-exchange resins. It has excel-
lent physical and chemical resistance to the degradation by
oxidation, hydrolysis or high temperatures. The aromatic ring
can react by electrophilic aromatic reaction, for example, by the
incorporation of sulphonic groups to produce PS-DVB resins.
Jonic groups such as SOz~ modify the retention properties of
the hydrophobic resins, varying the retention time of neutral
carbohydrates [19]. PS-DVB column has applicability on the
separation of different biologic compounds such as proteins,
nucleic acids and carbohydrates [20-25], and also polyols and
aliphatic carboxylic acids [26]. Additionaly, the hydrophylic
nature of PS-DVB resins is an important characteristic [26]
which is strongly affected by SO3~ groups [19,20] and influ-
enced by pH during analyses [27].

B-Cyclodextrin is produced from starch syrups by enzy-
matic hydrolysis with cyclodextrin glycosyl transferase (CGT)
forming a cyclic heptamer with seven glucose units joined by
alpha-1,4 links. There are three commons structures, , (3 and -y
cyclodextrin, formed by 6, 7 and 8 glucose units, respectively.
Methyl and 1,4-glucoside oxygen links form the hydrophobic
cavity that interact with aromatic structures in aqueous mobile
phase in this cavity while amines and carbonyl groups inter-
act with the hydroxyl groups at the mouth of the cavity to
form the diastereomeric complex [28]. Columns packed with
cyclodextrin/silica gel have been applied for the separation
of carbohydrates [29,30] and organic acids [17,31]. Simms et
al. [17] showed that the separation of lactose and lactobionic
acid can be possible using cyclodextrin column eluted with a
70:30 acetonitrile—sodium phosphate buffer solution (NaH2PO4
50mM, pH 5.0).

The objective of this work is to find experimental condi-
tions for complete separation and quantification of mixtures
containing lactobionic acid, sorbitol, lactose and fructose from a
reference solution simulating the enzymatic bioconversion solu-
tion catalyzed by glucose—fructose oxidoreductase (GFOR) and
glucono-d-lactonase (GL) of Z. mobilis cells. The HPLC tech-
nique is considered having in mind that simple eluent and ion
exchange resin based PS-DVB should be selected for further
work on preparative chromatography.

2. Materials
2.1. Chemicals

Sorbitol, D-fructose and lactobionic acid analytical standards
were obtained from Sigma—Aldrich (St. Louis, USA) and lactose
from Panreac (Barcelona, Spain). The eluent was prepared from
sulfuric acid obtained from Merck (Damstadt, Germany), ace-
tonitrile and sodium dihydrogenphosphate from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany).

2.2. Chromatographic equipment

The HPLC system used was from Gilson (France) equipped
with an isocratic pump system 305 model and manometric mod-
ule 805 model and refractive index detector 131 model. The
column was maintained inside a tube with water circulation to
control the temperature using a pump Haake D1 (Germany).

Chromatographic columns used were: [-cyclodextrin-
bonded-phase column (Cyclobond I 2000 column, 250 mm x
4.6mm, particle diameter 5um) from Advanced Separation
Technology (Whippany, NJ, USA), strong hydrogen cation ion
exchange resins column (HPX-87H column, 300 mm x 7.8 mm,
particle diameter 9 wm) from Bio-Rad Labs. (Richmond, CA,
USA) and strong hydrogen cation ion exchange resins col-
umn (ICSep ICE-ION-300 column, 300 mm x 7.8 mm, particle
diameter 7 um) from Transgenomic (San Jose, CA, USA). The
volume of injection was 20 pL.

3. Results and discussion
3.1. Separation test on B-cyclodextrin resin

Preliminary tests with the cyclodextrin column did not show
good separation for solution when sorbitol is present, as shown
in Fig. 1. The test conditions were based on those of Simms et al
[17], which showed a good separation of lactobionic acid, lacto-
bionolactone and lactose in absence of sorbitol and fructose. In
this work the concentration of the eluent acetonitrile/phosphate
buffer (70/30) and pH were carefully adjusted to 10 mM and
pH 3.0; after the incorporation of acetonitrile the pH was cor-
rected with phosphoric acid. The analysis was made at room
temperature at 1 mLmin~!. There was no solubility problems
at concentration of 1 gL~ for each species.

The results presented in Fig. | show an excellent separation of
sorbitol and lactose with symmetrical peaks at 6.5 and 8.0 min.
However, it was observed that lactobionolactone and sorbitol
have the same retention time (6.5 min). Unsymmetrical peaks
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Fig. 1. Chromatogram of individual lactose, fructose, lactobionic acid and sor-
bitol (1 g L "yon B-cyclodextrin column (Cyclobond 12000, 250 mm x 4.6 mm,
5um) using acetonitrile—NaH>PO4 buffer 10mM (70:30) as eluent, pH
3.0 at 1.0mLmin—! at room temperature (20°C) (1—fructose, 2—sorbitol,
3—lactona, 3'—lactobionic acid, and 4—lactose).
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of fructose and lactobionic acid were observed at 5.5 min and
between 9.0 and 12 min, respectively.

The lactone peak, showed on Fig. 1, can be present in the
lactobionic acid salt or can appear during the dissolution of the
crystals, and it is a problem for the quantification method pro-
posed. The condition for the appearance of the lactone peak
has been associated with pH (acid values) of the reaction media
[32,33]. The lactobionolactone species is an intermediate struc-
ture probably formed during the oxidation process of lactose
to produce lactobionic acid Simms et al. [17]. The chromato-
graphic peaks in the separation observed by Simms et al. [17]
are more symmetric and the retention times are lower than in
our experiment. It shows that pH adjustment is necessary to
obtain better quantitative analysis, in the range of concentration
under consideration. The solution to reduce the lactobionolac-
tone peak is an alkaline hydrolysis of the reference solution [32].
However, the economic importance of this intermediary in cos-
metics manufacturing should be considered. However, in view
of the separation in preparative column in simulated moving bed
system (SMB) it is convenient to use simple eluent as water and
sulfuric acid at very low concentration.

3.2. Separation tests on strongly acidic cation-exchange
resins

Results obtained with both PS-DVB columns are evaluated
here. The elutent was sulfuric acid solution. The pH was 1-3
with Bio-Rad column by manufacturer recommendation and 95
bar of maximum pressure. However, for the ICSep-ICE-ION-
300 column, the range of pH investigated was 07, with 70 bar
of maximum pressure. The maximum temperature was 75 °C.

The temperature effect in the resolution of the peaks can be
observed on Fig. 2. At higher temperatures fructose and sorbitol
peaks are more symmetric and the eluent viscosity is lower,
which allows the use of higher flowrate of eluent in the column
and a reduction of the time for analysis. Also, the diffusivity
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Fig. 2. Effect of temperature on the chromatogram of the reference solution (lac-
tobionic acid, lactose, frutose and sorbitol) in sulfuric acid eluent (0.450 mM, pH
3.1). ICSep [CE-ION-300, 300 mm x 7.8 mm, 7 wm column at 20 and 75 °C and
0.5mL min~! (I—lactobionic acid, 2—lactose, 3—fructose and 4—sorbitol).
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Fig. 3. Effect of the pH of eluent (H,SO4) on the separation of lactobionic acid,
lactose, frutose and sorbitol mixture (individual concentration 2gL~'). The
reference case is sulfuric acid eluent (0.450 mM, pH 3.1). ICSep ICE-ION-300
column, 300 mm x 7.8 mm particle diameter, 7 wm at 75 °C and 0.5 mL min~"
(1—lactobionic acid, 2—lactose, 3—fructose and 4—sorbitol).

of species increase with increasing temperature and reducing
eluent viscosity [34].

Fig. 3 show the influence of the pH of eluent on the separation
of the aqueous solution of lactobionic acid, lactose, frutose, sor-
bitol. Looking at the lactobionic acid peaks it can be observed
that a symetric peak appears when the eluent is more acidified
(pH~3.1). For pH <3.1 there is an overlap of lactobionic acid
and lactose peaks, while for pH> 3.1 the symmetry of the peak
is deformed with further appearance of the lactobionolactone
structure.

The lactobionolactone species was present in the reference
solution after dissolving the lactobionic acid crystals in the
eluent, as shown in Fig. 4. In this case, the formation of this
compound is associated with the acid pH of solvent used, water
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Fig. 4. Chromatogram of the reference solution prepared in sulfuric acid eluent
(0.450mM, pH 3.1) showing the lactobionolactone structure at 6 min reten-
tion time and the asymmetrical peak of lactobionic acid. ICSep ICE-ION-300
column, 300 mm x 7.8 mm particle diameter, 7 um at 75 °C and 0.5 mL min~"
(1—lactobionic acid, 2—lactose, 3—fructose and 4—sorbitol).
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Fig. 5. Chromatogram of the reference solution prepared in Ca(OH) solution
in equimolar ratio and a presence of pulse injection under arrow at 5.5 min
retention time and symmetrical peak of lactobionic acid in sulfuric acid eluent
(0.450mM, pH 3.1). ICSep ICE-ION-300 column, 300 mm x 7.8 mm particle
diameter, 7 wm at 75°C and 0.5 mL min~! (1—Ilactobionic acid, 2—lactose,
3—fructose and 4—sorbitol).

or sulfuric acid eluent. The recommendation to prevent the for-
mation of lactobionolactone is to dissolve the acid crystals in
alkaline solution [32]. However, the lactone structure can be
hydrolized by increasing the pH of the solution to 11-12 with
Ca(OH), for 30 min and then can be completed to a known
volume. In this essay the dissolved lactobionic acid crystals in
Ca(OH),, in an equimolar ratio, were able to reduce the lac-
tone formation, as shown in Fig. 5. The calcium lactobionate
has approximately pH 5.5 and the final volume was completed
with sulfuric acid solution eluent at pH 3.1.

Fig. 6 showed the chromatogram obtained with the Bio-Rad
column. The main diference when comparing with Fig. 3 is the
lower separation of peaks. In fact, Fig. 3 showed the important
influence of eluent pH on the separation performance; it is clear
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Fig. 6. Chromatogram of individual lactose, fructose, lactobionic acid and sor-
bitol (10g L") prepared in sulfuric acid eluent (0.5 mM., pH 2.8). HPX-87H
column, 300 mm x 7.8 mm particle diameter, 9 um at 60 °C and 0.6 mL min~!
(1—lactobionic acid, 2—lactose, 3—fructose and 4—sorbitol). This chro-
matogram was obtained in HPLC Agilent Technology 9100 model.

that decreasing pH the peak of lactobionic acid will be closer
to the peak of lactose. The Bio-Rad column is also a hydro-
gen strong cation ion exchange resin with particle diameter of
9 wm and crosslink of 8%. However, the Tansgenomic column
contains a resin with 6% of crosslink. Resin crosslinking is an
important parameter in any chromatographic separation. Styrene
divinylbenzene resin is a relatively rigid gel-type media. The
lower the crosslink, the more open the structure is, and the more
permeable it is to higher molecular weight substances [34].

4. Conclusion

The experimental conditions to analyze a mixture of lacto-
bionic acid, lactose, fructose and sorbitol in PS-DVB column
were determined for the first time. The mixture is present in the
bioconversion of lactose and fructose by enzymes GFOR/GL of
Z. mobilis. The main parameters studied were the pH of elu-
ent and the temperature of column which have strong influence
on the separation and peak symmetry. The suggested analyti-
cal method uses a hydrogen strong ion-exchange resin based
on PS-DVB (ICSep ICE-ION-300, 300 mm x 7.8 mm, particle
diameter 7 pm) and a eluent HySO4 0.450 mM (pH 3.1) at 75 °C.
The lactobionic acid crystals have to be dissolved in an alkaline
solvent with Ca(OH),, (or in sodium or potassium hydroxide)
in equimolar ratio, to prevent the lactone formation. This is a
fast and simple analytical method for quantification of lacto-
bionic acid and sorbitol production from enzymatic reaction
with GFOR and it is an important method for determination of
concentration at different stages of the separation at preparative
scale.
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