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RESUMO

A acdo catalitica das enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase e glicono-d-
lactonase (GFOR/GL) é independente da viabilidade das celulas de Zymomonas mobilis.
Convencionalmente, para evitar-se que 0 substrato da reacéo enzimatica seja metabolizado,
é feita a inviabilizacdo celular com detergente, levando a permeabilizacdo da parede da
bactéria e ao acumulo dos produtos de interesse. No processo com células imobilizadas em
alginato de calcio, é feita a reticulagdo previa das células com glutaraldeido, substancia
conhecida pela sua agdo biocida. Em estudos preliminares observou-se a eficacia da
substituicdo da etapa de permeabilizacdo pela inativacao por glutaraldeido. Neste trabalho
buscou-se avaliar a producdo de acido lactobiénico para as células tratadas somente com
glutaraldeido, em comparacdo ao procedimento a permeabilizagdo com CTAB e reticulagio
com glutaraldeido. A concentracdo de produtos obtida foi de 0,5 mol/L, com rendimento de
77%, para tratamento somente com glutaraldeido, resultados comparaveis aos melhores
descritos na literatura para o procedimento convencional.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase / gliconolactonase,
glutaraldeido, inibicdo de metabolismo

INTRODUCAO

As enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-
lactonase (GL), presentes em células da bactéria, Zymomonas mobilis, sdo capazes de
converter glicose e frutose em acido glicdnico e sorbitol, respectivamente (ZACHARIOU e
SCOPES, 1986). A acdo catalitica das enzimas GFOR/GL independe da viabilidade celular e,
por isso, tem-se empregado a permeabilizacdo celular com a finalidade de solubilizar os
cofatores essenciais para a conversdo a etanol, impedindo o metabolismo fermentativo das
células. Dentre as técnicas de permeabilizacdo, destaca-se a o tratamento com tolueno (CHUN
e ROGERS, 1988) e com detergente brometo de cetil trimetil aménio - CTAB (REHR et al.,
1991), com a obtencdo de excelentes rendimentos em produto (98-99%). Na literatura ha
relatos formas alternativas para inviabilizar o metabolismo fermentativo das células, como por
exemplo, a utilizacdo de células secas de Z. mobilis (ICHIKAWA et al., 1989) ou elevadas
concentracgdes iniciais de substratos (SILVEIRA et al., 1999) na reacdo de bioconversao.

Além da glicose, GFOR tem a capacidade de oxidar lactose a acido lactobiénico
(SATORY et al., 1997; MALVESSI et al., 2006). Na preparacdo do biocatalisador a ser
utilizado na obtencdo de &cido lactobidnico e sorbitol com este sistema enzimatico, Carra
(2012) destaca a permeabilizagdo das células de Z. mobilis com CTAB 0,2% (m/v), seguido
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da reticulagdo com glutaraldeido e posterior imobilizacdo em alginato de célcio. Utilizando-se
esta técnica, em estudos preliminares do grupo para obtencéo de &cido glicénico (dados ndo
publicados), verificou-se que ambos o0s tratamentos agem na inviabilizacdo celular,
destacando, ainda, a caracteristica biocida do glutaraldeido (LEUNG, 2001; PEREIRA et al.,
2014). Salienta-se que somente o tratamento com glutaraldeido, em ensaios de bioconverséo
com glicose/frutose, resultou num aumento na produtividade especifica e por consequéncia
em aumento da velocidade de formacdo de produto, desta forma, reduzindo o tempo das
reacdes. Assim, visando a simplificacdo do processo, tornou-se interessante a avaliacdo do
tratamento prévio das células apenas com glutaraldeido para ensaios de bioconversdo de
lactose/frutose em acido lactobibnico e sorbitol.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo e meio de cultura: O microrganismo utilizado foi Zymomonas mobilis
ATCC 29191 (NRRL B-4492), fornecido pelo United States Departamento of Agriculture
(USDA). As culturas foram repicadas mensalmente, incubadas a 30°C e estocadas a 4°C. Os
meios liquidos utilizados para conservacgdo e ativacao, obtencdo do indculo e nos cultivos em
biorreator para a producdo de células/enzimas foram formulados conforme descrito por
Malvessi et al. (2006).

Inviabilizagdo do metabolismo fermentativo e imobilizacédo celular: Apos o cultivo, as
células foram submetidas aos tratamentos de inviabilizacdo celular prévios a imobilizacao:
Ensaio 1 - suspensdo celular concentrada em 25 g/L (m/v) foi tratada com brometo de cetil
trimetil amdnio (CTAB) 0,2% (m/v), a 4°C, por 15 minutos e reticuladas com glutaraldeido
0,5% (m/v), por 10 minutos, em temperatura ambiente. Ensaio 2 - suspensdo celular
concentrada a 50 g/L foi tratada somente com glutaraldeido 0,5 % (m/v), em temperatura
ambiente, por 10 minutos. Ensaio 3 — controle com células isentas de tratamento.

Para a imobilizacdo em alginato de célcio seguiu-se a metodologia descrita por Carra (2012).

Ensaios de bioconversdo: Os ensaios de bioconversdo foram realizados em reatores de 200
mL, contendo 100 mL de solucdo de lactose 0,7 mol/L e frutose 0,6 mol/L. O reator foi
mantido em banho termostatizado, a temperatura de 39°C, sob agitacdo magnetica, com pH
controlado em 6,4 pela adicdo automatica de solucdo de NaOH na concentracdo 7 mol/L. A
concentracdo celular do biocatalisador imobilizado foi de 20 g/L (CARRA, 2012;
MALVESSI et al., 2006).

Métodos analiticos: A concentracdo celular foi estimada pela medida da absorbancia de
suspensdes celulares, a 560nm, em espectrofotémetro (Aurora Instruments UV-210) e, ao
final dos cultivos, por gravimetria. As concentracdes de produtos, acido lactobibnico e
sorbitol, foram estimadas indiretamente em funcdo do volume e da concentracdo de base
utilizada para o controle do pH da reacdo. A determinacdo da atividade enzimatica foi
realizada como descrito para os ensaios de bioconversdo com solucdo de glicose/frutose 0,7
mol/L, com células livres na concentracdo de 4 g/L e pH controlado em 6,4, pela adi¢cdo de
NaOH 1 mol/L. Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de enzimas
capaz de formar 1 mmol de acido glicénico por hora, sendo a atividade expressa em unidades
por grama de células secas (U/Q).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 1, apresentam-se os perfis cinéticos de formacdo de produto em ensaios
com as celulas isentas de tratamento, tratadas somente com glutaraldeido e tratadas com
CTAB/glutaraldeido. Observa-se que, em 24 horas de processo, o tratamento das células
somente com glutaraldeido (Ensaio 2) resultou em maiores concentragdes de produto
formado, confirmando os resultados anteriores obtidos pelo grupo (dados ndo publicados),
que comparou os diferentes tratamentos em ensaios de bioconversdo com glicose e frutose.
Sugere-se que este comportamento seja devido a combinagdo das formas de tratamento, uma
vez que as atividades enzimaticas apds os diferentes tratamentos de inviabilizacdo celular
realizados de forma separada foram semelhantes, ao passo que para o duplo tratamento
(CTAB/glutaraldeido), observou-se reducao de 25% na atividade enzimatica (Figura 2).

Froduto formadao (mmaliL)
Atividade (L¥g)

GLU CTAB CTAB +GLU

Tempo {(h)
Figura 1 - Concentragdo de produtos formado em Figura 2 — Atividade enzimatica GFOR/GL
ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas presentes nas células de Zymomonas mobilis
mobilis submetidas aos diferentes tratamentos submetidas aos diferentes tratamentos: GLU,
prévios a imobilizacdo: (m) sem tratamento; (e) tratadas somente com glutaraldeido; CTAB, tratadas

permeabilizacdo com CTAB e reticulagdo com somente com CTAB; CTAB+GLU,
glutaraldeido; (A) tratamento somente com permeabilizacdo com CTAB e reticulagdo com
glutaraldeido. glutaraldeido.

Os resultados gerais para 0s ensaios de bioconversao com as células de Z. mobilis apos
os diferentes tratamentos estdo apresentados na Tabela 1. Destaca-se o rendimento superior
para as células tratadas apenas com glutaraldeido, atingindo 77% de conversdo em 24h,
enquanto para as células com duplo tratamento (CTAB/glutaraldeido) e isentas de tratamento,
o rendimento maximo foi de 44% e 65%, respectivamente. Em termos de produtividade
especifica e velocidade maxima de formacdo de produto, o tratamento Unico com
glutaraldeido representa um aumento de 32% e 160%, respectivamente, em compara¢cdo ao
duplo tratamento. Embora os resultados para as células permeabilizadas com CTAB e
reticuladas com glutaraldeido tenham acarretado em rendimentos inferiores aos atingidos com
as células tratadas somente com glutaraldeido, Carra (2012) relata, para o duplo tratamento,
valores similares aos atingidos somente com glutaraldeido no presente estudo. Desta forma,
os dados obtidos para o tratamento com glutaraldeido s&o validados.
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Tabela 1 — Resultados gerais dos ensaios de bioconversdo com células de Zymomonas mobilis
submetidas aos diferentes tratamentos e imobilizadas em alginato de célcio (Substrato inicial: lactose
700 mmol/L e frutose 600 mmol/L, pH 6,4; temperatura 39°C; 20 g/L de biocatalisador)

Pardmetros Branco Padréo GLUT
t (h) 24 24 24
Pmax (mmol/L) 426 298 499
Sf (mmol/L) 232 375 151
p (%) 65 44 77
p (mmol/L/h) 17 15 20
g (mmol/g/h) 0,86 0,76 1,00
Mpmax. (mmol/g/h) 1,5 1,0 2,6

t, tempo de processo, Pmax, concentracdo maxima de produto (acido lactobi6nico ou sorbitol); Sf, concentracédo
de lactose residual; p, rendimento em produto; p, produtividade; q, produtividade especifica; p,max, Mmaxima
velocidade especifica de formacéo de produto.

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o tratamento das células de Z. mobilis somente com
glutaraldeido ndo acarreta em reducéo da atividade catalitica da enzima, livre ou imobilizada,
possibilitando, ao contrario, maiores produtividade e rendimento na bioconverséao de lactose e
frutose a é&cido lactobionico e sorbitol. Adicionalmente, o tratamento somente com
glutaraldeido, permitiria suprimir uma etapa do processo e, assim, reduzir custos operacionais,
aspecto particularmente importante no caso de sua eventual aplicacédo industrial.
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