XI1 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

Reutilizacdo de células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de
célcio para a obtencdo e posterior purificacdo de lactobionato de potassio

Eduarda Gongcalves®, Maria G. Delagustin', Sabrina Carra’, Eloane Malvessi' e
Mauricio M. Silveira®

'Universidade de Caxias do Sul — Instituto de Biotecnologia
Caixa Postal 1352 — 95070-560 Caxias do Sul — RS - E-mail: egoncalves2@ucs.br

RESUMO

O écido lactobidnico e seus sais, como o lactobionato de potassio, sdo substancias de alto valor
comercial e com importantes aplicacdes na area farmacéutica. Estes compostos podem ser
obtidos em associagdo com sorbitol, via conversdo de lactose e frutose, respectivamente,
pelas enzimas glicose-frutose-oxidorredutase (GFOR) e gliconolactonase (GL), presentes em
células de Zymomonas mobilis. No processo de obtencdo destes compostos, destaca-se a
utilizacdo da imobilizacdo celular, que apresenta como vantagens a possibilidade de
reutilizacdo do biocatalisador e a facilidade de recuperacéo dos produtos do caldo final de
bioconversdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a obtencdo de lactobionato de potassio
em bateladas sucessivas e posterior purificagdo do produto. Como resultados da
bioconversdo, foram atingidos 474 e 484 mmol/L de produto em 33 e 55h de processo,
respectivamente, na primeira e segunda batelada, com rendimento médio de 74%. A
purificacdo com etanol resultou em um produto com pureza aproximada de 90% (m/v).

Palavras-chave: Lactobionato de potassio, acido lactobidnico, Zymomonas mobilis, glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR)/glicono-lactonase (GL), purificagéo.

INTRODUCAO

O acido lactobibnico é um composto de suma importdncia para a inddstria
farmacéutica, pois além das propriedades hidratantes, anti- idade e antioxidantes (Yu & Van
Scott, 2004), é utilizado em solucdo conservante de érgdos para transplante (Sumimoto &
Kamada, 1990) e na vetorizacdo de drogas (Kim et al., 2004). Umas das formas de obtencéo
deste acido ¢ através da acdo do complexo enzimatico periplasmatico de Zymomonas mobilis
- glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e gliconolactonase (GL). GFOR atua na oxidacéo da
lactose a lactobiono-lactona e reducdo da frutose a sorbitol. Por acdo da GL, a lactona é
convertida a acido lactobionico (Zachariou & Scopes, 1986; Malvessi et al., 2013). Durante a
bioconversdo, em funcdo da formacdo do &cido lactobiénico, ha uma queda do pH reacional.
Com isso, torna-se necessario o controle do pH com uma solugéo alcalina, como por exemplo,
0 hidréxido de potassio (Zagonel, 2013) hidréxido de sdédio (Malvessi et al., 2013) ou
hidroxido de célcio (Murakami et al., 2008), levando a formacdo dos respectivos sais
(lactobionatos).

A imobilizacdo de celulas em alginato de calcio tem sido utilizada na etapa de
bioconversdo, pois apresenta vantagens como a facilidade de separacdo das células/enzimas
do produto final e a possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador imobilizado em bateladas
repetidas de conversdo (Carra et al.,, 2015). Uma vez formado, o lactobionato pode ser
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purificado com o uso de solventes organicos, como por exemplo, o etanol.
Além de ser uma técnica simples, o etanol é um dos produtos gerados no cultivo de Z.
mobilis. O que garante a separacdo do produto é a diferenca de solubilidade dos compostos no
solvente, sendo que o lactobionato é praticamente insolivel em etanol e os substratos
residuais, lactose e frutose, tem elevada solubilidade (Carra, 2012). Neste contexto, 0 objetivo
desse trabalho foi avaliar a producdo de lactobionato de potassio utilizando de células
imobilizadas de Z. mobilis em bateladas consecutivas e a posterior purificacdo do produto
final.

MATERIAL E METODOS

Producdo e imobilizacdo de células/eznimas: O microrganismo utilizado neste ensaio foi
Zymomonas mobilis ATCC 29191. As células foram cultivadas em biorreator (Biostat B, B.
Braun Biotech, Sartorius), com 5L de meio, 30°C, agitacdo em 450 rpm e pH controlado em
55 (Malvessi et al., 2006). Ao final do cultivo, as células foram concentradas,
permeabilizadas em CTAB e imobilizadas em alginato de calcio (Carra, 2012).

Bioproducéo de acido lactobibnico/lactobionato de potassio: A etapa de bioconversao foi
realizada em biorreator com agitacdo mecénica, contendo 1,3L de solucdo de lactose (700
mol/L) e frutose (600 mol/L), 20 g/L de biocatalisador imobilizado, a 39°C e pH controlado
automaticamente em 6,4 com a adicdo de KOH 7 mol/L. Finalizado o primeiro ciclo, as esferas
foram drenadas do meio de reacdo, tratadas com CaCl2 0,3 mol/L e lavadas com agua pH 7,0. A
batelada foi repetida, sendo conduzida por um periodo necessario para que fosse atingido
rendimento minimo de 70% em produto.

Purificacdo do produto: Foi utilizado 1L do caldo final da bioconversao e adicionado etanol
70% (m/v), a vazdo de 500 mL/min, sob agitacdo mecanica, a 45°C (Oliveira et al, 2015).
Posteriormente, a mistura foi mantida em temperatura inferior a 0°C durante 24h e, na
sequéncia, o precipitado foi ressuspenso em agua destilada. Este procedimento foi repetido
nas trés etapas de precipitacéo.

Parametros cinéticos: A concentracdo maxima de produto (Pmax) foi calculada em funcéo do
volume e concentragdo da solucdo de KOH usada na reagdo; a conversdo de substrato em
produto (Ypiso) foi determinada pela relacdo entre o produto formado e a lactose inicial; a
produtividade molar (Pm) pela divisdo do lactobionato de potassio formado pelo tempo de
processo; a produtividade especifica (q), pela divisdo de Pm pela concentracdo celular; a
velocidade especifica de formacao de &cido lactobionato de potéssio funcdo do tempo, sendo
os valores de velocidade divididos pela massa celular.

Métodos analiticos: A determinacdo das concentragdes do acido lactobibnico, sorbitol,
lactose e de frutose foi realizada por cromatografia em fase liquida (Carra, 2012). A
concentracdo de &cido lactobibnico foi convertida para lactobionato de potassio.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A obtencdo do lactobionato de potéssio foi realizada via acdo de células de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de calcio. Na Tabela 1, pode ser observado que valores de
produtividade méaxima de 474 e 484 mmol/L e rendimento de 73% e 75%, respectivamente,
foram atingidos na primeira e na segunda batelada de bioconversdo. Embora semelhantes,
guando considerado os valores de produtividade molar e especifica, parametros que levam em
consideracdo o tempo de processo, ressalta-se que valores superiores de Pm (20 mmol/h) e de
g (0,77 mmol/g/h) foram atingidos na primeira batelada.
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Tabela 1: Producdo de lactobionato de potassio por células imobilizadas de Zymomonas
mobilis (So= 700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L de frutose, X=20 g/L, pH 6,4, 39°C).

Parametros cinéticos Batelada 2 Batelada 1
Pmax (mmol/L) 474 484
t (h) 33,3 55,5
Y pis0 (Mmol/mmol) 0,73 0,75
Pm (mmol/h) 20,0 12,3
g (mmol/g/h) 0,77 0,47
e max (Mmol/g/h) 1,1 0,7
S¢ (mmol/L) 171 161

Pmax, CONcentracdo maxima de acido lactobidnico; t, tempo de processo; Yps, conversdo em relacdo ao
substrato inicial; Py,, produtividade molar; g, produtividade especifica; ppmax, Maxima velocidade especifica
de formacéo de produto; Sy, lactose residual.

Na Figura 1, sdo apresentados os perfis de producdo de lactobionato de potassio e as
velocidades especificas de formacao de produto em funcéo do tempo de bioconverséo.
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Figura 1: Lactobionato de potéssio formado [A] e velocidade especifica de formacéo de
produto (up) [B] em fungéo do tempo, em ensaios de bioconversao com células imobilizadas
de Zymomonas mobilis em bateladas consecutivas (Sp= 700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L

frutose, X= 20 g¢/L, pH 6,4, 39°C, volume reacional 1,3L).

De acordo com os perfis cinéticos apresentados na Figura 1A, verifica-se que a
formacdo de produto na segunda batelada ocorreu de forma mais lenta. Entretanto, no final foi
atingido o0 mesmo valor em termos de rendimento (~74%). Isso pode ser observado também
ao analisar o perfil de pp, apresentado na Figura 1B. Na primeira batelada a velocidade
maxima de 1,1 mmol/g/h é alcancada em cerca de 8h de processo e apds, tende a cair
rapidamente. Na segunda batelada, a velocidade maxima de 0,7 mmol/g/h € identificada no
inicio da reacdo e ap0s, é observada a reducdo gradual da velocidade até o final da
bioconversdo, em torno de 55h. Este fato poderia estar relacionado ao tratamento das esferas
com CaCl,, que levam ao aumento da rigidez e na diminuigé@o da transferéncia de massa ou,
ainda, queda da estabilidade da enzima, provavelmente devido & exposi¢do prolongada as
condicdes da bioconverséo.

Os testes de purificacdo foram realizados com o intuito de separar o lactobionato de
potassio dos substratos residuais, lactose, frutose e o sorbitol, presentes no caldo final de
bioconversédo (Tabela 2).
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Tabela 2: Dados gerais da purificacdo de lactobionato de potéssio do caldo da bioconverséo.

Produtos/substratos Caldo final da bioconversao Produto final (10 g/L)
o/L % (m/v) g/L % (m/v)
Lactobionato de potassio 209 60,3 8,4 91,3
Lactose 34,9 10,1 0,6 6,5
Sorbitol 102,5 29,6 0,2 2,2
Frutose * * * *

* Nao detectado

Cerca de 209 ¢g/L de lactobionato de potassio foi determinada no caldo final da
bioconversao, representando aproximadamente 60% (m/v) do volume total; lactose (~35 g/L)
e sorbitol (~102 g/L), em torno de 10 e 30% (m/v) da mistura, respectivamente (Tabela 2).
Finalizadas as trés etapas de precipitacdo com etanol, a partir de uma solugdo com
concentracdo tedrica de 10 g/L, cerca de 8 g/L de produto foi quantificado, o que representa
uma pureza de 90% (m/v). Concentragdes residuais de 0,6 e 0,2 g/L de lactose e de sorbitol,
respectivamente, foram medidas. Frutose ndo foi detectada em ambas as amostras - no caldo
de bioconversdo e no produto final - em funcdo da baixa concentragdo, inferior ao limite de
deteccdo e quantificacdo pelo método proposto.

CONCLUSOES

Na bioproducéo do lactobionato de potassio pelo complexo GFOR/GL de Z. mobilis
imobilizado em alginato de célcio, foi atingido rendimento de 74% em produto nas duas
bateladas consecutivas de conversdo. Com a utilizacdo de etanol na etapa de purificacdo
proposta, lactobionato de potassio com grau de pureza de 90% (m/v) foi obtido.
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