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RESUMO

O acido lactobibnico e seus sais, como o lactobionato de calcio, tém aplicacBes voltadas para
a area farmacéutica e de alimentos. Este insumo pode ser obtido via acdo do sistema enzimatico
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-lactonase (GL) presente no periplasma de células
de Zymomonas mobilis. GFOR/GL séo responsaveis pelas reagdes de oxidagdo e de reducdo dos
substratos lactose e frutose em &cido lactobibnico e sorbitol, respectivamente. Visando ao potencial
uso industrial, o lactobionato de célcio deve ser purificado. Neste contexto a bioproducéo deste sal
pelo sistema GFOR/GL imobilizado em alginato de calcio foi avaliada, seguida da purificacdo do
produto final por precipitacgdo com etanol. Em 30 horas de reagdo, com o pH controlado com
Ca(OH),, foram atingidos 261 mmol/L de lactobionato de calcio , com rendimento de 75%. A
purificacdo foi realizada por trés etapas sucessivas de precipitagdo com etanol, resultando em um
produto com 96% (m/v) de pureza.
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INTRODUCAO

O 4cido lactobibnico é classificado como um &cido bibnico, sendo formado por um poli-
hidroxiacido, o &cido glicdnico, ligado a um acucar, a galactose. Este insumo é empregado na
area cosmeética, com acdo hidratante, anti-idade e capacidade quelante de ions de ferro (Yu &
Van Scott, 2004). Além disso, é relatada a sua utilizacdo em solucéo de preservacdo de 6rgaos
a serem transplantados e para aumentar a solubilidade de farmacos (Alonso et al., 2013). O
acido lactobidnico pode se apresentar na forma de sal, como por exemplo, o lactobionato de
sodio (Malvessi et al., 2013), potassio (Zagonel, 2013) ou célcio (Murakami et al., 2008). O
lactobionato de célcio é um sal solivel em &gua, sendo desejavel visto que sais de célcio
geralmente apresentam baixa solubilidade, o que pode ocasionar precipitacdo destes durante a
estocagem de alimentos e bebidas (Murakami et al., 2008; Vavrusova et al., 2013).

A sintese enzimatica do &cido lactobibnico é realizada, pela acdo do complexo glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR)/glicono-lactonase (GL) presentes no periplasma da bactéria
Zymomonas mobilis. Estas enzimas operam em mecanismo ping- pong, onde a lactose sofre
oxidacdo a lactobiono-lactona e a frutose reducdo a sorbitol. Apds, pela acdo da GL, a
lactobiono-lactona € hidrolisada a acido lactobidnico (Zachariou & Scopes, 1986, Malvessi et
al., 2013). A técnica de imobilizacdo celular em alginato de célcio, aplicada na producdo de
acido lactobionico, apresenta como principais vantagens a possibilidade de reutilizacdo do
biocatalisador e a facilidade de separacdo dos produtos (Carra, 2012).

Como resultado do processo de bioconversao catalisado por GFOR/GL, sé&o obtidos o sal
(lactobionato) correspondente ao cétion presente na solucdo alcalina usada no controle do pH,
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sorbitol e quantidades residuais de lactose e frutose. A purificacdo do
lactobionato pode ser realizada pela técnica de precipitagdo, baseada na diferenca de
solubilidade dos compostos na presenca de solventes organicos (Silveira et al., 2007; Carra,
2012). Visando a potencial utilizacdo do insumo farmacéutico, a pureza deve ser determinada
e, para isso, sdo utilizadas técnicas cromatograficas. Neste contexto, este trabalho teve por
objetivo avaliar os parametros cinéticos da bioproducdo e a etapa de purificacdo do
lactobionato de calcio produzido.

MATERIAL E METODOS

Producéo e imobilizacdo de células/enzimas: Foi utilizada a bactéria Zymomomas mobilis
ATCC 29191 (DSM 3580). Os meios de cultivo utilizados foram descritos por Malvessi et al.
(2006). Para a producdo da biomassa, o cultivo foi realizado em biorreator de agitacdo
mecanica (Biostat B, B. Braun Biotech, Sartorius), a 450 rpm, 30°C e controle de pH em 5,5.
Apds, as células foram permeabilizadas e imobilizadas em alginato de calcio (Carra, 2012).

Ensaios de bioconversao e purificacdo: Os ensaios foram realizados com 0,40L de solucédo
de substratos (700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L de frutose), 20 g/L células de Z. mobilis
imobilizadas em alginato de calcio, pH 6,4 controlado pela adi¢cdo de Ca(OH),, a 39°C. A
etapa de purificacdo foi realizada adicionando-se etanol 75% (m/v), com vazéo de 9 mL/min a
30mL do caldo final da bioconverséo, a 25°C. Apds, a suspensao foi mantida em temperatura
inferior a 0°C por 24h e, ao final, o precipitado foi ressuspenso em &gua destilada, sendo este
processo realizado em trés etapas consecutivas (Carra, 2012).

Parametros cinéticos: A concentracdo maxima de produto (Pmax), foi calculado em funcdo da
massa adicionada de Ca(OH),. A conversdo de substrato em produto (Ypso) foi determinada
pela relacdo entre o lactobionato de calcio formado e a lactose inicial; a produtividade molar
(Pm) pela divisao do lactobionato de célcio formado pelo tempo de processo; a produtividade
especifica (), calculada pela divisdo de Pm pela biomassa celular; a velocidade especifica de
formacdo de lactobionato de célcio (upmax), determinada pela derivacdo de curvas
relacionando mmol de produto formado em func¢édo do tempo, sendo os valores de velocidade
obtidos divididos pela massa celular utilizada nos ensaios.

Métodos analiticos A determinacdo das concentracdes de acido lactobidnico, sorbitol, lactose
e frutose foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent Technology 9100),
coluna Aminex HPX-87H (BioRad), fase mével H,SO,4 0,05 mmol/L, fluxo de 0,4 mL/min, a
60 °C, detector indice de refracdo. A concentracdo de acido lactobidnico foi convertida para
lactobionato de célcio. A quantificacdo de acucares redutores foi realizada pelo método
espectrofotométrico de DNS (acido 3,5-di-nitro-salicilico) (Miller, 1959). Para determinacéo
espectrofotomética de frutose e sorbitol foi utilizada metodologia descrita por Carra (2012).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1, séo apresentados os resultados da bioproducéo de lactobionato de calcio
utilizando o sistema imobilizado de Z. mobilis. Salienta-se que o pH da reacdo foi controlado
com o uso de Ca(OH),, sendo formado, portanto, lactobionato de célcio. Em
aproximadamente 30h de processo foram alcangados 261 mmol/L de lactobionato de célcio,
com rendimento final de 74% e 177 mmol/L de lactose residual. Em estudos anteriores de
bioproducgdo de lactobionato de sodio, Carra (2012) relata a obtengdo de 72% de rendimento
em 24h de reacdo e na obtencdo de lactobionato de potassio, por sua vez, foi atingido
rendimento de 76% em 24h de reacéo (dados ndo publicados). O controle do pH da reagéo de



XI1 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

bioconversao é realizado com adicéo de solugdo de NaOH ou KOH. No caso
da sintese de lactobionato de calcio, o pH reacional é controlado pela adi¢do de Ca(OH), em
pO, composto de baixa solubilidade em &agua, impedindo a solubilizacdo completa de uma
solugéo concentrada. Desta forma, durante a bioconverséo, o pH da reagdo chegou a atingir
valores aproximados de 9,0, superior ao pH 6,4, ideal para a acdo de GFOR/GL. Sendo assim,
esse fator possivelmente teve influéncia no rendimento final do processo de bioconversao.

Tabela 1: Resultados referentes a bioproducdo de lactobionato de célcio a partir de células
imobilizadas de Zymomonas mobilis (So= 700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L frutose, X=20
g/L, pH 6,4, 39°C).

Parametros cinéticos

Pmax 261 mmol/L
t 30,8 h
Yeiso 0,37 mmol/mmol
Pm 3,39 mmol/h
q 0,42 mmol/g/h
P max 0,87 mmol/g/h
St 177 mmol/L

pmax» CONCeNtracdo maxima de lactobionato de cdlcio; t, tempo de processo; Ypso, cOnversdo em relacdo ao
substrato inicial; Pm, produtividade molar; q, produtividade especifica; pp max, Maxima velocidade especifica
de formacao de produto; Sy, lactose residual.

Com relagdo a Ypso, foi atingido 0,37mmol/mmol, ou seja, para cada mmol de
substrato consumido (lactose), 0,37 mmol de produto (lactobionato de célcio) foi formado.
Em relagdo a Pm, foi produzido 3,39 mmol de lactobionato de célcio por hora de reacéo,
sendo que 0,42 mmol foram obtidos por grama de célula por hora. Maxima velocidade de
formacéo de produto (Mpmax 0,87mmol/g/h) foi observada no inicio da reacdo seguida de queda
gradual com o decorrer do tempo (Tabela 1).

Na etapa de purificagdo, o lactobionato de célcio € separado do sorbitol - formado em
base equimolar na reacdo — e dos substratos residuais lactose e frutose. Analisando a Tabela 2,
observa-se que, inicialmente, no caldo final da bioconversdo, o lactobionato de célcio
representava cerca de 56% (m/v) em relacdo ao volume total e o sorbitol, lactose e frutose,
aproximadamente 17, 26 e 2% (m/v), respectivamente. Para avaliar a pureza do produto final,
foi preparada uma solu¢do 10g/L, sendo determinada em 96% (m/v).

Tabela 2: Resultados referentes a purificacdo do caldo final da bioconversao.

Produtos/substratos Caldo final da bioconversdo” Solucdo final (10g/L)
% (m/v) g/L % (m/v)

Lactobionato de célcio 55,75 9,30 96,64

Lactose 16,84 0,12* 1,18

Sorbitol 25,67 0,19 1,88

Frutose 1,74 0,03 0,30

" Determinado por método espectrofotométrico; *determinado por método cromatografico

Na Figura 1, sdo apresentados os cromatogramas das amostras do caldo final da
bioconversdo e da solugdo 10g/L do composto purificado. Na Figura 1A, sdo identificados o
acido lactobiobnico, a lactose e o sorbitol presentes no caldo final da bioconversdo, em 30h de
reacdo. Como a amostra foi diluida, ndo foi possivel a identificacdo do pico de frutose. Na
Figura 1B, pode ser observado o pico do acido lactobiénico, ndo sendo identificados a lactose,
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a frutose e o sorbitol, uma vez que o limite de detec;do do método
cromatografico proposto é de 0,5 g/L.
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Figura 1: Cromatogramas obtidos de amostra do caldo final da bioconverséo [A] e apds a etapa de
purificagdo do produto [B]. Coluna Aminex HPX-87H (BioRad), fase movel H,SO, 0,05
mmol/L, 0,4 mL/min, a 60°C, detector por indice de refragdo.

CONCLUSOES

Nas condicGes propostas de producdo de lactobionato de célcio, por células/enzimas
imobilizadas de Z. mobilis, com o pH controlado por Ca(OH), foi atingido 261 mmol/L de
produto, representando um rendimento de 76% (m/v) em 30 horas de reacdo. Nas condicoes
de purificacdo propostas, alcancou-se um produto final com pureza de 96% (m/v).
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