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RESUMO

O &cido lactobiénico tem merecido destaque devido as suas importantes aplicagdes. As
enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase e gliconolactonase de Zymomonas mobilis
sdo responsaveis pela conversao de lactose e frutose em acido lactobiénico (ou seus sais) e sorbitol,
respectivamente. Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento do sistema enzimatico
imobilizado em alginato de célcio, em condigdo operacional que representasse aquela prevista para a
escala industrial, tendo sido realizadas trés bateladas consecutivas em biorreator mecanicamente
agitado, com volume reacional de 2,5 L. Nestas condi¢des, concentracdo final de cerca de 490
mmol/L em produtos foi atingida nas trés bateladas e, apesar da queda da velocidade de formagéo de
produto com o reuso do biocatalisador, o sistema se manteve eficiente por 82 h de operagéo.
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INTRODUCAO

O é&cido lactobibnico (&cido 4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicénico) é composto por
uma unidade de galactose quimicamente ligada por um éter a uma molécula de &cido
gliconico (European Pharmacopoeia, 2008). Esse composto apresenta importantes aplicacdes,
como agente de vetorizacdo hepatico, composto majoritario em soluces de conservacdo de
6rgdos a serem transplantados, antioxidante em cosméticos anti-idade, acidulante na
fabricacdo de queijos e agente de solubilizacdo em antibidticos (Sumimoto e Kamada, 1990;
Koka et al., 2002; Yu e Van Scott, 2004; Nordkvist et al., 2007; Chernyy et al., 2013). Na
perspectiva de preservacdo do meio ambiente e de sustentabilidade, a obtencdo por via
biotecnologica desse composto vem sendo avaliada frente a sintese quimica. S&o escassas as
informagdes na literatura especializada sobre a producdo de &cido lactobi6nico em escala
industrial, como, da mesma forma, ndo h& uma avaliacdo precisa sobre o seu mercado. De
acordo com Affertsholt-Allen (2007), a comercializacdo média de acido lactobibnico se
aproximava de 17.000 toneladas/ano, havendo, a época, um esperado aumento anual de 5%
(Gutiérrez et al., 2012).

Em estudos em escala de laboratorio, Carra (2012) e Malvessi et al. (2013)
demostraram a possibilidade de obtencdo de misturas de acido lactobidnico e sorbitol a partir
de lactose e frutose, utilizando as enzimas periplasmaticas glicose-frutose oxidorredutase e
gliconolactonase presentes em células inativadas de Zymomonas mobilis imobilizadas em
alginato de calcio. Em 24 h de processo, os autores relataram a obtengdo de 70% de conversdo
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de lactose em &cido lactobionico, correspondendo a 490 mmol/L de produto, com equivalente
formagcdo de sorbitol a partir de frutose. Valle et al. (2013) destacam que o &cido lactobi6nico
obtido com o sistema enzimatico de Z. mobilis apresenta configuracdo de cadeia aberta e
auséncia de substancias racémicas, o que favoreceria a sua aplicacdo na industria
farmacéutica.

Neste contexto, tendo em vista as importantes aplica¢des do acido lactobibnico e o
potencial de uso industrial do sistema enzimatico em questéo, esse estudo teve como objetivo
avaliar o comportamento do sistema enzimatico de Z. mobilis imobilizado em alginato de
calcio, em condicdo operacional que representasse aquela prevista para a escala industrial,
tendo sido realizadas trés bateladas consecutivas em biorreator mecanicamente agitado, com
volume reacional de 2,5 L.

MATERIAL E METODOS
Producéo e imobilizacéo de células/enzimas de Zymomonas mobilis

O microrganismo utilizado foi Z. mobilis ATCC 29191 (DSM 3580). O meio liquido
utilizado para a ativacao e conservacao da cultura, preparo de indculo e cultivo da bactéria foi
descrito por Malvessi et al. (2006). Os cultivos para a obtencdo de células/enzimas foram
realizados em regime descontinuo, em biorreator de agitacdo mecénica com 5,5 litros de
volume util de meio, a 30°C e pH 5,5.

Ao término dos cultivos, a biomassa foi concentrada, tratada com glutaraldeido e
imobilizada em alginato de célcio, de acordo com a metodologia proposta por Carra (2012).

Ensaio de bioproducéo de acido lactobibnico

Os ensaios de producdo de acido lactobidnico foram realizados em reator encamisado,
em volume de 2,5L. O meio reacional inicial foi composto de lactose (700 mmol/L) e frutose
(600 mmol/L) e 20 g/L de células/enzimas imobilizadas em alginato de célcio.

A reacdo de bioconversao foi conduzida sob agitacdo mecénica de 200 rpm, a 39°C e
pH controlado em 6,4 pela adicdo de NaOH 7,0 mol/L. Ao final de cada batelada, as esferas
de alginato foram drenadas do meio de reacdo e tratadas com CaCl, 0,3 mol/L, por 10
minutos, visando ao enrijecimento do suporte. O sistema imobilizado foi utilizado em trés
bateladas sucessivas, pelo periodo necessario para que cerca de 70% de lactose fossem
convertidos em &cido lactobionico.

Parametros de avaliacao

A conversdo de substrato em produto (Ypss,) foi determinada pela relagdo entre as
quantidades molares de &cido lactobiénico formado e de lactose inicial (mmol/mmol). A
produtividade molar (pm) foi determinada pela divisdo da quantidade de &cido lactobibnico
formado, em mmol, pelo tempo de processo, enquanto as produtividades especificas (g) foram
calculadas pela divisdo de “pn,” pela massa de biomassa celular seca utilizada. A velocidade
especifica de formacao de acido lactobionico (up) foi determinada pela derivacdo de curvas
relacionando mmol de produto formado em fungdo do tempo de processo, sendo os valores de
velocidade obtidos divididos pela massa celular utilizada nos ensaios.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Os perfis cinéticos de producdo de &cido lactobidnico e respectivas velocidades
especificas de formacdo de produto nas trés bateladas sucessivas de bioconversdo sao

apresentados na Figura 1, enquanto na Tabela 1 sdo resumidos os resultados gerais obtidos
nestes testes.
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Figura 1: Acido lactobionico formado em funcio do tempo [A] e velocidade especifica de
formagdo de produto (pp) em funcdo da concentragdo de substrato [B], obtidos nas bateladas
sucessivas 1, 2 e 3 de bioconversdo (Substrato inicial: 700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L
frutose; 39°C; pH 6,4; X= 20 g/L).

Como observado na Figura 1A, concentragdes de acido lactobi6nico semelhantes
foram obtidas ao final do processo de bioconversdo nas bateladas 1, 2 e 3, cerca de 490
mmol/L. Esses resultados corroboram os dados apresentados nos estudos de Carra (2012) e
Malvessi et al (2013), em reator com agitacdo magnética e volume reacional 12,5 vezes
inferior ao utilizado no presente trabalho, indicando que o sistema possa vir a manter o
comportamento esperado em maiores escalas.

Tabela 1: Resultados gerais de producdo de acido lactobidnico em bateladas sucessivas de
bioconversao, utilizando 20 g/L de células Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de
calcio (Se= 700 mmol/L de lactose e 600 mmol/L frutose, pH 6,4, 39°C).

Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3

Pmax (mmol/L) 495 481 490
t(h) 22 28 32

Ypiso (mmol/mmol) 0,71 0,69 0,70
Pm (Mmol/h) 60 46 41

g (mmol/g/h) 1,19 0,92 0,82
e max (Mmmol/g/h) 1,86 1,13 1,04
S¢ (mmol/L) 154 169 160

Pmax, CONCentracdo maxima de acido lactobidnico; t, tempo de processo; Ypso, conversdo em relagdo a lactose

inicial; pm, produtividade molar; q, produtividade especifica; ppmax, Maxima velocidade especifica de formacéo
de produto; S, lactose residual.
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Com a reutilizacéo do biocatalisador, foi identificada a queda da velocidade especifica
de formacdo de produto (up), €, como observado na Figura 1B, o tempo necessario para que
conversdo média de 70% do substrato inicial em produto fosse atingida foi incrementado do
primeiro para o terceiro ciclo de reacdo (22, 28 e 32h, respectivamente). Como consequéncia,
produtividades decrescentes foram determinadas no decorrer das bateladas (Tabela 1). Esse
fato pode ser justificado pelo aumento da rigidez das esferas, decorrente do seu tratamento
com cloreto de calcio, realizado entre as bateladas, como observado por Carra et al. (2015)
e/ou a diminuicdo da estabilidade do complexo enzimatico GFOR/GL por periodos
prolongados de reacdo. Entretanto, levando em consideracao o reuso do biocatalisador, cerca
de 1418 g de &cido lactobidnico foram obtidos em 7,5 L de volume total de bioconverséo ao
final das 82 h de teste.

CONCLUSOES

O bioprocesso de conversdo de lactose e frutose em &cido lactobidnico e sorbitol, em
reacOes catalisadas pelo sistema enzimatico glicose-frutose oxidorredutase e gliconolactonase,
contido em células inativadas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de calcio, foi conduzido
em reator mecanicamente agitado, com volume reacional 12,5 vezes maior que o0
anteriormente testado em laboratorio, sendo atingidos resultados semelhantes aos da pequena
escala em trés bateladas consecutivas. Os resultados indicam a consisténcia do sistema apds
aumento de escala e reforcam seu potencial de aplicacdo em nivel de producgéo industrial.
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