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RESUMO

O acido maltobidnico é produzido pela acdo do complexo enzimatico periplasmatico glicose-
frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL) de Zymomonas mobilis e possui
aplicagOes de interesse industrial como antioxidante, umectante e intensificador de sabor de
alimentos temperados. Entretanto, os estudos biotecnoldgicos para producdo e a aplicacéo deste
polihidroxiécido e seus sais sdo escassos na literatura. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar estratégias de imobilizacao de células de Zymomonas mobilis contendo o complexo
enzimatico periplasmatico GFOR/GL em espuma de poliuretano flexivel (PU) e fazer o uso do
sistema imobilizado na produgdo de acido maltobiénico e maltobionato de sodio, assim como
indicar potencialidades de aplicacdo em filmes. A imobilizacédo celular foi realizada em espuma
de poliuretano flexivel por contato, avaliando diferentes tamanhos do suporte e 0 uso
combinado de alginato de célcio e in situ, variando-se as concentracfes de poliol, isocianato,
silicone e biomassa, frente a atividade enzimaética, capacidade de reuso e estabilidade de
estocagem a 4 e 22 °C. O sistema imobilizado in situ de 0,125 e 0,355 mm foi caracterizado
por microscopia eletronica de varredura (MEV) e submetido & bioconversdo de maltose a
maltobionato de sodio, variando-se a concentragéo celular (7,0 - 9,0 Gimobilizado Lmeio_reacional™); @
temperatura (30,54 - 47,46 °C), o pH (5,55 - 7,25) e a concentracdo de substrato (0,7; 1,0 e
1,3 mol L?). O é4cido maltobionico e o maltobionato de sddio purificados foram avaliados
quanto as atividades antioxidante e antibacteriana (Salmonella choleraesuis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes). O acido maltobidnico foi avaliado quanto a
potencialidade de aplicacdo em filmes de fécula de mandioca, quitosana e de acetato de
celulose. No MEV foi evidenciadas células tipicas de Z. mobilis aderida no PU. Na imobilizacdo
in situ (7g de poliol; 3,59 de isocianato; 0,02 g de silicone e 7g de biomassa a
210 gesiula_seca L) Obteve-se atividade enzimatica inicial de 19,40 U Qcelula_seca~ € 15 reusos, em
ensaios de 1 h, utilizando concentragio equimolar de glicose/frutose de 0,7 mol L. Nos ensaios
de bioconversdes, a maior producdo de maltobionato de sddio foi alcancada utilizando
8,5 Qcélula_seca Lmeio_reaciona™> € concentragdo equimolar de maltose/frutose de 1,0 mol L. A
méaxima concentracio de maltobionato de sodio foi de 648,61 mmol L, produtividade méssica
de 5,05 mmol h, produtividade especifica de 2,97 mmol g*h* e velocidade especifica de
8,62 mmol gth? em 34,34 h de processo, a 39°C e pH a 6,30. O sistema imobilizado
apresentou estabilidade em 19 ciclos operacionais de bioconversdo e uma estabilidade de
estocagem de 6 meses, a 4 e 22 °C. O acido maltobidnico, com pureza de 98,1%, apresentou
concentrago inibitdria minima de 8,5; 10,5; 8,0 e 8,0 mg mL™* para S. choleraesuis, E. coli, S.
aureus e L. monocytogenes, respectivamente. O maltobionato de sddio apresentou atividade
antioxidante, expressa pela habilidade quelante de ferro de aproximadamente 50% na
concentracio entre 15 e 20 mg mL™. Considerando a incorporagio do acido maltobi6nico em
filmes de fécula de mandioca ou quitosana na concentracdo 7,5%, evidenciou-se halos (15,67
a 22,33 mm) de inibicdo de crescimento microbiano, espessura de 0,17 e 0,13 mm, solubilidade
em &gua de 62,68 e 78,85% e em 0leo de 6,23 e 11,91%, respectivamente. Este trabalho fornece
informacgdes relevantes para processos de imobilizagdo de Z. mobilis, principalmente para a
producdo de acido maltobibnico, visto que ndo ha informacdes na literatura sobre a
imobilizacdo in situ de Z. mobilis em PU. O &cido maltobidnico, com atividade antibacteriana,
indicou potencialidade de aplicagcdo em filmes ativos, com importante relevancia na area de
alimentos.

Palavras-chave: Acidos aldénicos. Imobilizacio celular. Estabilidade operacional. Filmes
ativos. Antimicrobiano. Antioxidante.



ABSTRACT

Maltobionic acid is produced by the action of the periplasmatic enzyme complex glucose-
fructose oxidoreductase (GFOR) and glucone-é-lactonase (GL) of Zymomonas mobilis and has
applications of industrial interest as an antioxidant, humectant and flavor enhancer of seasoned
foods. However, biotechnological studies for the production and application of this
polyhydroxy acid and its salts are scarce in the literature. Thus, the aim of this work was to
evaluate Zymomonas mobilis immobilization strategies containing periplasmic enzyme
complex GFOR/GL in flexible polyurethane foam (PU) and to use the immobilized system in
the production of maltobionic acid and sodium maltobionate, as well as indicating potential
applications in films. Cellular immobilization was performed in flexible polyurethane foam by
contact, evaluating different support sizes and combined use of calcium alginate and in situ,
evaluating different formulations of polyol, isocyanate, silicone and biomass, in view of the
enzymatic activity, reuse and storage stability at 4 and 22 °C. In situ immobilized system of
0.355- and 0.125-mm range was characterized by scanning electron microscopy (SEM) and
submitted to the bioconversion of maltose to sodium maltobionate, varying cell concentration
(7.0 - 9.0 Qimobilized Lreaction_medium™*); process temperature (30,54 - 47,46 °C) and pH (5,55 - 7,25)
and substrate concentration (0.7; 1.0 and 1.3 mol L. Purified maltobionic acid and sodium
maltobionate were evaluated for antioxidant and antibacterial activities (Salmonella
choleraesuis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes).
Maltobionic acid was evaluated for its potential application in films of cassava starch, chitosan
and cellulose acetate. In the SEM, typical Z. mobilis cells adhered to the PU were found. In situ
immobilization (7 g of polyol, 3.5 g of isocyanate, 0.02 g of silicon and 7 g of biomass at
210 gary cen L) obtained an initial enzymatic activity of 19.40 U gary cen™® and 15 reuses, in 1 h
tests, using equimolar glucose/fructose concentration of 0.7 mol L. In the bioconversion
assays, the highest production of sodium maltobionate was achieved using
8.5 Qdry_cell Lreaction_medium™® and equimolar maltose/fructose concentration of 1.0 mol L. The
maximum sodium maltobionate concentration was of 648.61 mmol L, molar productivity of
5.050.08 mmol h?, specific productivity of 2.97 mmol gt h? and maximum specific
production rate of 8.62 mmol gt h' in 34.34 h of process time, at 39 °C and pH at 6,3.
Immobilized biocatalyst showed stability in 19 operational cycles of bioconversion and storage
stability of 6 months, at 4 and 22 °C. Maltobionic acid, with 98.1% purity, had a minimum
inhibitory concentration of 8.5, 10.5, 8.0 and 8.0 mg mL™ for S. choleraesuis, E. coli, S. aureus
and L. monocytogenes, respectively. Sodium maltobionate showed antioxidant activity,
expressed by iron chelating ability of approximately 50% at a concentration between 15 and
20 mg mL*. Regarding 7.5% maltobionic acid incorporation in films of cassava starch or
chitosan in the concentration, there were halos (15.67 to 22.33 mm) of microbial growth
inhibition, thickness of 0.17 and 0.13 mm, solubility in water of 62.68 and 78.85% and in oil
of 6.23 and 11.91%, respectively. This work provides relevant information for Z. mobilis
immobilization processes, mainly for maltobionic acid production, since there is no information
in the literature on Z. mobilis in situ immobilization in PU. Maltobionic acid, with antibacterial
activity, indicated the potential for application in active films, with important relevance in the
food area.

Keywords: Aldonic acids. Cell immobilization. Operational stability. Active films.
Antimicrobial. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A producéo de &cidos aldbnicos, como &cido maltobibnico, &cido gliconico e &cido
lactobidnico, assim como seus respectivos sais, por rota enzimatica apresenta inovacgoes
tecnoldgicas, caracterizadas por tecnologias limpas, de menor consumo energético e de
reduzida geracdo de residuos de processo, quando comparadas com as via quimicas,
eletroquimicas ou cataliticas (CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016; MINAL et al., 2017).

Os acidos alddnicos, denominados por serem acidos de acucar obtidos pela oxidacdo do
grupo aldeido de uma aldose a acido carboxilico, e seus sais podem ser produzidos pela acédo
enzimatica de micro-organismos ou suas enzimas purificadas (GUTIERREZ; HAMOUDI;
BELKACEMI, 2012; ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2013a; CANETE-RODRIGUEZ et al.,
2016; MINAL et al., 2017).

Na literatura ha relatos de utilizacdo de carboidrato oxidases, como lactose oxidase e
glicose oxidase de Pseudomonas taetrolens (ALONSO, RENDUELES E DIA, 2011, 2013a,b,c,
2015a, 2017), Burkholderia cepacia (MURAKAMI et al., 2002, 2003, 2006), Acetobacter
orientalis (MUKHOPADHYAY et al., 2005; KIRYU et al., 2012), Microdochium nivale (HUA
et al., 2007; NORDKVIST; NILESEN; VILLADSEN, 2007), e do complexo enzimatico
glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL) de Zymomonas mobilis,
complexo este presente no periplasma celular (SATORY et al., 1997; MALVESSI et al., 2010;
CARRA, 2012; MALVESSI et al., 2013; DELAGUSTIN et al., 2017; FOLLE et al., 2018,
FLORES, 2019).

As condic¢des de um processo biotecnoldgico, como temperatura, pH, agitacdo, modo
de operacéo, preparo do biocatalisador e substratos utilizados devem ser avaliados objetivando
a otimizacdo do processo, a ampliacdo de escala e futuras aplica¢des de producédo industrial.
Nesta area de estudo, o preparo do biocatalisador (micro-organismo e enzimas) recebe destaque,
devido as possibilidades de amplia¢do das aplicacGes, através da imobilizagéo celular.

Normalmente, estes estudos s&o realizados com células microbianas livres ou
imobilizadas em poucos tipos de suportes, oportunizando a exploracdo do uso de outros
materiais para a imobilizacdo. Na literatura ha relatos de imobilizacdo celular, visando a
producdo de acidos alddnicos, com alginato de célcio (CHUN; ROGERS, 1988; BERTASSO
et al., 1996; MALVESSI et al., 2010; FOLLE et al., 2018; CARRA et al., 2020), esferas
magnéticas de quitosana (YANG et al., 2021), k-carragena (REHR; WILHEM; SAHM et al.,
1991; JANG et al, 1996), espuma de poliuretano (KOEHNTOPP et al., 1996;


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_de_a%C3%A7%C3%BAcar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxida%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alde%C3%ADdo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aldose
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
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MUKHOPADHYAY et al., 2005), membrana de fibra oca (FERRAZ; BORGES; ALVES,
2000) e bucha vegetal (VIGNOLLI et al., 2006), objetivando uma maior estabilidade, facilidade
de separacéo do meio reacional e a possibilidade de reutilizacdo. Porém, ndo ha informacdes da
imobilizacdo in situ de Z. mobilis em espuma de poliuretano flexivel, salvo um estudo
preliminar imobilizando-a in situ em pré-polimeros de expansdo livre (KOEHNTOPP et al.,
1996). O poliuretano é um suporte em potencial, destacando-se pela sua facilidade de preparo,
versatilidade de sintese, durabilidade e baixo custo.

Os acidos aldonicos possuem propriedades para a aplicagdo em distintas areas, como
alimentos, farmacéutica, biomédica, quimica, téxtil etc. Na &rea de alimentos, o acido
maltobidnico pode ser usado como agente acidificante (MIYAKE, SATO; 1975), intensificador
de sabor (YUEN, 1974) e agente antioxidante (NIELSEN, 2010). Todavia, o estudo das
propriedades do acido maltobibnico e a sua aplicacdo apresentam relevantes oportunidades de
investigacdo, pois a maioria das pesquisas sdo aplicadas no campo farmacéutico e de
cosméticos, resultando em lacunas na area de alimentos, como a aplicagdo em filmes com
propriedades ativas.

Desta maneira, avaliar estratégias de imobilizacdo de células/enzimas de Z. mobilis em
poliuretano para a maximizagdo da producdo de acido maltobiénico e maltobionato de sodio,
assim como indicar potencialidades de aplicagdo destes produtos apresentam inovagoes

tecnoldgicas e relevancia para distintas areas.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar estratégias de imobilizacdo de células de
Zymomonas mobilis contendo o complexo enzimatico periplasméatico glicose-frutose
oxidorredutase (GFOR) e glicono-6-lactonase (GL) em espuma de poliuretano flexivel e fazer
0 uso do sistema imobilizado na producéao de acido maltobiénico e maltobionato de sodio, assim

como indicar potencialidades de aplicagdo em filmes.

2.2 Objetivos especificos

- investigar estratégias de imobilizacdo de células Z. mobilis contendo o complexo
enziméatico GFOR/GL em espuma de poliuretano flexivel pelas técnicas in situ e por contato;

- avaliar a atividade enzimatica do sistema imobilizado obtido;

- maximizar a bioconversdo de maltose em maltobionato de sodio;

- determinar a estabilidade operacional e de estocagem do sistema imobilizado, visando
a bioconversdo de maltose em maltobionato de sodio;

- converter maltobionato de s6dio em acido maltobi6nico;

- avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana do acido maltobi6nico e maltobionato
de sodio purificados;

- realizar um estudo preliminar de aplicacdo do acido maltobi6nico, incorporando-o em
filmes e caracterizando-os em relacdo ao aspecto visual, espessura e solubilidade;

- avaliar a atividade antibacteriana dos filmes obtidos, indicando potencialidades de

aplicacdo como filmes ativos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica abordou os principais aspectos relacionados a produgéo,
propriedades e aplicacdes dos acidos aldonicos e do sorbitol, assim como dos micro-organismos
utilizados para a obtencdo destes produtos, com destaque para o acido maltobidnico e a
producdo por Z. mobilis. Além disso, destacaram-se 0s métodos de imobiliza¢do celular e de
enzimas com diferentes micro-organismos/enzimas para a produc¢éo de acidos aldénicos e seus
respectivos sais, assim como, a aplicacdo de compostos bioativos em filmes para uso em
alimentos. Devido a escassez de informac6es sobre o acido maltobidnico, os acidos glicénico e
lactobibnico e a sua biocatélise foram referenciados, oferecendo suporte a esta pesquisa. O
sorbitol foi igualmente abordado, pois € produzido concomitantemente ao acido maltobidnico

pela via metabolica de Z. mobilis, conforme apresentado nesta revisao bibliogréafica.

3.1 Acidos aldénicos e sorbitol

Os &cidos aldbnicos ou acidos biénicos sdo acidos de aclcar obtidos pela oxidacdo do
grupo aldeido de uma aldose, como maltose, glicose e lactose, a acido carboxilico. Entre esses
acidos destacam-se o &cido maltobidnico, gliconico e lactobibnico, assim como 0s seus sais
(GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI, 2012; ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2013a;
CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016; MINAL et al., 2017).

O é&cido maltobdnico (C12H22012) ou 4&cido 4-O-a-p-glicopiranosil-p-glicbnico é
composto por uma unidade de p-glicose quimicamente ligada a uma molécula de acido
gliconico (Figura 1), integra o grupo da terceira geracdo dos hidroxidcidos e possui massa
molecular de 358,3gmol'! (NEOSTRATA COMPANY, 2010; OPEN CHEMISTRY
DATABASE, 2021).

Figura 1 - Estrutura molecular do acido maltobi6nico.

OH

oH oH o

D-glicose Acido gliconico
Fonte: Flores (2019). ‘ d


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_de_a%C3%A7%C3%BAcar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxida%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alde%C3%ADdo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aldose
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
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O estudo da aplicacgdo e propriedades do acido maltobi6nico e seus sais ainda é escassa
na literatura. Na &rea de alimentos, Miyake e Sato (1975) estudou o uso de acido maltobénico
em produtos alimenticio, ao qual é adicionado de maneira Unica ou acrescida de outros
compostos usuais, como acido citrico e acido acético, para proporcionar um sabor acido em
maionese, suco de laranja e produtos agucarados (candy).

Yuen (1974) verificou que o &cido maltobiénico melhora ainda mais o sabor do alimento
temperado com glutamato monossddico ou com misturas destes com inosinato de sodio e/ou
guanilato de sodio, mas é também um agente de tempero util quando utilizado sozinho, sendo
0s seus efeitos potencializados pela presenga simultdnea de maltose. Em um painel de
provadores treinados, houve preferéncia de salada, sopa e macarréo tipo somen temperados com
acido maltobidnico. Segundo o autor, resultados promissores foram obtidos em testes realizados
em alimentos prontos para consumo e alimentos que exigem cozimento ou outros tratamentos
térmicos, como sopa instantanea, presunto, salsichas e outros produtos carneos, peixe fresco e
enlatado, ketchup de tomate, geleia de frutas e doces.

O é&cido maltobibnico apresenta também acdo antioxidante, impedindo reacdes de
oxidacdo em racOes ou alimentos. Um processo enzimatico pode ser integrado no processo de
producgéo, transformando o amido ou maltose naturalmente presentes em maltobionato, ou
alternativamente, adicionando-o ao alimento ou produto final (NIELSEN, 2010). A atividade
antioxidante também € relatada na area de cosméticos (BRIDEN; GREEN, 2005; GREEN;
SCOTT; YU, 2010; BROUDA et al., 2010; NEOSTRATA COMPANY, 2010).

A producdo de maltobionato integrado no processo de producdo de alimentos, através
da adicéo de uma oxidorredutase ou uma desidrogenase foi aplicada na producéo de cerveja e
de snacks. Este processo pode ser ou ndo precedida por uma reacdo de degradacdo do amido,
catalisada, por uma amilase fornecida enddgena ou exogenamente. Na producdo de cerveja a
conversdo de maltose em maltobionato ocorre preferencialmente na etapa de sacarificacdo
(degradacdo de amido) entre 55 e 66 °C. Na producdo de snacks, caracterizado por ter um
elevado teor de amido, as enzimas podem ser adicionadas juntamente com os ingredientes
naturais, podendo, até certo ponto, substituir o uso de antioxidantes convencionais, tais como
acido ascorbico, bromato de potassio, iodato de potassio, azodicarbonamida (ADA) ou
persulfato de amonio (NIELSEN, 2010).

A caracterizagdo do 4&cido maltobibnico e maltobionato de sodio obtidos da
bioconversdo de maltose, utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de célcio,
foi realizada por Flores (2019). Segundo o autor, o acido maltobidnico é um &cido fraco, com

constante de dissociago acida (pKa) de 3,54, é soluvel em &gua (3,3 g 100 mL™2, 22 °C), possui
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poder rotatdrio especifico ([a]o?°) de +83,2° e ponto de fusdo de 97,3 °C. O maltobionato de
sddio é pouco solvel em agua (0,22 g 100 mL™?), apresenta um [a]po? de +93,43° e ponto de
fusdo de 87 °C. Ressalta-se que esses produtos ndo apresentam padrdes primarios comerciais.

Na literatura especializada também sdo poucos os estudos referentes a bioproducéo de
acido maltobiénico (STODOLA; LOCKWOOD, 1947; KLUYVER; DE LEY; RIJVEN, 1951;
MEIBERG; BRUINENBERG; SLOOTS, 1990; MALVESSI, 2008; NIELSEN, 2010; GARIN,
2016; MAO et al., 2018; FLORES, 2019; OH et. al., 2020).

Em contra partida, o processo de biotransformacdo do acido glicénico € relatado em
artigos cientificos ha décadas, por micro-organismos (fungos ou bactérias) ou suas enzimas,
como glicose oxidase e glicose desidrogenase (REHR; WILHEM; SAHM, 1991; ERZINGER
et al,, 2003; MUKHOPADHYAY et al., 2005; MALVESSI et al.,, 2010; HUSTEDE;
HABERSTROH; SCHINZIC, 2012) e é produzido em escala industrial, sendo empregados 0s
micro-organismos  Aspergillus niger e Gluconobacter suboxydans (HUSTEDE;
HABERSTROH; SCHINZIC, 2012).

O acido glicénico apresenta formula molecular CeH1207, massa molecular
196,16 g mol™ e é um é&cido fraco, ndo volatil, ndo toxico, sollvel em agua, insolivel em
solventes ndo polares e facilmente biodegradavel (RAMACHANDRAN et al., 2006;
HUSTEDE; HABERSTROH; SCHINZIC, 2012; CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016). Este
acido e seus sais apresentam aplica¢cdes na industria de alimentos, como acidulante, agente de
firmeza e estabilizante, sendo considerado seguro para consumo (GRAS - Generally
Recognized as Safe), pela Food and Drug Administration (FDA, 2021).

Igualmente ao acido gliconico, diversos processos sao investigados para a producéao de
acido lactobionico, tais como oxidagdo catalitica, quimica, eletroquimica, biocatalitica e
heterogénea (GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI, 2012; ALONSO; RENDUELES;
DIAZ, 2013a). Porém, a producéo industrial do &cido lactobidnico por biocatalise ainda n3o é
relatada na literatura especializada. Stodola e Lockwood (1947) referiram pela primeira vez a
bioproducdo do 4&cido lactobidnico e realizaram uma ampla triagem de espécies de
Pseudomonas, evidenciando a capacidade dessas bactérias de oxidar a lactose e produzir este
acido.

Na literatura especializada ha diversos estudos referentes a bioproducdo de &cido
lactobionico (STODOLA; LOCKWOOD, 1947; KLUYVER; DE LEY; RIJVEN, 1951;
MEIBERG; BRUINENBERG; SLOOTS, 1990; MIYAMOTO; OOI; KINOSHITA, 2000;
HUA et al., 2007; NORDKVIST; NILESEN; VILLADSEN, 2007; KIRYU et al., 2012;
ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2011, 2012, 2013b, 2015a, 2017; MURAKAMI et al., 2003,
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2006; MALVESSI et al., 2006a, 2013; PEDRUZZI; SILVA; RODRIGUES, 2011; CARRA,
2012; ZAGONEL, 2013; GODERSKA et al., 2015; GARIN, 2016; DELAGUSTIN et al., 2017,
FOLLE et al., 2018; MAO et al., 2018; CARRA et al., 2020).

O éacido lactobibnico € composto por uma unidade de galactose quimicamente ligada
por um éter a uma molécula de acido glicénico (BUDAVARI et al., 1996). Este acido possui
propriedades fisicas muito semelhantes ao acido maltobidnico, consistindo em um p6 branco,
cristalino, com massa molecular de 358,3 g mol2, formula molecular C12H22012, ponto de fuséo
de 115 °C, sendo solavel em agua e ligeiramente solivel em acido acético glacial, em etanol
anidro e metanol (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008; BRITISH PHARMACOPOEIA,
2009).

As aplicacbes do &cido lactobidnico e seus sais nas industrias de alimentos,
medicamentos, farmacéutica, cosmética e quimica sdo diversas, devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, propriedades quelantes, anfifilicas e
antioxidantes (TASIC-KOSTOV et al., 2012; GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI,
2012; ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2013a; GODERSKA, 2019).

Na industria de alimentos, o acido lactobiénico ou os seus sais podem servir como
agente de firmeza em produtos de sobremesa (lactobionato de célcio, FDA, 2021); agente
acidificante em produtos lacteos fermentados (&cido lactobidnico, FAERGEMAND;
GILLELADEN; QVIST, 2012); inibidor do envelhecimento para o pao (&cido lactobidnico,
OE; KIMURA, 2011); na suplementacdo de calcio em novas bebidas ndo lacteas, bebidas a
base de leite e queijos (lactobionato de calcio, BALDWIN et al.,, 2007; NIELSEN;
VILLADSEN, 2007; NIELSEN; HOEIER, 2009); ser também adicionado diretamente (10% da
mistura) ou indiretamente (uma lactose oxidase adicionada), visando melhorar os rendimentos
de producéo, reduzir o tempo de processamento e 0s custos com ingredientes na fabricacdo de
queijo, incluindo queijos cremosos e queijos duros (lactobionato de calcio e acido lactobidnico,
KOKA et al., 2005). O leite funcional contendo acido lactobiénico, que pode ajudar a combater
a deficiéncia de célcio, foi langado no mercado de alimentos por uma empresa de laticinios
japonesa, ‘Megmilk Snow’ (MINAL et al., 2017).

Além disso, é relatado o uso de acido lactobidnico devido a propriedades funcionais e
atributos sensoriais, através da reducdo dos efeitos da Reacdo de Maillard indesejavel em
queijos (MERRILL; SINGH, 2011); como intensificador de sabor para alimentos ou bebidas
(WALTER; BEGLI, 2011); como elemento-chave para retardar a oxidacdo lipidica em
produtos alimenticios, como por exemplo 6leos poli-insaturados, apresentando efeito sinérgico

com sideréforos (BALDWIN et al., 2009); como agente de capacidade de retencdo de agua em
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produtos carneos submetidos a processos de descongelamento e/ou cozimento, resultando em
maiores rendimentos de produtos industriais e conteido de 4gua apds o tratamento dos produtos
carneos com acido lactobiénico (NIELSEN, 2009). Ainda, tem sido proposto como um aditivo
tecnologico de racdes para aves de postura para melhorar as qualidades da casca do ovo,
aumentando a absor¢édo de calcio (KIMURA, 2006).

Mais recentemente, Marques et al. (2020) estudaram o &cido lactobidnico, como
conservante de sucos e bebidas por suas capacidades como acidulante e antioxidante. Os autores
afirmaram que 1% de acido lactobiénico e 10 min de branqueamento a vapor das raizes do
yacon mantiveram 0s compostos bioativos no suco de yacon durante o armazenamento (8 °C,
48 h), reduziu seu pH a um nivel desejavel e que aproximadamente 80% das polifenoloxidases
foram desativadas pelo acido lactobiénico, mantendo a cor do suco.

Com relacdo ao sorbitol, este apresenta formula molecular CéH140s, massa molecular
de 182,2gmol? e é amplamente encontrado na natureza, em varias espécies vegetais,
principalmente em frutas como péra, maca, péssego e ameixa. Este polialcool consiste em um
po branco, cristalino com ponto de fusdo de 90 a 96 °C, sendo muito solivel em agua e
praticamente insoltvel em etanol 96% (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008; BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009). A produgdo industrial de sorbitol é tradicionalmente realizada
por hidrogenacdo catalitica de xarope de p-glicose com uso de catalisadores de niquel sob
condic@es de alta temperatura e pressdo. Todavia, a rota biotecnoldgica é também estudada na
literatura (SILVEIRA; JONAS, 2002; MALVESSI, 2008; PARK et al., 2016).

O sorbitol ¢ aplicado na industria de alimentos como edulcorante e substituto do agucar
para alimentos diabéticos e para itens sem agucar e nao cariogénico, como chocolates, bebidas,
tabletes e chicletes, sendo também utilizado como condicionador de umidade, inibidor da
cristalizacdo de acUcares e para solucdes de infusdo utilizadas na nutricdo parenteral
(BIRKHED et al., 1984; BUDAVARI et al., 1996; SILVEIRA; JONAS, 2002; JONAS;
SILVEIRA, 2004; SCHIWECK et al., 2011).

3.2 Bioproducao de acidos aldénicos e sorbitol

A bioproducéo de acidos aldonicos e de sorbitol sdo sumarizados, em artigos de reviséo
bibliogréfica, via diversos micro-organismos ou suas enzimas purificadas, sendo os principais
citados Pseudomonas sp, B. cepacia, M. nivale, A. niger, A. orientalis e Z. mobilis, com
destaque para esta ultima (SILVEIRA; JONAS, 2002; RAMACHANDRAN et al., 2006;
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GUTIERREZ; HAMOUDI; BELKACEMI, 2012; ALONSO; RENDUELES; DIAZ, 2013a;
CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016; MINAL et al., 2017).

Em processos biotecnoldgicos, a realizacdo de um estudo cinético para a obtencéo da
constante de Michaelis-Menten (Kwm) revela a afinidade das enzimas em relagdo as aldoses
utilizadas como substrato, comportamento este que influéncia diretamente os ensaios de
bioproducdo. Malvessi (2008), utilizando células permeabilizadas de Z. mobilis livres, em
solugdo equimolar de maltose e frutose a 0,7 mol L%, a 39 °C e pH 6,4, obteve um Kwm de
2 mol L, superior ao substrato glicose (Km = 0,68 mol L), comprovando a maior afinidade
das enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-3-lactonase (GL) de Z. mobilis
pela aldose glicose. Igualmente investigando Z. mobilis, Garin (2016) relatou um Kwm de
0,19 mol L para maltose, e Carra (2012) descreveu um valor de Km de 0,019 mol L para o
par glicose/frutose, em ensaios realizados nas mesmas condicdes.

Outros estudos cinéticos foram também realizados. A oxidacdo da lactose a acido
lactobidnico pela agdo da enzima carboidrato oxidase purificada do fungo M. nivale foi
estudada por Nordkvist, Nilesen e Villadsen (2007), em um processo em batelada, a 38 °C, pH
6,4 e com 98% de conversdo. O valor de Kv para lactose obtido no ensaio enzimético foi de
0,066 mmol L, valor este, segundo os autores, significativamente inferior aos obtidos para
outras enzimas capazes de oxidar lactose a acido lactobionico, tais como Kmde 1,2 mol L™ com
glicose-frutose oxidoredutase de Z. mobilis (SATORY et al., 1997), 11 mmol L com lactose
dehidrogenada de Pseudomonas graveolens (NISHIZUKA; HAYAISHI, 1962), 2,4 mmol L*
com celobiose dehidrogenase de Sclerotium rolfsii (LUDWIG etal., 2004) ou 97 e 1,7 mmol L
com hexose oxidase de Chrondus crispus, relatados por Savary, Hicks e O’Connor (2001) e
Groen, De Wries e Duine (1997), respectivamente.

Considerando os estudos de bioproducdo de acidos aldénicos, Stodola e Lockwood
(1947) investigaram a capacidade de varias espécies de Pseudomonas em metabolizar lactose e
maltose. Os autores destacaram a P. graveolens, devido a capacidade de oxidar lactose a
lactobionato de célcio e maltose a maltobionato de calcio, com rendimentos de 75 e 77%, em
165 e 50 h, respectivamente. P. fragi também oxidou maltose em uma boa taxa, porém, de
acordo com os autores, isto poderia estar ocorrendo ndo exclusivamente pela formacdo dos
acidos aldonicos, visto os altos valores de célcio utilizados para neutralizar a formacéo do acido,
ainda presentes no meio. Estes processos foram conduzidos em tambores rotativos 9,5 rpm e a
25 °C.

Alguns anos depois, Kluyver, De Ley e Rijven (1951) estudaram o crescimento também

de especies de Pseudomonas e formacéo de acido maltobiénico. Os autores destacaram a cepa
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de Pseudomonas quercito-pyrogallica, que em um meio com 10% maltose, a 30 °C e com
adicdes de carbonato de célcio, apresentou o seguinte comportamento: nos primeiros dias foi
observado que a quantidade de célcio dissolvido foi inferior a quantidade de maltose
consumida, indicando que parte da maltose foi metabolizada em uma outra converséo, que ndo
a de uma oxidacao em acido maltobidnico. Apos 8 dias de processo, esta discrepancia néo foi
mais observada e o autor afirmou ter ocorrido uma conversdo de 68% maltose em &cido
maltobidnico (na forma de maltobionato). Mas, apds 23 dias ocorreu 0 consumo deste produto
formado, sugerindo que possa ter sido dividido em gliconato e glicose, sendo esta Ultima
novamente oxidada, devido ao novo consumo de célcio.

Algumas década depois, Meiberg, Bruinenberg e Sloots (1990) estudaram a producéo
de acido maltobi6nico e lactobibnico por P. cepacia, em batelada alimentada, a 30 °C, pH 7
ajustado com hidréxido de sodio (NaOH), em meio sintético contendo lactose (560 g L™?) e
glicose (10 g L) ou maltose (600 g L) e glicose (30 g L), e relataram uma convers&o de 85
e 72% em &cido lactobidnico e acido maltobidnico (na forma de sais de s6dio), em 50 e 72 h de
processo, respectivamente.

Alonso, Rendueles e Diaz (2011) também avaliaram a producéo de acido lactobiénico,
porém com soro de leite (100 mL, diluido em &gua destilada 1:1 v/v), em cultivo de P.
taetrolens, a 30 °C e com o pH do cultivo em 6,5, controlado com NaOH. Segundo os autores,
foram obtidos 42,4 g L de 4cido lactobi6nico, em 32 h de processo em batelada e 100% de
conversdo. Valores semelhantes foram relatados por Alonso, Rendueles e Diaz (2012).

Complementarmente, Alonso, Rendueles e Diaz (2013b) estudaram diferentes modos
operacionais e concentragdes de substrato, a 30 °C, com P. taetrolens e condi¢do de controle
de pH das pesquisas anteriores, e observaram 78,4 g L de acido lactobinico em batelada com
soro de leite concentrado por microfiltracdo (1 L), em 48 h, com 100% de conversdao. Em
batelada alimentada com soro de leite concentrado (4,2 mL h?, concentrado com
microfiltragdo), em batelada alimentada com multipulsos de solugédo de lactose concentrada
(0,1 L de lactose a 275 g L) e em batelada alimentada com soro de leite diluido (4,2 mL h?,
diluido em &gua destilada 1:1 v/v) relataram as quantidades de acido lactobionico de 148 g L
em72h,144gL *em80he81gLtem72h,econversdes de 82, 94 e 90%, respectivamente.

Na continuacéo de suas investigacdes, Alonso, Rendueles e Diaz (2015a) reportaram a
obtencdo de acido lactobidnico, também com P. taetrolens, em um sistema de substratos
combinados em batelada alimentada (16,8 mL h™* ou 3,36 g L"* h'), porém empregando soro do
leite juntamente com glicose, glicerol ou lactose (200 g L?, 0,1 L). Diferentes substratos

empregados juntamente com o soro de leite, resultaram em diferentes comportamentos ao final
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da fermentacgdo realizada por P. taetrolens, a 30 °C e pH 6,5. Utilizando-se soro de leite e
glicose, o resultado da fermentagdo foi a produgdo simultanea de 4cido lactobionico (78 g L™?)
e gliconico (8,8 g L), com 98% de conversdo total de substratos a &cidos aldonicos. Com 0
uso de soro do leite com glicerol, maior biomassa foi obtida em detrimento do &cido
lactobionico (65 g L) formado, com 82% de converséo. E, utilizando soro do leite e lactose, a
fermentacéo resultou em maior quantidade de acido lactobidnico (100 g L) formado, com
100% de converséo.

Mais recentemente, Alonso, Rendueles e Diaz (2017), em condi¢cbes otimizadas e em
batelada com permeado de soro de leite (1 L, diluido em &gua destilada 1:1 v/v) relatam a
producdo de aproximadamente 49 g L de &cido lactobidnico em menor tempo (24 h), com
98% de bioconversdo, quando conduzidos a temperatura de 28 °C e pH 6,5, com P. taetrolens.

O soro de leite desproteinizado (1 L, contendo 9,5% de lactose e 0,5% de glicose) foi
utilizado também como substrato para a obtencdo de &cido gliconico, utilizando o fungo A.
niger, em batelada a 30 °C e pH 6 (MUKHOPADHYAY et al.,2005). Os autores declararam a
obtengdo de 69 gLt de &cido gliconico em aproximadamente 48 h e cerca de 60% de
conversdo. O mesmo micro-organismo quando imobilizado por contato em espuma de
poliuretano rigida produziu, no mesmo periodo de processo, 92 g L de acido gliconico.

Outros micro-organismos foram investigados para a producdo de &cidos alddnicos. O
estudo de Murakami et al. (2002), a partir de uma selecdo de micro-organismos do solo
evidenciou uma cepa de B. cepacia N° 216 que oxidou lactose e acumulou 4cido lactobi6nico
no meio, na presenca de oxigénio e na auséncia de outros aceptores de hidrogénio. Este
resultado sugeriu que o oxigénio funcionou como um aceptor de hidrogénio na reagéo, sendo a
enzima classificada como uma oxidase. Embora, tenha oxidado a lactose, maltose e outras
aldoses, a p-glicose foi 0 substrato mais eficiente para a enzima, 0 que sugeriu que a mesma era
uma glicose oxidase.

Esta mesma linhagem selvagem (B. cepacia N° 216) foi comparada com uma linhagem
mutante (B. cepacia N° 24) na bioproducéo de &cido lactobibnico, a 28 °C, pH 7, em dois modos
de operacéo, obtendo 100% de conversdo. No modo batelada, com lactose a 150 g L?, o
metabolismo da linhagem selvagem produziu 150 g L* de &cido lactobi6nico, em 10 dias de
processo, frente a 200 g L™ em 4 dias da linhagem mutante. No modo batelada alimentada, apds
seis alimentac@es de solugdo de lactose (80 g L), a partir de 24 h de cultivo, o processo de
bioconversdo da linhagem B. cepacia N° 24 resultou em 400 g L™, em 10 dias de processo
(MURAKAMI et al., 2003).
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Adicionalmente, Murakami et al. (2006) otimizaram as condi¢des de processo em pH 7,
a 30 °C, com 15% (m/v) de lactose e 2 U mL™ de células. Segundo os autores, 0 processo em
batelada, a partir da linhagem mutante B. cepacia N° 24, obteve uma conversao de 100% e uma
producéo de 150 g L* de lactobionato de calcio, em 27 h de processo. Os autores observaram,
também, que as células obtidas se mostraram estaveis entre pH 5,0 e 9,0 e entre 30 e 40 °C e
que era possivel conduzir o processo para total conversdo do substrato em cinco bateladas
sucessivas com as mesmas células, com um acrescimento do periodo reacional para 54 h.

Ademais, um estudo de otimizacao foi realizado por Kiryu et al. (2012), com a bactéria
A. orientalis, isolada de leite fermentado “Caspian Sea Yogurt”. Os resultados apontaram uma
conversdo de 98% e 49 g L de 4cido lactobidnico, em 91 h de processo em batelada, com meio
contendo 5% de lactose, pH 5,5 e a 35 °C. A oxidagéo da lactose (50 g L) a 4cido lactobibnico
foi possivel ser realizada também pela acdo da enzima lactose oxidase de M. nivale em escala
piloto de 600 L, a 38 °C e pH 6,4 (HUA et al., 2007). A conversdo de 98% foi realizada
utilizando um rotary jet head system, o qual proporcionou eficiente mistura e transferéncia de
massa. No processo 0 oxigénio funcionou como um aceptor de hidrogénio na reacdo e foi
necessario o uso de catalase para eliminar a formacéo de peroxido de hidrogénio.

As caracteristicas e os principais estudos de bioconversao utilizando Z. mobilis e o seu
complexo enzimatico periplasmatico (GFOR/GL) serdo apresentados a seguir, cujas as elevadas
produtividades de &cidos aldénicos produzidos e as particularidades do metabolismo celular e
de acdo dessas enzimas destacam-se e apresentam potencialidades frente a outras enzimas e

micro-organismos.

3.3 Zymomonas mobilis: caracteristicas e bioproducéo de acidos alddnicos e sorbitol

Z. mobilis é uma bactéria Gram-negativa, na forma de bastonete com dimensdes que
variam de 1 a 6 um de comprimento e 1 a 1,4 um de diametro, podendo estar isolada, aos pares
ou em cadeia, ndo formam capsulas nem esporos e em sua grande maioria, ndo pPossuli
mobilidade. Z. mobilis € uma bactéria anaerdbia, todavia apresenta aerotolerancia (SWINGS;
DE LEY, 1977; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2010).

Esta bactéria é encontrada no meio ambiente, associada a plantas com alto teor de
acUcares nas seivas, em areas tropicais da América, Africa e Asia, sendo originalmente isolada
de bebidas alcoolicas como o vinho de palma africano e o pulque mexicano e também
identificada como um contaminante de cidra e cerveja nos paises europeus (SWINGS; DE LEY,

1977). Z. mobilis ndo é patogénica para seres humanos e animais, porém apresenta efeito
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antagdnico contra muitas espécies de bactérias e fungos, como por exemplo, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e Candida albicans (WANICK et al., 1970; LIMA;
SCHUMACHER; ARAUJO, 1972). A resisténcia a grande variedade de antibioticos por varias
linhagens de Z mobilis foi relatada por Swings e De Ley (1977).

Z. mobilis € um micro-organismo quimiorganotréfico, utilizando como fontes de
carbono glicose, frutose e sacarose, as quais sdo metabolizadas pela via de Entner-Doudoroff,
com rendimentos aproximadamente equimolares de etanol e CO, (SWINGS; DE LEY, 1977
VIIKARI, 1984a; DOELLE et al., 1993). O género Zymomonas é o Unico anaerobio a seguir
esta rota metabolica, despertando o interesse de pesquisadores (GIBBS; DE MOSS, 1954;
SWINGS; DE LEY, 1977).

Viikari (1984a, 1984b) verificou a presenca de sorbitol e acido glicdnico quando eram
utilizadas na fermentacdo sacarose ou uma mistura de frutose e glicose. Posteriormente, o
mecanismo bioquimico deste processo foi elucidado e descrito por Zachariou e Scopes (1986).
Os autores identificaram a presenga de GFOR (E.C. 1.1.1.99), enzima presente no periplasma
das células de Z. mobilis, responsavel pela oxidacéo de glicose a glicono-6-lactona e reducéo
de frutose a sorbitol. A glicono-8-lactona é, entdo, convertida a acido gliconico (gliconato) pela
enzima GL (E.C. 3.1.1.17).

Dependendo das condic¢Bes do meio, o gliconato retorna a via de Entner-Doudoroff por
acdo da gliconato quinase. Este processo catalitico de GFOR opera num classico mecanismo
ping-pong, onde duas meias-reagdes sdo envolvidas. Com a oxidacdo da glicose a glicono-o-
lactona a coenzima NADP* é reduzida a NADPH, que é posteriormente reoxidada em funcéo
da reducdo da frutose a sorbitol (HARDMAN; SCOPES,1988). As vias metabolicas de
formacao de produtos da fermentacgdo de carboidratos por Z. mobilis é apresentada na Figura 2.

Diferentes autores desenvolveram processos utilizando células de Z. mobilis
previamente cultivadas e tratadas com agentes permeabilizantes, a fim de evitar o retorno do
gliconato a esta via, e consequente formacdo de etanol (CHUN; ROGERS, 1988; REHR;
WILHEM; SAHM, 1991; JANG et al., 1996). Assim, altos rendimentos em &cido glicnico e
sorbitol foram alcancados. Segundo estes autores, esta permeabilizacdo € causada pelo
extravasamento de compostos intracelulares, tais como compostos fosforilados necessarios para

a formacéo de etanol.
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Figura 2 - Vias metabolicas de formacgdo de produtos da fermentacdo de carboidratos por

Zymomonas mobilis.!
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Fonte: Malvessi (2008) adaptado de Sprenger (1996).

Chun e Rogers (1988) relataram o impedimento do consumo de acido glicdnico formado
com a permeabilizacdo de células previamente cultivadas de Z. mobilis com tolueno 10% (v/v),
sem exercer efeito negativo sobre a atividade de GFOR, uma vez que o NADPH, cofator
essencial para a enzima, permanece ligado a proteina.

Para 0 mesmo proposito, segundo Malvessi et al. (2010), Malvessi et al. (2013) e
Delagustin et al. (2017), acidos ald6nicos e/ou seus respectivos sais podem ser produzidos
utilizando células permeabilizadas com 0,2% de brometo de cetil-trimetil aménio (CTAB).
Ademais, trabalhos do mesmo grupo de pesquisadores evidenciaram que é possivel inibir o
metabolismo fermentativo de carboidratos pela bactéria, a partir da reticulacdo de células

imobilizadas com alginato de calcio, com o uso de 0,5% de glutaraldeido, eliminando a etapa

11 - Glicoquinase; 2 - Glicose-6-P-desidrogenase; 3 - 6-Pgliconolactonase; 4 - 6-P-gliconato desidratase; 5 -
Aldolase; 6 - Gliceraldeido-Pdesidrogenase; 7 - fosfoglicerato quinase; 8 - Fosfoglicerato mutase; 9 - Enolase; 10 -
Piruvato quinase; 11 - Frutoquinase; 12 — Glicose 6-P isomerase; 13 - Glicose-frutose oxidorredutase GFOR; 14 —
Glicono-8-lactonase (GL); 15 - Gliconato quinase; 16 - Piruvato descarboxilase; 17 - Alcool desidrogenase.
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de permeabilizagdo celular. Os autores observaram que o rendimento do processo néo foi
afetado (FOLLE et al., 2018).

O uso de células ndo permeabilizadas de Z. mobilis também foi descrito por Silveira et
al. (1999). Os autores desenvolveram um processo com ceélulas ndo permeabilizadas de Z.
mobilis, em que a conversao do &cido gliconico produzido em etanol era evitada com o uso de
altas concentracdes iniciais de glicose e frutose no meio de bioconversao.

A composicdo do meio de cultura é fator determinante no crescimento celular, consumo
de substrato, producéo de etanol e consequente bioconversdo dos compostos de interesse por Z.
mobilis, no qual alguns fatores de crescimento s&o requeridos. A dependéncia de vitaminas,
como biotina e acido pantoténico é bem conhecida. A inclusdo de extrato de levedura no meio
de cultivo apresentou-se necessaria para suprir essa demanda (SWINGS; DE LEY, 1977). Do
mesmo modo, 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.

O uso de extrato de levedura no meio de cultura de Z. mobilis, limita a utilizacdo deste
componente a escala laboratorial, devido ao seu preco elevado, sendo um problema relacionado
ao uso industrial. Como alternativa, Malvessi et al. (2006a) destacaram a utilizacdo de uma
fonte comercial, de menor custo, de extrato de levedura bruto (hidrolisado de levedura, Prodex
Lac®), na concentragio otimizada de 7,5 g L™, usado como fonte de nitrogénio orgénico e
vitaminas para o crescimento de Z. mobilis, em substituicdo ao extrato purificado.

A &gua de maceracdo de milho (milhocina), um residuo agroindustrial de baixo custo,
pdde ser usada também no processo fermentativo de Z. mobilis, em substituicdo ao extrato de
levedura purificado, conforme demonstrado por Lawford e Rousseau (1997) e Silveira et al.
(2001). Observa-se que a milhocina necessita de cuidados na sua estocagem, pois € uma
matéria-prima de facil contaminacdo por micro-organismos.

Em estudos comparativos de diferentes cepas de Zymomonas, Swings e De Ley (1977)
apontaram que a maioria apresentava capacidade de crescer em altas concentragdes de glicose
(30 a 40% (m/v)), a uma faixa de temperatura de 25 a 42 °C, com total inativacdo do micro-
organismo a 60 °C por 5 min. A bactéria Z. mobilis foi também caracterizada por possuir uma
relativa tolerdncia a meios acidos e por crescer na ampla faixa de pH de 3,5a 7,5.

A acdo do complexo GFOR/GL de Z. mobilis resulta na formagdo equimolar de seus
produtos de oxidacéo e reducao, fato este que inviabiliza seu uso industrial, visto que ha menor
demanda comercial de cido glicbnico em rela¢do ao sorbitol (JONAS; SILVEIRA, 2004).
Todavia, o complexo GFOR/GL pode ser usado na producdo de outras aldonolactonas, e

consequentemente na producdo de outros acidos alddnicos, como o0 &cido maltobidnico
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(Figura 3) e acido lactobidnico, com maior valor agregado, a partir da frutose como substrato
aceptor de elétrons e de outros carboidratos redutores, em substituicdo a glicose, como maltose
e lactose, e com altas produtividades em condicGes otimizadas de processo (ZACHARIOU;
SCOPES, 1986; SATORY et al., 1997; MALVESSI et al., 2013; GARIN, 2016; FLORES,
2019).

Figura 3 - Conversao de maltose e frutose em acido maltobiénico e sorbitol, respectivamente,
via acdo catalitica de glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-d-lactonase (GL) de

Zymomonas mobilis.
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Fonte: Flores (2019) adaptado de Zachariou & Scopes (1986).

Malvessi et al. (2010) estudaram o efeito da concentragdo de substrato, pH e temperatura
na atividade do complexo enzimatico GFOR/GL de células permeabilizadas de Z. mobilis,
imobilizadas com alginato de célcio, para a obtencdo de &cido glicbnico. Os autores observaram
que os valores de pH de 7,8 e de temperatura de 47 °C, apresentam atividade enzimatica
otimizada em teste de 1 h de bioconverséo. A atividade relativa da GFOR/GL de 183% em
relacdo as condic6es padrdes (pH 6,4 e 39 °C) foi explicada devido ao um melhor fluxo difusivo
através das esferas de alginato de calcio com o aumento da temperatura e do acimulo de 4cido
glicdnico dentro das mesmas, resultando na reducdo do pH interno. Porém, em testes de
estabilidade em quatro ciclos de bioconversdo de 3 h cada, observaram menor estabilidade

nessas condi¢fes. Os autores sugeriram uma solucdo de substrato inicial de concentracéo
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equimolar de 0,7 mol L de glicose/frutose, variar o pH de 7,8 para 6,4 e manter temperatura
constante de 47 °C, visando otimizacgdo do rendimento de converséo e de produtividade.

A bioproducdo e a caracterizacdo de diferentes sais de lactobionato por Z. mobilis
permeabilizadas e imobilizadas com alginato de calcio, foram estudadas por Delagustin et al.
(2017), utilizando concentragdo inicial de substrato de 0,7 mol L de lactose e 0,6 mol L de
frutose, concentracéo celular de 20 g L, pH 6,4, temperatura de 39 °C e 24 h de processo. A
partir de diferentes bases utilizadas para o controle do pH reacional, os autores observaram que
ndo houve diferenca significativa entre os rendimentos de conversédo e produtividade molar do
lactobionato de sddio e potassio, os quais foram maiores do que os de lactobionato de célcio.
Eles concluiram que a estequiometria de formacdo dos sais (razdo lactose consumida/sal
formado) foi de 2:1, 1:1 e 1:1 para lactobionato de célcio, de sddio e potassio, respectivamente,
e que o lactobionato de célcio apresentou baixa solubilidade em agua, devendo a base hidréxido
de célcio ser adicionado ao processo em pequenas fracdes. Apds purificacdo, os trés sais
estudados apresentaram alta pureza (>90%), porém o lactobionato de potassio apresentou maior
concentracdo final de lactose e menor de sorbitol.

Folle et al. (2018) estudaram diferentes modos de operacbes e de agitacdo, para a
obtencdo de 4acido lactobibnico e &cido glicbnico a uma temperatura 39 °C, pH 6,4 e
concentracéo inicial de células imobilizadas em alginato de calcio de 20 g L. A agitacéo
mecanica de 100 rpm e fluxo de ar de 1 L min™ ndo apresentou diferenca significativa na
integridade do suporte da imobilizacdo. Ambos os sistemas de agitacdo apresentaram maiores
resultados de concentragdo de produtos finais em modo de batelada alimentada (~0,75 mol L%,
40 h), do que batelada simples (~0,5 mol L%, 24 h), embora tenha maior tempo de processo. No
modo batelada, a agitacdo mecanica apresentou producdo de acido lactobidnico igual a
0,532 mol L.

Ademais, diferentes concentracdes de maltose (0,7, 1,0 e 1,5 mol L) como substrato
de bioconversdo, a 39 °C e pH 6,4 foram avaliadas por Flores (2019). A concentragdo de
1,0 mol L de maltose apresentou os melhores resultados com uma produtividade especifica de
0,91 e 2,06 mmol g * h'! para maltobionato de célcio e de sddio, respectivamente. O mesmo
autor também estudou o substrato xarope de maltose nas concentracGes de 0,3 a 0,7 mol L e
temperaturas de 32 a 50 °C e pH de 5,5 a 7,5, sendo que os melhores resultados foram obtidos
na concentragdo de 0,7 mol L de xarope de maltose, a 39 °C e pH de 6,4, com produtividade
especifica de 1,40 mmol g h'! de acido maltobidnico e concentragcdo maxima de acido de
615 mmol L.



32

A quantificacdo desses acidos aldbnicos, seus sais e sorbitol é realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Pedruzzi et al. (2007) estudaram a
quantificacdo de acido lactobibnico e sorbitol por CLAE com diferentes colunas e condicGes
operacionais e obtiveram melhores separagdes e picos mais simétricos com a coluna utilizando
resina de troca ibnica de cations de hidrogénico, eluente &cido sulfdrico (H2SO4) a
0,450 mmol L, pH 3,1, 75 °C € 0,5 mL min! (bomba isocratica e coluna ICSep ICE-ION-300,
300 mm por 7,8 mm, diametro de particula 7 um, Transgenomic, USA). Os autores afirmam
também que os cristais de acido lactobidnico necessitam ser dissolvidos em um solvente
alcalino com hidréxido de célcio (ou em hidréxido de s6dio ou potassio) em razao equimolar,
para prevenir a formagéo de lactona.

Folle et al. (2018) evidenciaram uma relacdo estequiométrica entre consumo de alcali
consumido e de bioproducdo de acido glicbnico por Z. mobilis imobilizadas com alginato de
calcio. A quantificacdo de acido lactobiénico e de &cido glicénico via CLAE foi idéntica a
obtida pelo consumo da base hidréxido de sodio (7 mol L) usada no controle de pH.

Indubitavelmente, a bioconversdo desses acidos aldénicos podem ocorrer pela a¢éo de
enzimas purificadas ou presentes células microbianas, e é notavel neste processo que a

imobilizacdo enzimética ou celular apresenta potencialidades.

3.4 Imobilizagédo de células e enzimas

Os principais aspectos a ser considerado em um sistema imobilizado sdo o
biocatalisador (células microbianas ou enzimas), o suporte e 0 método de imobilizacdo (modo
de ligacdo ao suporte), podendo ser utilizada em diversos processos, tanto em laboratério como
em escala industrial. A imobilizacdo pode ser realizada por diferentes métodos, tais como
separacdo por membranas, entrelacamento/confinamento em polimeros, adsorcdo e formacéo
de ligacdo covalente, sendo empregados inimeros materiais inertes para este fim. A escolha do
método e do tipo de suporte dependerd essencialmente das caracteristicas peculiares do
biocatalisador e das condigOes de uso do sistema imobilizado (LIMA et al., 2013).

Na imobilizacdo por adsorcéo (também conhecida como por contato) ocorre a adesao
de celulas/enzimas em suportes previamente formados, por meio do contato entre estes e em
condigdes controladas. Nesse método predominam interacdes eletrostaticas e de ligacOes
ibnicas entre parede celular/enzimas e o suporte (SCHMIDELL et al., 2001). Esta estratégia de
imobilizacéo difere-se do metodo por confinamento, ou também chamada in situ, na qual ocorre

a imobilizacéo de células/enzimas durante a etapa de sintese do suporte, permitindo uma maior
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agregacéo de biocatalisador, tanto por confinamento, como pela possibilidade de ocorréncia de
ligagdes quimicas covalente ou ibnicas entre as células/enzimas e o suporte (NYARI et al.,
2016; NYARI, 2017).

Embora a imobilizacdo resulte na maior estabilidade da enzima, na possibilidade de
reaproveitamento do biocatalisador e no uso em processos continuos, aumentando a sua
viabilidade econdmica, € notavel que alguns efeitos estéricos e conformacionais, de
microambiente e difusionais resultem em uma reducéo da atividade catalitica da mesma (LIMA
et al., 2013). Estes efeitos podem ser evitados ou diminuidos pela escolha criteriosa do suporte,
pelo método de imobilizacdo ou pelas condi¢des de operacdo do biorreator (ZANIN; MORAES,
2004). O emprego de diferentes configuracdes e regimes de operacao de biorreatores utilizando
sistemas imobilizados foi relatado por Jang et al. (1996), Ferraz, Borges e Alves (2000) e Folle
et al. (2018).

Na literatura ha estudos utilizando o complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis e
outras enzimas/micro-organismos imobilizados com diferentes suportes, como alginato de
calcio (MALVESSI et al., 2010; FOLLE et al., 2018), esferas magnéticas de quitosana (YANG
et al., 2021), k-carragena (REHR; WILHEM; SAHM et al., 1991; JANG et al., 1996), espuma
de poliuretano (VASSILEV; VASSILEVA; SPASSOVA, 1993; KOEHNTOPP et al., 1996;
MUKHOPADHYAY et al., 2005), membrana de fibra oca (FERRAZ; BORGES; ALVES,
2000; SEVERO JUNIOR, 2008) e bucha vegetal (VIGNOLI et al., 2006).

Rehr, Wilhem e Sahm (1991) usando células de Z. mobilis, permeabilizadas com
brometo de cetil-trimetil aménio (CTAB) e imobilizadas em esferas de k-carragena, na
concentracdo final de 4% (m/v), em processo descontinuo, a 30 °C e pH 5, obtiveram valores
de produtividades especificas de producio de sorbitol e de 4cido glicénicode 1,8e2,1ggth?,
para células livres, e de 1,4 e 1,8gg*th?, para células imobilizadas em k-carragena,
respectivamente. Os autores sugerem haver a inativacao de uma pequena quantidade de enzimas
durante a imobilizacdo ou que houve limitac6es difusionais apds imobilizacdo. Em ensaio em
biorreator de leito fluidizado, as esferas de k-carragena foram tratadas com glutaraldeido e
polietilamina, com o objetivo de estabilizar a atividade da enzima e reforgar a reticulacdo das
esferas de k-carragena, prevenindo o extravasamento das células, sendo observado apenas 3,5%
de perda de atividade em um periodo de 75 dias de processo continuo.

Igualmente imobilizadas em k-carragena, Jang et al. (1996) estudaram a producdo de
sorbitol por células permeabilizadas em CTAB. No trabalho foi evidenciado a melhoria da
estabilidade operacional e aumento da rigidez com a secagem das esferas de k-carragena por

duas semanas, a 20 °C e 60% de umidade, e com a adigéo de poliois 40% (m/v), como glicerol
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e propilenoglicol. Os autores afirmaram que esse resultado é interessante para aplicagdes em
processos continuos, com incremento no periodo de trabalho. O tratamento com poliGis
permitiu a obtencdo de 90% de conversao de frutose em sorbitol em 10 h de bioprocesso, a
39°CepH6,2.

Bertasso et al. (1996), usando células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de
calcio, relatam a viabilidade do uso de sistemas imobilizados no processo de bioconversédo de
glicose e frutose em &cido gliconico e sorbitol, tendo sido constatado a manutencédo da atividade
de GFOR em cerca de 80% da atividade inicial, apos cerca de 350 h de processo em batelada.

A técnica de imobilizagdo de células permeabilizadas com CTAB de Z. mobilis em
microporos de membranas de fibras ocas e de imobilizacdo em alginato de céalcio foram
comparadas por Ferraz, Borges e Alves (2000). O uso de células permeabilizadas no orificio de
fibras ocas, as quais possuem poros menores que as células, apresentou melhor desempenho em
termos de taxa de reacéo especifica (33,2 Jgiiconato Gproteina - %), cOm uma reduzida resisténcia a
transferéncia de massa. Por outro lado, o0 método por aprisionamento das células em gel de
alginato de calcio apresentou desvantagem na difusdo através do gel, reduzindo a taxa de reacédo
(4,2 g g h™) em processo conduzido a 39 °C e pH 6,2.

As células de Z. mobilis imobilizadas também em alginato de célcio foram estudadas
por Malvessi et al. (2006b), avaliando, preliminarmente, diferentes configuragfes de
biorreatores (mistura completa, de coluna com leito fixo e leito fluidizado) para a bioproducéo
de &cido lactobiénico. Valores superiores de maxima velocidade especifica de formacdo de
acido lactobiénico foram obtidos com o emprego de reator de mistura completa, pois
proporcionou um melhor contato da enzima com o substrato, além de facilitar o controle do pH.

A imobilizagdo de células de Z. mobilis em moédulos de membranas do tipo fibras ocas
para a producdo de &cido lactobidnico foi avaliado por Severo Janior (2008). O autor constatou
que as melhores condicBes foram para as células confinadas no exterior das fibras com uma
vazdo de circulagdo de 20 L h'l, e uma taxa de 1,37 mmol geert h™t. Foi demonstrado que a taxa
especifica de formacao de acido lactobiénico no sistema imobilizado foi de aproximadamente
metade da taxa obtida com a utilizacdo de células livres. Todavia, analisando o ponto de vista
de integracdo do processo de reacdo enzimética e de separacdo de produtos por eletrodialise,
esta imobilizagéo celular seria mais conveniente, visando esta integragéo.

Outro suporte utilizado para a imobilizacdo de Z. mobilis foi a bucha vegetal (Luffa
cylindrica), proposto por Vignoli, Celligoi e Silva (2006), para a produgéo de sorbitol. A Z.
mobilis foi previamente tratada com solucdo de quitosana (10 MQsolugio_de quitosana Jcslula™),

composta por 1% de quitosana em 2% de &cido acético (v/v), visando a floculagdo das células
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a particulas de maiores didmetros e assim maior imobilizacdo por contato com o suporte. Para
isso, 5 pedagos de esponja com 5 cm de aresta foram inoculados com as celulas floculadas
(2 g LY, com posterior agitagdo em solugdo salina durante 30 min. Transcorrido o periodo, as
esponjas foram transferidas para meio de cultura por 36 h, apresentando producdo maxima de
sorbitol. A produgdo com células imobilizadas (50 g L) foi o dobro da obtida com células
livres (25 g LY).

Recentemente, Yang et al. (2021) imobilizaram separadamente celobiose desidrogenase
e lacase em esferas magnéticas de quitosana modificadas com glutaraldeido, e utilizaram juntas
em um sistema para bioproducdo de acido lactobiénico. Os autores confirmaram maior
estabilidade térmica e a pH das enzimas imobilizadas, sendo capaz de converter completamente
lactose (100 g L) em é&cido lactobionico, a 30°C e pH 5,5, com um rendimento de

7,14 g Lt h't e mantendo 70% da atividade enzimatica inicial ap6s 10 ciclos de reutilizagao.

3.4.1 Imobilizagdo em suporte de poliuretano

3.4.1.1 Caracteristicas e propriedades do polimero

O poliuretano (PU), primeiramente sintetizado por Otto Bayer em 1937, é considerado
um dos principais polimeros sintéticos, devido a suas propriedades fisicas e quimicas e amplas
aplicacdes, como por exemplo em colchdes, estofamentos, esponjas para lavar louca e para
isolamento térmico de geladeiras, caminhdes frigorificos, painéis divisorios, criogenia etc.
(MANO; MENDES, 1999; VILAR, 1999; IONESCU, 2005).

Outra aplicacdo da espuma de PU é na area de biotecnologia, sendo utilizada para a
imobilizacdo de enzimas e células microbianas, como ja citado no presente trabalho. As
principais caracteristicas que tornam esse suporte atrativo para esta aplicacdo sdo resisténcia,
versatilidade, facilidade de preparo, durabilidade, bioestabilidade, poder de sorcédo, porosidade,
controle de poros durante a sintese, area superficial, permeabilidade, facilidade do transporte
de massa, baixa toxidade e preco (ORY et al., 2004; GUNCHEVA et al., 2014; GROVER et
al., 2016).

O poliuretano, formado por grupos uretanos (-NHCOO-), é possivel de ser obtido por
varios métodos, sendo o0 mais importante 0 da reacdo entre um isocianato e um alcool
(IONESCU, 2005). A reacdo quimica de uma molécula contendo o grupo isocianato (—N=C=0)
(di ou polifuncional e disponivel nas formas aromaticas ou alifatica) com um poliol, possuindo

hidroxilas (~OH) (com variagdo desde massa molecular, natureza quimica e funcionalidade)
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pode ocorrer por poliadi¢do, sendo uma reagdo exotérmica com rapido aumento da viscosidade
do meio reacional. Esse processo de polimerizacdo pode ocorrer também na presenca de outros
reagentes, como catalisadores, agentes de expansao, surfactantes, retardantes de chama, agentes
antienvelhecimento, corantes, agentes de cura e cargas (MANO; MENDES, 1999; VILAR,
1999). A estrutura de um poliuretano genérico é apresentada na Figura 4.

Figura 4 - Estrutura molecular de um poliuretano genérico.
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Fonte: Mano e Mendes (1999), com adaptac¢oes.

Os poliuretanos sdo um grupo extremamente versatil de polimeros, produzidos em uma
ampla gama de densidades, reticulados e rigidez, de estruturas muito moles a muito duras, como
mostra a Figura 5.

Figura 5 - Classificacdo dos poliuretanos em funcdo da densidade de crosslink e rigidez.
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Os poliuretanos podem ser divididos em duas categorias principais: poliuretanos
elasticos, por exemplo, espumas flexiveis (Figura 6), elastdbmeros, revestimentos, adesivos,
fibras etc., e poliuretanos rigidos, por exemplo, espumas rigidas de poliuretano (Figura 7) e
espumas estruturais. Esta classificacdo comum de poliuretanos em poliuretanos rigidos e
elasticos baseia-se principalmente na estrutura do oligo-poliol. (IONESCU, 2005). Durante a
reacdo de polimerizacdo, apresentam dispersdo de géas dando origem a formacéo de pequenos
bulbos ou células abertas, interligadas em uma estrutura tridimensional, permeaveis ao ar e
reversiveis a deformacdo (IONESCU, 2005; VILAR, 1999).

Figura 6 - Hipotética estrutura reticulada (crosslinked) de uma espuma de poliuretano flexivel
a partir de oligo-triol (de 3000-6500 daltons) e um diisocianato.
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Fonte: lonescu (2005).

Figura 7 - Hipotética estrutura de alta reticulacdo de uma espuma de poliuretano rigido.

Fonte: lonescu (2005).

E conhecido que uma espuma é um comp6sito com uma fase continua (polimero de

poliuretano) e uma fase descontinua (fase gasosa). Assim, a formacéo de espuma de poliuretano
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segue algumas etapas, conforme apresentado na Figura 8. A primeira etapa € a dosagem e a
mistura, onde em um recipiente ocorre a mistura do poliol, catalisador, surfactante etc. (exceto
isocianato), com auxilio de misturador mecanico. Essa mistura é responsavel pela formacéo de
microbolhas de ar dentro da massa polimérica, as quais sdo estabilizadas pelo surfactante. Apos,
adiciona-se 0 isocianato e realiza-se uma nova agitagcdo, visando promover uma
homogeneizacdo do meio e uma maior nucleagcdo (VILAR, 1999).

Ap0s essa etapa, a massa polimérica fica saturada com o didxido de carbono, dando ao
liquido uma aparéncia cremosa, sendo entdo denominada de etapa de creme, a qual ocorre em
aproximadamente 10 s ap0s a mistura dos componentes. Logo em seguida, ocorre a etapa de
crescimento, na qual a concentracdo do gas carb6nico aumenta no interior das microbolhas
formadas durante a etapa inicial de homogeneizacdo (nucleacdo) e a massa da espuma comeca
a expandir em volume. O gas difunde das bolhas menores, de maior pressao interna, para as
bolhas maiores de menor pressédo, causando um crescimento das bolhas maiores e um consumo
das bolhas menores. Este processo se completa em aproximadamente 60 s ap6s a mistura dos
componentes. Finalmente, na etapa de cura, a matriz polimérica, ja estruturada permanece por
um periodo que pode variar entre horas a dias antes de ser manuseada, finalizando sua
reticulagéo (VILAR, 1999).

Figura 8 - Etapas da formacdo de espuma flexivel convencional: (a) ar; (b) poliol, agua e
aditivos; (c) isocianato; (d) matérias primas; (€) mistura e nucleacédo; (f) creme e inicio do

crescimento; (g) crescimento; (h) separacédo de fase, suspiro e geleificacdo; (i) cura.
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Fonte: Vilar (2019).

No processo de obtencédo de espumas de poliuretano é possivel a utilizacédo de aditivos,
como os surfactantes, visando melhorar as propriedades da espuma. Os surfactantes sé@o
moléculas com caracteristicas estruturais que permitem compatibilizar materiais com
propriedades diferentes, devido a presenga de componentes hidrofobicos e hidrofilicos. Essas
substancias na producéo de espumas de poliuretano desempenham importantes fungdes, como
abaixamento da tenséo superficial; emulsificacdo dos componentes liquidos incompativeis da

formulacdo; regulacéo de tamanhos de células; promocdo da nucleacgdo das bolhas de ar durante
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a mistura dos reagentes; estabilizagdo da espuma em crescimento, pela reducdo dos pontos de
tensdo e reducdo da espessura das paredes das células, estabilizando as estruturas celulares e
evitando o colapso; e contrabalanco do efeito danoso de qualquer s6lido adicionado ou formado
durante a reacdo (AKINDOYO et al., 2016; VILAR, 2019). Todas estas funcGes tém grande
impacto nas propriedades fisicas da espuma final.

3.4.1.2 Imobilizacao de micro-organismos em espuma de poliuretano para a producéo de acidos

aldbnicos

Na literatura especializada sdo escassos 0s estudos utilizando espuma de PU como
suporte para imobilizacdo celular, visando a producéo de &cidos alddnicos.

Mukhopadhyay et al. (2005) imobilizaram A. niger por contato, atraves da inoculacao
de solucdo de esporos do fungo em cubos de espuma de poliuretano (2 mm de aresta), sob
agitacdo a 250 rpm e 3 dias de contato. Os autores relataram a utilizagdo de soro de leite
desproteinizado suplementado (9,5% lactose + 0,5% glicose) na producédo de acido gliconico
por A. niger e obtiveram uma maior producdo de acido gliconico em células imobilizadas
(92 g L) do que livres (69 g L), em aproximadamente 48 h de processo.

Semelhantemente, células de A. niger foram imobilizadas por contato em espumas de
PU por Vassilev, Vassileva e Spassova (1993), inoculando suspensdo de esporos em cubos de
1 e 0,3 cmd por 24 h de contato. Os autores obtiveram a melhor producéo de acido gliconico
(120,2 g L), durante 14 h de processo, utilizando cubos de 0,3 cm3. Para os cubos de 1 cm3
foram obtidos 105,1 g L, nas mesmas condigdes.

Koehntopp et al. (1996) imobilizaram in situ células de Z. mobilis em espuma de
poliuretano com os pré-polimeros de expansao livre HYPOL X2002, HYPOL X4300 e HYPOL
X6300. Apés moagem em moinho doméstico das espumas a um diametro médio de 2 mm,
obtiveram atividade enzimatica (3,94 g g™t h'?) apenas com HYPOL X-4300 (suspenséo celular
de 180 g L! e proporcdo 1:1 de suspensdo celular e pré-polimero) e com um rendimento em
torno de 100% na formagdo de &cido gliconico e sorbitol, apés 24 h de processo, uma
produtividade especifica de 2,3 g gth? e uma velocidade especifica de formagdo de acido
gliconico de 7,5 g L't ht. Os substratos utilizados foram glicose e frutose a 150 g L. Segundo
0s autores este método de ocluséo proporciona alta resisténcia mecanica e boa difusédo no meio
reacional, devido a grande porosidade, embora tenha sido observado a liberagdo de células para
a fase liquida do sistema. Este foi o Unico estudo encontrado na literatura imobilizando in situ

Z. mobis em espuma de PU.
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Embora ndo seja para a producdo de acidos ald6nicos, a possibilidade de utilizacéo de
espuma de PU como suporte para a imobilizacdo por aprisionamento (contato) de células de Z.
mobilis para a conversdo de sacarose em etanol foi investigada por Amin, Doelle e Greenfield
(1987). Segundo os autores, o poliuretano foi escolhido devido ao seu baixo custo e a
compatibilidade geral com o sistema de producdo de etanol. Para a imobilizagéo,
aproximadamente 200 cubos de espuma (1 cm3) foram fixados em hastes de a¢o (400 x 1,5 mm)
e entdo introduzidas em um reator de coluna de vidro, contendo meio de cultura. A cultura ativa
de Z. mobilis foi entdo adicionada e permaneceu por 8 h para imobilizagéo por contato. Segundo
os autores, um rapido crescimento celular dentro do suporte foi observado e as espumas de PU
contendo as células imobilizadas apresentaram alta eficiéncia de hidrolise da sacarose (90%).

3.5 Recuperacdo e purificacdo de acidos alddnicos

Ap06s o processo de bioconversdo, para a purificacdo dos &cidos aldonicos ou seus
respectivos sais € necessaria a separacdo destes produtos de interesse do meio contendo
concentragdes residuais dos substratos (frutose e aldoses) e sorbitol, quando catalisada por Z.
mobilis. Esta separacdo pode ser realizada por precipitacdo, a partir do uso de solventes
organicos, como etanol, metanol, &cido acético glacial (SILVEIRA etal., 2007; CARRA, 2012;
GARIN, 2016; DELAGUSTIN et al., 2017; FLORES, 2019; CARRA, 2020). Destaque é dado
para a utilizacdo de etanol, uma vez que este solvente é o produto principal da fermentacédo de
glicose de alguns micro-organismos, como por Z. mobilis (SILVEIRA et al., 2007). De acordo
com Valle et al. (2013), a utilizacdo desta técnica de recuperacao proporciona a obtencdo de
elevada pureza do lactobionato de sédio.

O écido lactobiénico é praticamente insolivel em etanol, diferindo do sorbitol e da
lactose que sdo levemente sollveis, e da frutose que € solivel em etanol (95% v/v), sendo assim,
a precipitacdo é aplicavel como forma de separacdo (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009;
CARRA, 2012). Da mesma maneira, ha relatos do emprego de etanol para a precipitacdo dos
sais de sodio ou de calcio do &cido lactobiénico e maltobiénico, como forma de recuperacéo
desses produtos produzidos por diferentes micro-organismos (MEIBERG; BRUINENBERG;
SLOOTS, 1990; BYFORD; STODOLA, 2011). Carra (2012) destacou a utilizacdo de
sucessivas precipitaces para recuperacdo de lactobionato de sodio com etanol 75% (v/v). Ao
final destas etapas, o precipitado foi seco em estufa 30 °C e o etanol foi recuperado por
destilacdo fracionada. Silveira et al. (2007) também destacaram 0 uso de sucessivas

precipitacdes para separar os produtos finais da reacéo.
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Da mesma forma, para a purificacdo de lactobionato de sddio, Carra et al. (2016)
avaliaram os parametros temperatura, teor do solvente na mistura e vaz&o especifica de adicéo
(MLsolvente MLcaido™® Min™), visando otimizar a etapa de recuperagéo. Os parametros ideais para
a precipitacdo de lactobionato de sddio com etanol, foram definidos como uma vazéo especifica
de 0,5 mL1min?, 45 °C e teor do solvente em agua de 65% (v/v), obtendo na primeira, na
segunda e na terceira precipitacdo uma pureza de 75, 88 e 100% do lactobionato de sodio,
respectivamente.

A purificacdo do maltobionato de calcio e maltobionato de sddio utilizando diferentes
solventes foi avaliada por Flores (2019). O autor verificou que os solventes etanol e metanol
foram os mais promissores para 0 processo, visto que a utilizacdo da acetona resultou em um
precipitado e duas fases liquidas distintas; o isopropanol resultou em uma precipitacdo com
recuperacdo inferior; e o0s demais solventes avaliados (butanol, 4-metil-2-pentanol,
acetilacetona, &cido acético glacial, cloroférmio) ndo ocasionaram diferenca visual, sendo
totalmente misciveis com o caldo da bioconversao. De acordo com os resultados apresentados,
a otimizacdo da separacdo e purificacdo do maltobionato de sodio ocorreu apés trés
precipitacbes com metanol (80% v/v), em temperatura ambiente (22 + 2 °C), obtendo-se um sal
com pureza superior a 98%.

Outra técnica de recuperacdo e purificacdo foi proposto por Severo Junior, Alves e
Ferraz (2014). Os autores estudaram a separac¢do do acido lactobidnico do meio de bioconverséo
por eletrodialise e evidenciaram que as Unicas variaveis que influenciam a taxa de remocao
desse acido aldbénico foram a concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) na corrente do
concentrado e a voltagem, uma vez que com aumento destas variaveis ha um aumento da forca
motriz, facilitando, assim a remocéo. O autor obteve como a melhor condicéo para a separacéo
do &cido, dentro da faixa estudada, uma tensdo de 60 Volts, 3 g L™ de NaCl na corrente do
concentrado e 25 g L* de NaCl no compartimento dos eletrodos. Em todos os experimentos foi
possivel remover mais de 95% de &cido latobiénico.

Quando obtido o acido alddnico na forma de sal e tendo-se o interesse em sua forma
acida, torna-se necessaria uma etapa de conversao. Para este fim, a utilizacdo de resinas de troca
ibnica foi relatada por Jones e Ho (2001) como um processo de baixo custo para a conversao
de lactobionato de calcio em &cido lactobionico, com quantidades insignificantes de impurezas.
Para a cristalizacdo, a solucdo de é&cido lactobiénico foi concentrada por evaporagdo e
submetida a secagem a vacuo. Com o emprego dessa técnica, os autores relatam a obtengéo de

grande quantidade de cristais puros de acido lactobiénico a um custo relativamente baixo.
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Carra (2012) relata a utilizagdo de cromatografia de troca idnica, com resina catidnica
acido forte Amberlite IRA-120 (Vetec Quimica Fina), para a conversdo do lactobionato de
sodio em acido lactobibnico, com recuperacéo aproximada de 80%. Apos a liofilizacéo, o autor
destaca a recuperacdo media de 98% em produto. Anos depois, Carra (2020) utilizou a resina
de troca ibnica H" (AMBERLITE 120, SigmaAldrich, EUA) na conversdo de lactobionato de
sodio em acido lactobidnico, relatando 98% de conversdo - por meio da variacdo do pH e
baseada em pKa (&cido lactobiénico = 3,8) e equacdo de Henderson-Hasselbalch - ao utilizar
1 Qresina Jlactobionato_sodio -

Além da liofilizacdo, as técnicas de secagem em estufa e por spray dryer foram
investigadas por Flores (2019), apds a conversdo de maltobionato em &cido maltobibnico,
utilizando resina catidnica. O autor observou que a secagem em estufa resultou em um acido
com um aspecto de matriz gelatinosa e coloracdo caramelo ap6s 7 dias de exposicdo a 60 °C.
Por spray dryer, houve a necessidade de adjuvantes (1% (m/m) de maltodextrina, 1% (m/m) de
lactose ou 1% (m/m) de maltose), mas mesmo sendo observada a completa secagem do acido
maltobidnico nas trés misturas propostas, com aparéncia final na forma de p6 branco cristalino,
a recuperacdo das amostras foi desfavorecida, uma vez que a maior parte do material ficou
retida nas paredes do equipamento. A secagem por liofilizacdo, embora necessério 48 h de
secagem, apresentou-se como a melhor forma de secagem, obtendo o acido maltobidnico em

p6 com alto grau de pureza e sem a necessidade de incorporacao de adjuvantes na amostra.

3.6 Aplicacdo de compostos bioativos em filmes

Novas tecnologias e materiais de embalagens estdo sendo desenvolvidos visando obter
embalagens ativas, embalagens inteligentes, revestimentos/filmes comestiveis, embalagens
biodegradaveis e embalagens de nanomateriais com potencial de garantir a qualidade,
seguranca e maior vida Util dos alimentos. Estas tecnologias consistem, entre outros, em incluir
compostos antimicrobianos, antioxidantes e de retencdo de liquidos na superficie ou
diretamente na estrutura de polimeros ou em saches/pads que ficardo em contato com 0s
alimentos (KERRY et al., 2006; SUN; HOLLEY, 2012; LEE et al., 2015; GHAANI, et al.,
2016; KAPETANAKOU; SKANDAMIS, 2016; MAISANABA et al., 2016; FANG et al, 2017,
DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018; KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO,
2018).

Uma embalagem ativa, conceito desenvolvido pelas areas de ciéncia e engenharia de

materiais, visa auxiliar na manutencdo da qualidade e aumentar a seguranca alimentar,


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/active-packaging
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estendendo a vida util de produtos alimentares embalados em polimeros naturais ou sintéticos.
Propdem-se com o0 uso destas embalagens ativas, suprir as limitacbes das embalagens
convencionais, as quais ndo podem controlar ativamente as reacGes dentro do produto
alimenticio (MASTROMATTEO et al., 2010; HOSSEINNEJAD, 2014; KHANEGHAH,;
HASHEMI; LIMBO, 2018).

Na literatura, observam-se trés conceitos principais para as embalagens ativas: i) as ndo
migratorias, que pode atuar sem migracdo deliberada; ii) embalagens de liberacdo ativa, que
permite a migracdo controlada de compostos ndo volateis ou a liberacdo de agentes volateis
para a atmosfera em torno do produto alimentar, evitando efeitos adversos nas propriedades
sensoriais e toxicologicas; iii) embalagens baseadas em mecanismos de disparo especificos, um
novo conceito onde a liberacdo de uma substancia no alimento embalado pode ser ativada por
mudancas quimicas, bioquimicas ou bioldgicas, ou seja, desencadeada por uma mudancga no
produto alimentar ou ambiente de embalagem (MASTROMATTEO et al., 2010;
HOSSEINNEJAD, 2014; KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018).

O interesse nessas embalagens para uso em alimentos é expressivo. Na literatura
especializada encontram muitas pesquisas com diversas substancias bioativas, materiais de
embalagem e estratégias para reter o agente ativo na rede polimérica, manter essas propriedades
bioativas e controlar sua liberagdo. S&o relatados reviews sumarizando trabalhos incorporando
6leos essenciais (canela, orégano, alecrim, cravo), nanoparticulas (prata, 6xido de zinco), acidos
organicos (benzoico, latico, sorbico, acético), extratos de plantas, polipeptideos e bacteriocinas
(peroxidase, nisina) (SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014; MAISANABA et al., 2016; FANG et
al, 2017; KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018; DEHGHANI; HOSSEINI,
REGENSTEIN, 2018). Os autores relatam alguns materiais potenciais, para a substituicdo de
materiais poliméricos a base de petroleo e plasticos, para a incorporacdo desses compostos
bioativos e elaboracdo de filmes e embalagens de alimentos, como sendo a base de lipideos,
hidrocoldides e proteinas. Os lipidios, por exemplo, acilglicerol, &cidos graxos e ceras seriam
utilizados como revestimentos ou incorporados em outros biopolimeros para a obtencéo de
filmes compostos, aumentando a barreira contra a migracdo de umidade e a flexibilidade. Os
hidrocoldides, por exemplo, polissacarideos (celulose, amidos, derivados da pectina,
quitosana, extratos de algas marinhas, como alginato), embora tenham efeito de barreira a
umidade desprezivel, possuem permeabilidade seletiva para Oz e CO2, e resistem a migracao
de lipidios. As proteinas, por sua vez, como gelatina, caseina, soro de leite e queratina,

apresentam carater anfifilico e boas propriedades de formagéo de filmes.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308518302785#bib0270
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O estudo e a obtencdo de filmes biodegradaveis com alteracdes nas propriedades
mecanicas ou de barreira também sdo explorados, nas quais agente formador, plastificantes e
aditivos adicionados na matriz sdo investigados (KANATT et al., 2012; MORAES; MULLER;
LAURINDO, 2012; GUTIERREZA et al., 2015; JUNLAPONG et al., 2019; BALLESTEROS-
MARTINEZ; PEREZ-CERVERA; ANDRADE-PIZARRO, 2020; CHEN at al., 2020; LIM et
al.; 2020).

Com relacéo aos acidos alddnicos, sdo escassas as investigacoes destes compostos como
substancias bioativas para aplicacdo em embalagens de alimentos. E relatado na literatura
alguns estudos avaliando as propriedades antibacterianas (CHEN; ZHONG, 2017; CAO et al.,
2019; KANG et al., 2020) e antioxidantes (BALDWIN et al., 2009; MARQUES et al., 2020)
do &cido lactobibnico e as propriedades antioxidantes do acido maltobiénico (NIELSEN, 2010).
Todavia sdo inexistentes estudos da atividade antimicrobiana para o 4cido maltobidnico e seus

sais, assim como a aplicacdo em filmes.

3.7 Estado da arte

O complexo enzimatico periplasmatico GFOR/GL de Z. mobilis destaca-se frente as
enzimas de outros micro-organismos pelas altas producdes de &cidos alddnicos e por apresentar
um cofator essencial ligado a proteina (NADPH), ndo sendo necessario outros aceptores de
hidrogénio ou outras enzimas para manutencdo da acao catalitica.

A imobilizacdo de células de Z. mobilis também é vantajosa, principalmente visando
uma maior estabilidade do complexo enziméatico GFOR/GL e a possibilidade de reuso do
biocatalisador no processo, em escala piloto ou industrial.

Na literatura sdo escassos 0s estudos da imobilizacdo de Z. mobilis em espuma de
poliuretano flexivel para a producéo de acidos alddnicos. Ressalta-se que este polimero é um
suporte em potencial, pois é de facil preparo, duravel e de baixo custo.

Adicionalmente, do ponto de vista do estudo dos acidos aldénicos e seus sais na area de
alimentos, ha indicios de potencialidades de aplicagdes, tais como a utilizacdo do acido
maltobibnico e seus sais em filmes com propriedades ativas, além da aplicacdo em outras areas
de interesse, como farmacéutica e cosméticas.

A vista destas caracteristicas citadas e nas lacunas observadas na literatura, insere-se a
presente proposta que visa a imobilizacdo de células de Z. mobilis em espuma de poliuretano
flexivel para a producdo de &cido maltobidnico e maltobionato de sodio, bem como indicar

potencialidades de aplicacdo destes produtos na area de alimentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo apresentadas as metodologias utilizadas na pesquisa para a
imobilizacdo de células de Z. mobilis e complexo enzimatico periplasmatico GFOR/GL,
producdo de acido maltobidnico e maltobionato de sodio, purificacdo e potencialidades de

aplicacdo destes produtos, conforme sintetizadas na Figura 9.

Figura 9 — Esquema representativo das estratégias de imobilizacdo celular, do processo de

producédo e purificacdo de maltobionato de sddio e acido maltobidnico e de potencialidades de

aplicagéo.
Cultivo de Zymomonas mobilispara producao de biomassa e enzimas _,--[ Atividade enzimatica ]
Imobilizacdo celular em espuma de poliuretano flexivel _..[ Aspecto visual ]
y . 1 —n—l Atividade enzimatica ]
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4.1 Cultivo de Zymomonas mobilis para producéo de biomassa e enzimas

Para a produgdo de biomassa de Z. mobilis (ATCC 29191) e enzimas GFOR/GL trés

etapas foram necessarias: ativagdo, preparo de inoculo e cultivo em biorreator.
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O meio liquido para ativacéo e conservagdo da bactéria, obtencéo do inéculo e cultivo
em biorreator, descritos em Malvessi et al. (2006a), sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Componentes do meio liquido para ativacdo e conservacdo de Zymomonas mobilis,

obtencdo do in6culo e cultivo em biorreator.

Componentes Concentracéo (g L™?)
Sulfato de amonio ((NH4)2S04) 2,00
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0Oa4.7H,0) 1,00
Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 3,50
Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4.7H-0) 0,01
Extrato levedura bruto (Prodex Lac®) 7,50

Solugdes de glicose nas concentracdes de 100 e 150 g L™ para preparo de indculo e
cultivo em biorreator, respectivamente, foram preparadas separadamente dos componentes
apresentados na Tabela 1. Os materiais foram esterilizados em autoclave a 121 °C, por 15 min
e misturados nas devidas propor¢fes no momento do uso. Para ativagdo/conservacao foi
utilizado uma solucéo de glicose de 20 g L™ previamente misturada aos demais componentes
(Tabela 1) e esterilizada nas mesmas condices.

A ativacdo da cultura foi realizada com a adicdo de 2 mL da suspensédo bacteriana aos
tubos contendo 18 mL de meio de ativacdo (10% de suspensdo bacteriana) e incubados a 30 °C
em estufa (Biomatic, Brasil), por 12 h, sem agitacéo.

O preparo de inéculo foi realizado em frasco de vidro de 500 mL, contendo 315 mL de
meio e 90 mL de solucédo de glicose - ambos com massas de substratos e nutrientes necessarias
para um volume final de 450 mL - e 45 mL da cultura previamente ativada (Figura 10A), sendo
mantido em anaerobiose pela adi¢do de nitrogénio gasoso durante 30 min. Posteriormente, com
o0 pH inicial de 5,5 ajustado com carbonato de calcio (CaCOs) na concentragido de 5 g L1, foram
incubados a 30 °C, 200 rpm em agitador orbital (Excella E25R, New Brunswick Scientific Co.,
INC, EUA), por aproximadamente 10 h (MALVESSI et al., 2006a). Esse frasco foi dotado de
uma tampa acoplado com dois filtros de algod&o, com o intuito de proporcionar a injecéo inicial
de nitrogénio gasoso e para a liberagcdo de dioxido de carbono resultante do metabolismo

fermentativo, conforme Figura 10A.
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Figura 10 - (a) Sistema para preparo do indculo; e sistema para producdo de biomassa: (b)
reator encamisado, (c) banho ultratermostato, (d) Controlador de pH, () bomba peristaltica.

Fonte: Autor (2020).

O cultivo para producdo de biomassa e complexo enzimatico periplasmatico GFOR/GL
foi realizado em batelada, conforme Malvessi et al. (2006a), com modificacdes (Figura 10B, C,
D, E), em reator encamisado de bancada (B. Braun Biotech International Biostat® B, Holanda),
com volume total de 2 L e volume de trabalho de 1,5 L, agitacdo mecanica de 450 rpm e 30 °C,
mantidos com auxilio de banho ultratermostato (Nova Etica, Brasil). O pH foi mantido a 5,4
pela adi¢do de NaOH 5 mol L, com auxilio de um controlador de pH (DosaTronic pH 2900,
Provitec, Brasil) acoplado a uma bomba peristéltica (DosaMini 100, Provitec, Brasil). O meio
de cultivo foi inoculado com o volume necessério para obter-se uma suspensao celular de
20 unidades de absorbéancia, a 560 nm. A anaerobiose foi mantida com adi¢do de nitrogénio
0asoso ao reator nos primeiros 45 min de cultivo. Para a obtencdo final da biomassa e complexo
enzimatico, o meio fermentado foi recolhido e centrifugado (Centrifuge MPW-351R, MPW®
Med. Instruments, Poldnia), por 10 min a 6000 rpm e foi realizada a avaliagdo de massa seca,
para obter-se as concentragdes de trabalhos (g L™) da biomassa.

ApoOs a produgdo de biomassa e complexo enzimaético, a atividade enzimatica de

GFOR/GL frente a glicose e frutose foi determinada.

4.2 Imobilizacao celular em espuma de poliuretano flexivel

Para a imobilizacdo de celulas de Z. mobilis e GFOR/GL em espuma de poliuretano

flexivel foram utilizados dois métodos, por contato e in situ.
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4.2.1 Imobilizagao por contato

Inicialmente, preparou-se 0 polimero seguindo os procedimentos do fabricante (Dim
Clay, Brasil), utilizando a proporcao de 10:3 m/m do reagente A (poliol):B (isocianato). Na
sequéncia, 10 g da espuma de poliuretano flexivel formada foi fracionada em 3 diferentes
dimensoes: cubos 125 mm? (5 mm de aresta), espumas com tamanho selecionado em peneira
de mesh 16 (1 mm) e espumas com tamanho selecionado em peneira em mesh 9 (2 mm).

Ap0s o fracionamento, as fracbes de espumas foram lavadas em agua destilada, durante
15 min, sob agitacdo magnética e secas em papel filtro (qualitativo 80 g, JProlab, Brasil), por
aproximadamente 24 h, a 22 + 2 °C, e utilizadas na producdo de biomassa e enzimas em
biorreator (Item 4.1) para imobilizacdo por contato (10 g de espuma em 1,5 L de cultivo).
Transcorrido o periodo de 12 h, as espumas foram removidas do meio fermentativo com auxilio
de peneira e deixadas sob repouso por 30 min para remocao do excesso de liquido (meio liquido
e células ndo incorporadas).

Posteriormente, submeteram-se as espumas a dois tratamentos distintos:

1) As espumas com as células imobilizadas por contato foram tratadas com
glutaraldeido 0,5% (m/v) por 15 min sob agitacdo magnética — com o intuito de inibir o
metabolismo das células, sem afetar a atividade enzimatica (FOLLE et al., 2018) -, sequido de
duas lavagens em &gua destilada, sob agitacdo magnética, por 15 min, para remoc¢do do
glutaraldeido. As espumas, apds remocdo do excesso de agua, foram secas em capela (Quimis
0216-21, Brasil) com fluxo de ar ligado e em contato com papel filtro (JProlab, Brasil), durante
24 h, sendo posteriormente mantidas em recipiente fechado e sob refrigeracdo até o0 momento
do uso. Esta etapa de lavagem também foi realizada para a remocdo de células/enzimas nao
ligadas.

2) As espumas com as células imobilizadas por contato foram previamente mantidas em
solucdo de alginato de sédio (0,25; 0,5 e 1% (m/v)), por 2 min sob agitagdo magnética, seguido
de banho em cloreto de calcio (0,05; 0,1 e 0,2 mol L) por 30 min, conforme Devi e Sridhar
(2000), com modificagdes, visando uma maior imobiliza¢do por aprisionamento das células no
alginato de calcio formado na espuma. Apos este procedimento, os materiais obtidos passaram
pelo mesmo tratamento em glutaraldeido e armazenamento.

ApOs os tratamentos 1 e 2, as espumas com células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas
foram analisadas em atividade enzimatica (U Qeelula seca™), frente a glicose e frutose 0,7 mol L™,

a 39 °C e pH 6,4, e em atividade enzimatica residual ap6s um reuso.
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4.2.2 Imobilizagéo in situ

A imobilizacdo in situ foi realizada pela mistura dos reagentes, denominados pelo
fabricante, como A (poliol) e B (isocianato) (Dim Clay, Brasil), em recipiente plastico,
acrescida de surfactante silicone (Tasca Estofados e Cia, Brasil) e de material celular (células
de Z. mobilis e complexo enzimético periplasmatico GFOR/GL), o qual foi diluido em
diferentes concentragdes com agua destilada apds etapa de centrifugacdo e determinacdo de
massa seca.

O material celular e o silicone foram sempre adicionados no poliol e homogeneizados
para posterior adi¢do do isocianato & mistura. Transcorrido o periodo de expanséo e formacéo
da espuma, sendo utilizado um filme plastico na parte superior do recipiente para contencao
desta expansdo e melhor uniformidade da espuma, as mesmas permaneceram em repouso
durante 24 h para cura, em temperatura ambiente (22 + 2 °C). O procedimento de imobilizacéo
in situ esta sintetizada na Figura 11.

Figura 11 - Imobilizacéo in situ de células de Zymomonas mobilis: 1. Adicdo do poliol e da
biomassa. 2. Mistura do poliol e da biomassa. 3. Adigdo e mistura do silicone. 4. Adi¢do do

isocianato. 5. Polimerizagéo e crescimento da espuma. 6. Cura da espuma.

1 ' 3

Fonte: Autor (2020).

Apbs transcorrido o periodo de cura, o sistema imobilizado obtido — constituido de
células, enzimas e suporte de poliuretano - foi removido do recipiente, fracionado (bisturi e
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ultra mix Britania, 180 W, Brasil), submetido ao peneiramento para padronizagdo de tamanho
e tratado com glutaraldeido 0,5% (m/v), conforme descrito anteriormente no processo de
imobilizacéo por contato. Todos os sistemas imobilizados in situ foram mantidos em recipiente
fechado e sob refrigeracdo em geladeira (Electrolux, Brasil, 4 + 2 °C), até 0 momento do uso.

Em um primeiro momento, visando conhecer o comportamento da reagdo de formacéo
da espuma de poliuretano flexivel quando adicionada a biomassa, realizou-se ensaios, a partir
da proporcéo indicada pelo fabricante, (10:3 mpoiio/Misocianato), Variando-se as quantidades de
poliol (10 a 20 g), isocianato (3 a 7 g), silicone (0 a 0,04 g), quantidade de biomassa (0,5 a 10 g)
e concentragdo (70, 140 e 210 g L™). Neste estudo, utilizou-se um sistema imobilizado na
dimensdo de cubos de 5 mm de aresta. Na etapa de expansdo com e sem o uso de banho de gelo
avaliou-se 0 aspecto visual das espumas com as células imobilizadas e a atividade enzimatica
(U Qeelula_seca ), frente a glicose e frutose 0,7 mol L, a 39°C, pH 6,4 e 49 de sistema
imobilizado.

A influéncia da biomassa na resisténcia mecénica do suporte utilizado para a
imobilizacdo (cubos de 5 mm) também foi avaliada, com diferentes quantidades de poliol (10
a 14 g), isocianato (3 a 6 g), silicone (0,01 a 0,04 g) e biomassaa 210 g L™ (1, 3 e 10 g). Para
isto, a massa do sistema imobilizado foi determinada antes do tratamento em glutaraldeido 0,5%
e apos o tratamento, sendo que a remocao de agua (secagem do suporte) foi realizada em capela
(Quimis 0216-21, Brasil), com fluxo de ar ligado e em contato com papel filtro (JProlab, Brasil),
durante 24 h, sendo entdo determinada a perda de massa do suporte.

Posteriormente, visando eliminar totalmente a necessidade do uso de banho de gelo no
processo, variou-se 0 volume reacional da espuma (sem micro-organismo) e manteve-se
constante a proporcdo de poliol: isocianato (20:6; 10:3; 6,67:2; 5:1,5 m/m), conforme
fabricante. Para isto, foi introduzido um termdmetro de bulbo na mistura reacional durante fase
de expansdo e avaliou-se a temperatura maxima de reacao.

A partir dos comportamentos observados, novos ensaios foram realizados, avaliando-se
a influéncia de poliol (6 a 9 g) e isocianato (3 a 4 g) e do surfactante silicone (0,01 e 0,02 g) na
imobilizacdo in situ de 5 g de biomassa de Z. mobilis e complexo enzimatico, na concentragdo
de 210 g L e sem o uso de banho de gelo. Nos ensaios foram avaliados o aspecto visual das
espumas com as células/enzimas imobilizadas, a atividade enzimatica (U Qeelula seca ™ €
U Gimobilizado ), frente a glicose e frutose 0,7 mol L, a 39 °C e pH 6,4, 0 rendimento de
imobilizacdo e a capacidade de reutilizagéo (estabilidade operacional). Para cada teste de

atividade enzimatica foram utilizados 4 g do sistema imobilizado na dimensdo de particulado,
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com granulometria na faixa de 0,850 e 0,355 mm (peneiras de 20 e 42 mesh, respectivamente,
Bertel Industria Metalurgica Ltda, Brasil).

A partir dos melhores resultados das etapas descritas, visou-se maximizar a quantidade
de biomassa (1 a 10g), a 210g L™, a ser incorporada na espuma de poliuretano, sendo
realizados novos ensaios.

Os critérios de avalicdo do aspecto visual das espumas de poliuretano flexivel com
ceélulas de Z. mobilis imobilizadas in situ foram encolhimento, acimulo de biomassa interna ou
externa, desuniformidade, porosidade elevada, aspecto de escama, seco e/ou rigido. As espumas
que ndo apresentaram nenhumas dessas caracteristicas foram classificadas como “Aceitavel”
para uso, e as que apresentaram uma ou mais foram classificadas como ‘“Nao aceitavel” para

uso e descartadas.
4.3 Rendimento de imobilizacéo

O rendimento de imobilizacdo (RI) foi determinado pela razdo entre a atividade
enzimatica de GFOR/GL de células de Z. mobilis imobilizadas (Uimobilizado) pela atividade
enzimatica de GFOR/GL da bactéria livre (Uiivre) € 0 resultado expresso em percentual (%),
conforme Equagdo 1 (NYARI, 2017).

R] = Uimobilizado <100

Ulivre (1)
4.4 Ensaios de bioconversao

Os ensaios de bioconversdo foram realizados em batelada, conforme sistema
apresentado na Figura 12, visando a producdo maltobionato de sodio. A bioconversdo ocorreu
em reator encamisado com 500 mL de volume total e 200 mL de volume de trabalho, em meio
reacional contendo células/enzimas livres, previamente tratada com glutaraldeido 0,5%, ou
imobilizadas em espuma de poliuretano flexivel, e solu¢do equimolar de maltose e frutose como
substrato. Para estes testes foi utilizado o sistema imobilizado na forma de particulados de
menor dimensdo, com granulometria na faixa de 0,125 e 0,355 mm (peneiras de 115 e 42 mesh,
respectivamente, Bertel Industria Metalurgica Ltda, Brasil). Essa reduzida dimensdo permitiu
uma maior adi¢do do sistema imobilizado no meio reacional, mantendo-se a agitagéo, a qual foi

a menor possivel de ser obtida a partir do equipamento disponivel para a pesquisa.
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Figura 12 - Sistema para medic3o de atividade enzimatica e de bioconvers3o.?
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Fonte: Autor (2020).

Todos os experimentos foram realizados sob agitacdo magnética, com a temperatura do
meio reacional mantida com uso de banho ultratermostato (Nova Etica, Brasil) e o pH mantido
com solugéo de NaOH 2,5 mol L, com auxilio de um controlador de pH (DosaTronic pH 2900,
Provitec, Brasil) acoplado a uma bomba peristéltica (DosaMini 100, Provitec, Brasil). Os
parametros operacionais avaliados foram escolhidos baseados em estudos de Carra (2012),
Garin (2016) e Flores (2019), os quais utilizaram células de Z. mobilis imobilizadas em alginato
de célcio.

As concentracfes de substratos e de produtos, nos ensaios de bioconversdo, foram
estimadas pelo volume e concentracdo de NaOH utilizado para neutralizar o acido formado e
controlar o pH (PEDRUZZI et al, 2007). Os produtos da reacdo, acido maltobidnico na forma
de sal e o sorbitol sdo formados em base equimolar (1:1), desta forma os substratos utilizados
sdo consumidos na mesma proporcdo. O tempo de reacdo foi estabelecido pela converséo de

90% de maltose em maltobionato de sédio, constatado pelo consumo de base.

2 1. Reator encamisado. 2. Banho ultratermostato. 3. Agitador magnético. 4. Controlador de pH. 5. Bomba
peristaltica. 6. Bureta com NaOH 0,1 a 2,5 mol L.
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Os ensaios de bioconversdo foram divididos em trés etapas, visando avaliar as melhores
condigdes de concentragdo celular no meio reacional, temperatura, pH e concentracdo de

substrato, a fim de otimizar a producédo de maltobionato de sddio.

4.4.1 Avaliacdo de diferentes concentragdes de células imobilizadas

Os ensaios de bioconversdo com diferentes quantidades do sistema imobilizado,
expressas em concentracOes de células de Z. mobilis no meio reacional, foram realizados a
39 °C, pH 6,4 e 0,7 mol L de maltose e frutose, visto que foram descritas na literatura como
condigdes otimas de trabalho (ZACHARIOU; SCOPES, 1986; CARRA et al., 2003;
MALVESSI, 2008 e GARIN, 2016). Nestes ensaios foram avaliadas as quantidades de 16,75;
17,94; 19,14; 20,41 e 21,53 g de sistema imobilizado, os quais equivalem as concentracfes

celulares em meio reacional de 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 € 9,0 Qcslula_seca Lmeio_reacional =, respectivamente.

4.4.2 Avaliacdo de diferentes condictes de temperatura e pH

O estudo da influéncia das condicdes de temperatura (30,54 a 47,46 °C) e pH (5,55 a
7,25) no processo reacional, durante os ensaios de bioconversao foi realizado atraves de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 completo, mantendo-se constante a
concentracdo equimolar de maltose e frutose de 0,7 mol L1, Como variaveis dependentes
(respostas) avaliaram-se o tempo de bioconversdo, a produtividade massica, a produtividade

especifica e a velocidade especifica de formacéo de produto.

4.4.3 Avaliacdo de diferentes concentracdes de substratos

Para a avaliacdo de diferentes concentra¢des de substratos foram utilizadas a melhor
condicéo de concentracgdo celular e de temperatura e pH obtidos no planejamento experimental
e avaliada a bioconversdo nas concentragdes equimolares de maltose e frutose de 0,7; 1,0 e
1,3 mol L1, A utilizagdo dessas concentracdes baseia-se nos estudos realizados anteriormente
(GARIN, 2016; FLORES, 2019), nos quais limitaram-se na quantidade maxima de 1,5 mol L™*
de maltose, pela alta viscosidade da solucéo, o que envolveria problemas de transferéncia de

massa, considerando o uso do sistema imobilizado na reacao.
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Nos ensaios de bioconverséo, a concentragdo de maltose residual e de maltobionato de
sodio foram estimados, e 0s pardmetros tempo de bioconversdo, produtividade massica,

produtividade especifica e velocidade especifica de formacdo de produto foram determinados.

4.5 Determinagéo do desprendimento celular do sistema imobilizado

Os ensaios para a determinacdo da quantidade de celulas desprendidas do suporte
(células livres) foram realizados com 50 mL de agua destilada e 5,1 g de sistema imobilizado e
em mesmo aparato experimental (reator encamisado, com banho ultratermostato e agitador
magnético), condi¢des (39 °C, por 24 h) e com uma mesma proporcao volume/quantidade de
sistema imobilizado dos ensaios de bioconversao, porém na auséncia de substratos. Os ensaios
foram realizados em triplicatas e o reator foi fechado com papel filme para evitar a evaporagédo
da agua.

Ao final do processo, foi separado o material liquido por filtracdo a vacuo e centrifugado
Centrifuge MPW-351R, MPW® Med. Instruments, Poldnia), a 7000 rpm por 20 min. Os tubos
utilizados na centrifugacdo foram previamente mantidos em estufa de secagem a 105 °C, por
24 h, e apds 15 min em dessecador, foram pesados. Apds centrifugacdo e descarte do liquido
sobrenadante, os tubos com o material celular foram novamente mantidos em estufa a 105 °C,
24 h, deixados esfriar no dessecador e pesados novamente. A quantidade de célula desprendida
do sistema imobilizado foi determinada como a diferenca de massa dos tubos, sendo
apresentado em percentual. Esta metodologia foi proposta pelo préprio autor, apos testes
preliminares, sendo o resultado uma aproximacdo do que ocorre em meio reacional com

substratos (maltose e frutose).

4.6 Estabilidade operacional do sistema imobilizado

A estabilidade operacional foi avaliada em dois momentos da pesquisa. A primeira
durante a etapa de imobilizacdo e a segunda nos ensaios de bioconverséo.

A estabilidade enzimética de GFOR/GL de Z. mobilis, durante os ensaios de
imobilizacéo, foi avaliada pelo reuso em ciclos repetidos, de 1 h, de atividade enzimatica frente
a glicose e frutose (0,7 mol L), nas mesmas condicdes operacionais dos ensaios de atividade
enzimatica padréo (39 °C, pH 6,4).

No intervalo entre cada batelada, a espuma de poliuretano flexivel contendo células de

Z. mobilis imobilizadas foi removida do meio, lavada — para remocéo de substrato residual na
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espuma, com 350 mL de &gua destilada, em agitacdo magnética por 5 min -, filtrada em papel
filtro (JProlab, Brasil) com uso de bomba a vacuo (Marte® modelo 131, Brasil) e adicionada ao
novo meio para nova medicdo. Este procedimento foi realizado em cada reuso e até verificacao
de 50% de atividade enzimaética inicial.

A estabilidade operacional durante os ensaios de bioconversdo para producdo de
maltobionato de sddio, utilizando a melhor condi¢do de concentracdo celular, temperatura, pH
e concentracdo de maltose e frutose, foi avaliada em bateladas de 24 h de processo, e seguiu 0s
mesmos procedimentos de preparo do sistema imobilizado entre cada batelada. A estabilidade

operacional foi determinada quando alcancado 50% do valor de produtividade méssica inicial.

4.7 Estabilidade de estocagem do sistema imobilizado

Para avaliar a estabilidade do sistema imobilizado, as amostras (20,42 g) foram
acondicionadas em embalagem de polietileno transparente (camada interna) e polietileno
tereftalato metalizado (camada externa) com Zip Lock (8 cm de largura x 12,5 cm de altura,
espessura de 220 um - Saco metalizados Stand Up Pouch, NZB Embalagens, Brasil) e
armazenadas a 22 + 2 °C, em camara de germinacgio (Modelo 347 CDG, Fanem®, Brasil), e a
4 + 2°C, em refrigerador doméstico (Electrolux, Brasil, Brasil), por um periodo de 6 meses.

As amostras foram submetidas ao processo de bioconversdo por 24 h, nas condicdes de
temperatura, pH e concentracdo de maltose e frutose maximizadas. Durante 0 armazenamento
das amostras, também se acompanhou a umidade dos sistemas imobilizados e avaliou-se 0s
parametros cinéticos e estequiométricos do processo (concentragdo maxima de produto,
produtividade massica, produtividade especifica e velocidade especifica de formacdo de
produto, fator de conversdo de substrato em produto e concentracao residual de substrato).

O teor de umidade foi determinado através de balanca de infravermelho ID 200
(Marconi, Brasil), onde 3 g de amostra foram mantidas a 105 °C até atingir massa constante, de
acordo com instrugdes do fabricante. O teor de umidade foi dado em % pelo equipamento,

sendo resultado da diferenca de massa da amostra entre o tempo inicial e o final.
4.8 Parametros cinéticos e estequiométricos da bioconversao
Os parametros cinéticos e estequiometricas da bioconversdo foram determinados

conforme descrito por Flores (2019). O acido maltobi6nico (na forma de sal de sédio) e o

sorbitol foram formados em base equimolar durante o processo de bioconversao, e sendo estes
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0s Unicos produtos da reacdo, os substratos maltose e frutose foram consumidos na mesma
proporcdo. Desta forma, durante a bioconversdo, 0s substratos e os produtos foram
quantificados pelo método indireto, pela determinacdo do volume e da concentracdo da base
adicionada (NaOH) para controlar o pH reacional (MALVESSI, 2008; PEDRUZZI et al., 2011,
FLORES, 2019).

Para determinar a quantidade de produtos da reacéo foi utilizada a Equacdo 2.

VX Mx My

CP - (V”["I'Vb) (2)

Onde: Cp: concentragdo de produto formado (g L™); Vb: volume de base (mL); M: concentracio
de base (molL?); Mm: massa molar do produto (4cido maltobidnico = 358,3 g mol™;
maltobionato de sddio = 380,3 g mol? ou sorbitol = 182,17 g mol !); V: volume total da

bioconversao.

Para a determinacdo da quantidade de substrato consumido durante a bioconverséo foi
empregada a Equacéo 3.

VpxMx Mpys

Csr = Csi = vy ©)

Onde: Cs . concentragdo de substrato consumido (g L™?); Cs,i: concentragdo de substrato inicial
(g L); Vb: volume de base (mL); M: concentracdo de base (mol L); Mwms: massa molar do

substrato (maltose = 360 g mol™ ou frutose = 180 g mol™); V: volume total da bioconversio.

E importante destacar que os procedimentos de determinagao de substratos e produtos
pelo volume e concentracdo de alcali empregado para controle do pH reacional no processo
também foram utilizados por outros autores (SEVERO JUNIOR, 2008; PEDRUZZI et al.,
2011), sendo observada equivaléncia deste método e por determinagdo por cromatografia
liquida (FOLLE et al., 2018).

O fator de conversao de substrato em produto (Yrpsso) foi determinada pela relagéo entre

0 maltobionato de sodio formado e a concentragdo de maltose inicial, segundo a Equacéo 4.

P
Yp /S0 = s_£ (4)

Onde: Yeiso, conversdo de substrato em produto (mmol mmol?); P, concentragdo de acido

maltobidnico formado (mmol); So, concentracdo de maltose inicial (mmol).

A produtividade massica foi calculada a partir da Equacé&o 5.
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Pf— P;

bn == ©)

Onde: Pm, produtividade massica (mmol h%); Pi, massa inicial de produto (mmol); Ps, massa
final de produto (mmol); t, tempo de processo (h).

Para determinar a produtividade especifica nos ensaios de bioconversdo foi empregada
a Equacao 6.

q=" (6)

Onde: g, produtividade especifica (mmol g* hl); p, produtividade massica (mmol); g, massa

seca de Z. mobilis em gramas de (Q).

A velocidade especifica de formacdo de produto (pp.max) foi determinada conforme
equacéo 7.
aM.
Mp.max = Mix ve d_tp (7)
Onde: pp.max, velocidade especifica de formagéo de produto (g g ht); My, massa de células
(9); dMg/dt, derivada do produto em fungéo do tempo (g h'l).

4.9 Separacdao e purificacdo do produto de bioconversdo

Para a separacao e purificacdo do produto de interesse da bioconverséo, o maltobionato
de sddio, foram realizadas sucessivas precipitacdes utilizando metanol, conforme descrito por
Flores (2019). A solucéo resultante do processo de bioconversdo — contendo maltobionato de
sodio, sorbitol e concentracGes residuais de frutose e maltose — foi adicionado metanol com
concentracdo final de solvente de 80% (m/v), sob agitacdo magnética. A adi¢do de metanol foi
realizada com auxilio de uma bomba (Cartridge Pump, Masterflex® L/S™ model 7519-15,
Alemanha) a 9 mL min™. Posteriormente, esta solucdo foi mantida em temperaturas inferiores
a 0°C, em congelador (Electrolux, Brasil), por no minimo 12 h. Apds este periodo, 0
sobrenadante foi removido e os cristais precipitados foram ressolubilizados em agua destilada,
visando manter a concentracdo de metanol em 80% no meio. Para a obtengdo de um elevado
grau de pureza de maltobionato de sodio, os procedimentos de precipitacdo e ressolubilizacao

foram repetidos até a totalizacao de trés precipitacdes (FLORES, 2019).
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O processo de recuperacdo e purificagdo de &cidos organicos e seus sais, por
precipitacdo utilizando solventes, foi depositado em patente de invencdo (SILVEIRA et al.,
2007), e foi posteriormente aperfeicoado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Bioprocessos, da Universidade de Caxias do Sul (CARRA, 2012; GARIN, 2016;
DELAGUSTIN et al., 2017; FLORES, 2019; CARRA, 2020).

ApOs a etapa de separagdo, foram determinadas as quantidades de agUcar redutor
(maltose e frutose) e sorbitol para avaliar a eficiéncia da purificacdo do maltobionato de sodio.
Para o0 mesmo fim, foi também realizado a analise cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de uma solucéo (caldo) de bioconverséo e de um produto final em pé, apos etapa de

purificagao.

4.10 Conversédo de maltobionato de sddio em &cido maltobidnico e cristalizacéo

Para a conversdo de maltobionato de sddio a sua forma acida — acido maltobi6nico — foi
utilizado o método de troca i6nica, conforme Jones e Ho (2001), com algumas modificacdes,
conforme propostas por Flores (2019), utilizando resina troca i6nica H* Amberlite 120 (Sigma-
Aldrich, EUA).

A resina foi mantida por aproximadamente 24 h em agua destilada para uma lavagem
inicial, seguida de ativacdo. Para isto, 100 mL de acido cloridrico (HCI) 1,0 mol L foram
adicionados na resina drenada e mantidos sob agitacdo magnética por 20 min. A resina foi entdo
lavada com agua destilada, com o intuito de retirar o excesso de HCI, até ser atingido o pH
aproximado de 4,7.

A amostra de maltobionato de sodio (5 g) em solucdo aquosa (100 mL) foi introduzida
no recipiente contendo a resina (30 g), sob agitacdo magnética, sendo o processo finalizado
apos a queda do pH a aproximadamente 2, sendo mantida nesta condi¢do por 20 min. Ao final
do processo, a fragdo liquida, contendo o &cido formado, foi removida e novas adi¢fes de agua
destilada na resina foram realizadas, para auxiliar na remocao do acido maltobionico residual,
sendo a coleta cessada quando observado o aumento do pH para aproximadamente 3,4
(FLORES, 2019). A conversao total do sal do &cido maltobidnico para sua forma acida,
comprovada pela mudanca do pH da amostra, foi estudada por Flores (2019), estando
fundamentada no valor de pKa do acido.

A solucdo de &cido maltobidnico obtida, apds remocdo da resina, foi liofilizada

(Edwards, Brasil), a pressao de vacuo abaixo de 500 mmHg e temperatura de -45 °C, por 36 h,
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macerada, com auxilio de um almofariz e pistilo, e 0 pd resultante armazenado em dessecador,
contendo silica gel, até posterior utilizagao.
O é&cido maltobidnico e o maltobionato de sodio foram avaliados em atividade

antibacteriana e atividade antioxidante.

4.11 Aplicacdo do acido maltobidnico em filmes a base de fécula de mandioca, quitosana

e acetato de celulose

O é&cido maltobibnico foi incorporado em filmes de fécula de mandioca, quitosana ou
acetato de celulose pela técnica casting e utilizando o &cido maltobiénico nas concentragdes de
2,5;5,0; 7,5 e 10,0% (macido/Msf), de acordo com ensaios preliminares. Os filmes obtidos isentos
de &cido (0%) foram utilizados como controle e denominados como filmes puros.

Os filmes foram avaliados quanto ao aspecto visual, espessura, atividade antibacteriana
e solubilidade em &gua e em Gleo. Para padronizacdo da espessura foram utilizados, para filmes
de fécula de mandioca ou quitosana uma solucéo filmogénica de 39 g em placas de acrilico de
15 cm de didmetro, e para acetato de celulose 10 mL de solucéo filmogénica em placas de vidro

de 9 cm de didametro, a partir de testes preliminares.

4.11.1 Filmes de fécula de mandioca

Os filmes de fécula de mandioca foram obtidos a partir de uma solucéo filmogénica (SF)
com 3% de fécula de mandioca (mrscula/Msr) Suspenso em agua destilada, e 30% de glicerol
(Myglicerol/Mi¢cula) COMO agente plastificante. Apds os componentes foram misturados e aquecidos
gradualmente sob agitacdo manual em banho maria, até atingir a temperatura de 70 °C, sendo
a mesma mantida por 10 min, para assegurar a gelatinizacdo térmica do amido (UGALDE,
2014, com modifica¢Bes). Em seguida, os filmes foram resfriados a 40 °C, o 4cido maltobidnico
foi adicionado, homogeneizado e posteriormente o material foi vertido em placas de Petri. A
solidificacdo da solucdo filmogénica e a evaporacdo do solvente foi realizada com a placa
aberta, em estufa sem circulagdo de ar (Tecnal, TE-393/2, Brasil), a 40°C, por

aproximadamente 24 h.
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4.11.2 Filmes de quitosana

Os filmes de quitosana foram preparados a partir de uma solucdo contendo 2% de
quitosana (Mquitosana/Msf), 30% de glicerol (Mgiicerol/Mquitesana) COMO agente plastificante,
suspensos em uma solucdo aquosa de acido acético 1%. A mistura foi homogeneizada,
autoclavada a 121 °C por 10 min e filtrada (UGALDE, 2014, com modifica¢des). Apds o
resfriamento a 40 °C, foi adicionado o acido maltobidnico, vertida em placas de Petri e
mantidos em estufa a 40 °C, sem circulacdo de ar (Tecnal, TE-393/2, Brasil,), com a placa

aberta, para completa solidificacdo e evaporacao do solvente, por aproximadamente 24 h.

4.11.3 Acetato de celulose

Os filmes de acetato de celulose foram produzidos a partir de uma solugéo contendo
10% de acetato de celulose (m/v) suspenso em acetona P.A. Ap6s completa dissolucdo do
acetato de celulose (UGALDE, 2014), foi adicionado o acido maltobidnico. O material foi
vertido em placas de Petri e mantido a 22 °C para completa solidificacdo e evaporacdo do
solvente, com a placa fechada, visando uma reduzida velocidade de evaporagdo e maior
homogeneidade do filme, a partir de observacdes de testes preliminares.

4.11.4 Avaliacdo visual e espessura dos filmes

Os filmes foram avaliados subjetivamente e apenas aqueles que apresentaram
continuidade (auséncia de rupturas e fraturas), homogeneidade (auséncia de particulas ou
bolhas visiveis a olho nu, zonas de opacidade ou cores diferenciadas) e manuseabilidade
(possibilidade de ser manuseado sem risco de ruptura) foram submetidos aos testes de atividade
antibacteriana e, posteriormente, de solubilidade.

A espessura dos filmes foi determinada com auxilio de um micrOmetro digital
(Mitutoyo, Japdo), com resolucdo de = 0,001 mm, a partir da média aritmética de cinco pontos
aleatorios de cada filme, distantes a pelo menos 6 mm da borda (SARANTOPOULOS et al.,
2002). Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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4.11.5 Solubilidade dos filmes

Os filmes foram avaliados quanto a solubilidade em &agua e 6leo (SOL%), segundo
Gontard et al. (1994) e Malherbi (2018), com adaptacfes. Para isso, filmes com 2 cm de
didmetro foram secos a 50 °C, por 24 h e pesados (Minicial). PoSteriormente, os discos de filmes
foram imersos em 50 mL de agua destilada ou azeite de oliva extra virgem, por 24 h, a50 °C e
50 rpm em agitador orbital (Excella E25R, New Brunswick Scientific Co., INC, EUA).

Para a solubilidade em &gua, apds o periodo de imersédo, as amostras foram novamente
secas a 50 °C, até completa evaporacdo do solvente (verificada pela massa constante das
amostras), as mesmas foram pesadas (Mrinar) € a solubilidade determinada pela perda de massa
do disco dos filmes na imersao e expressa de acordo com a Equacéo 8.

SOL% = (Minicial-Mfinal) ¥100 (8)

Minicial

Para a solubilidade em 6leo, ap6s o periodo de imersdo, as amostras foram retiradas com
pinca e inseridas em papel filtro qualitativo com uma &rea de 24 cm?, onde permaneceram
durante 2 h para absor¢do do 6leo, para posteriormente ocorrer a secagem a 50 °C, por 24 he a

pesagem da massa ndo solubilizada (Msinal). Todos 0s ensaios foram realizados em triplicata.

4.12 Atividade antibacteriana do acido maltobionico, do maltobionato de sédio e dos

filmes incorporados com acido maltobibnico

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos produtos da bioconversao de Z. mobilis
foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando o método indireto de
crescimento bacteriano, mediante a densidade 6tica em meio de cultura liquido (PIEROZAN et
al., 2009). A CIM foi determinada como a menor concentracdo de amostra que nao gerou
alteracéo na turbidez, apds 24 h de incubac&o.

A determinacdo da CIM foi realizada sobre as bactérias patogénicas e de preocupacao
de saude publica Gram-negativas (Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Choleraesuis - ATCC 10708 e Escherichia coli - ATCC 25922) e Gram-positivas
(Staphylococcus aureus - ATCC 6538 e Listeria monocytogenes - ATCC 7644), as quais foram
previamente crescidas em caldo Luria Bertani (LB — 10 g L™ triptona, 5g L™ extrato de
levedura, 5 g L™t NaCl), a 37 °C por 24 h.
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Para a determinacdo atividade antibacteriana dos produtos da bioconversdo (acido
maltobibnico e maltobionato de sodio), 10 uL de culturas ativas (108 UFC mL™?) foram
inoculadas em pocgos de microplacas de fundo chato, contendo caldo LB (minimo 75 uL) e
diferentes concentragbes das amostras (50 a 0,4 mg mLY), ressuspendidas em agua Milli-Q,
totalizando um volume final de 310 pL por pogo. Cada concentragdo de amostra foi avaliada
em triplicata e como branco e controle foram avaliados pogos contendo apenas meio de cultura
e meio de cultura com o micro-organismo, respectivamente. Posteriormente, as microplacas
foram incubadas em estufa (modelo 320-SE, Fanem®, Brasil), a 37 °C por 24 h. Antes e apds 0
periodo de incubacdo, 0 e 24 h, respectivamente, foi realizada a leitura da microplaca,
utilizando-se o leitor automatico de microplacas (modelo EL800, Bio-Tek Instruments Inc.,
EUA), com comprimento de onda pré-selecionado de 490 nm.

Para avaliar a atividade antibacteriana dos filmes de fécula de mandioca e quitosana, foi
utilizado o método de difusdo em &gar, através da fixacdo de amostras de filmes, de 10 mm de
diametro, em placas de Petri contendo Agar Miieller-Hinton previamente inoculado com
0,1 mL da bactéria teste, na concentragdo de 10° UFC mL™, pela técnica de plaqueamento em
superficie (BOSCHETTO et al., 2012). O controle negativo foi o filme sem tratamento (filme
puro). O resultado foi analisado através da presenca ou auséncia de um halo de inibi¢do de
crescimento microbiano em torno do filme, cujo didmetro varia de acordo com a velocidade de
difusdo do antimicrobiano testado e a sensibilidade da bactéria. O resultado foi expresso pelo

didametro do halo de inibi¢cdo (mm), sem subtrair o diametro do filme.

4.13 Atividade antioxidante do acido maltobidnico e do maltobionato de s6dio

A atividade antioxidante foi determinada por trés técnicas (I) capacidade antioxidante
contra o radical DPPH (2,2-difenil1-picrilhidrazina), (I1) radical ABTS* ([2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico]) e (111) por habilidade quelante. O acido maltobinico e o
maltobionato de sodio foram avaliados nas concentracdes entre 0,01 e 20 mg mL? e em

triplicata.
4.13.1 Metodo do radical DPPH
Na determinacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH,

500 uL de uma solucdo etandlica de DPPH (0,1 mmol L™?) com 500 pL de amostra foram
incubados por 30 min, sobre o abrigo de luz e em repouso, seguida de leitura da absorbancia a
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515 nm, em espectrofotdmetro (Pro-Anélise, Modelo: UV-1600, Brasil), segundo Hamann et
al. (2018). No total, quatro amostras foram analisadas, sendo estas solu¢Ges contendo
concentragdes crescentes de acido maltobidnico em etanol e em agua ultrapurificada (Milli-Q®
Academic, Millipore Corporation, EUA) e maltobionato de s6dio em etanol e em &gua
ultrapurificada (Milli-Q® Academic, Millipore Corporation, EUA).

Procedeu-se da mesma forma para a preparagdo da solugdo denominada “controle”
(Abs.amostra), porém substituindo 500 pL. da amostra por 500 uL de solvente (etanol e dgua
ultrapurificada). As solugdes denominadas “branco” (Abs.branco) foram preparadas usando
diferentes concentracdes do etanol e 4gua ultrapurificada, sem DPPH. O percentual de captacao
do radical DPPH foi calculado em termos da porcentagem de atividade antioxidante (AA%),

conforme a Equacéo 9:

(Abs.amostra — Abs.branco) N

AA% = 100 — 100 9)

Abs.controle

4.13.2 Método do radical ABTS*

Para a determinacdo de atividade antioxidante pela técnica do radical ABTS™ foi
realizado o preparo prévio (16 h antes da analise da amostra) da solugdo com o radical ABTS ™,
a partir da mistura de 1 mL de uma solugéo estoque de ABTS (7 mmol L) com 17,6 uL de
uma solucéo estoque de persulfato de potassio (140 mmol L), seguido de dilui¢do com &gua
destilada até uma absorcdo em espectrofotdmetro (Pré-Anélise, Modelo: UV-1600, Brasil) de
0,700 nm, no comprimento de onda de 734 nm (BOROSKI, 2015). As amostras de acido
maltobibnico e maltobionato de sddio foram diluidas em agua destilada, 20 pL de cada amostra
foram adicionadas a 2 mL da solucdo do radical ABTS ™ e, ap6s 6 min de repouso ao abrigo de
luz, foi realizada a leitura em espectrofotometro a 734 nm. O radical ABTS* forma um
cromoforo verde e a adicdo de um antioxidante resulta na neutralizacdo desse radical, causando
0 desaparecimento desta coloracdo. Assim, quanto menor a absorbancia obtida, maior a
capacidade antioxidante da amostra analisada, sendo calculado em termos da porcentagem de
atividade antioxidante (AA%), conforme a Equacéo 10.

(Abs.amostra — Abs.branco) N

AA% =100 — Abs.ABTS

100 (10)
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4.13.3 Habilidade quelante

Na técnica de habilidade quelante dos ions Fe?*, 3,7 mL de amostras diluidas em agua
destilada foram misturadas a 0,1 mL de cloreto de ferro (FeClz, 2 mmol L), sendo realizada a
leitura em espectrofotdmetro (Pro-Analise, Modelo: UV-1600, Brasil) a 562 nm (Ao), seguido
de posterior adi¢do de 0,2 mL ferrozina (5 mmol L), agitacéo vigorosa por 1 min, repouso de
10 min ao abrigo de luz e nova leitura a 562 nm (A1). Como branco foi utilizado agua destilada
(Absbranco). A habilidade quelante (%) foi determinacéo segunda a Equagdo 11. A metodologia
proposta utiliza o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 50 umol L, massa molar
292,24 g mol™) como controle positivo (BOROSKI, 2015).

Habilidade quelante = 4bspranco=(A1=40)1 , 4y (11)

AbSpranco

4.14 Metodologia analitica
4.14.1 Determinagéo da concentragéo celular

Nas etapas de producdo de indculo e de biomassa e enzimas em biorreator foi
determinado a concentracdo celular. Para o inéculo foi estimada, por método indireto, por
densidade dptica a 560 nm. Para isto, 1 mL da amostra de inéculo foi adicionada a 0,2 mL de
HCI 2 mol L, visando a solubilizagdo do CaCOs presente no meio, e posteriormente diluida
em 8,8 mL de agua destilada, obtendo-se a diluicdo de 10% (indculo/agua). Uma adicional
diluigdo foi realizada, com adicdo de 1 mL da diluigdo inicial, em 5 mL de &gua destilada,
seguida da leitura de densidade Optica em espectrofotometro (UV-1600, Pro-Analise, Brasil).
As medidas de absorbancia foram realizadas em duplicata (CARRA, 2012).

No cultivo em biorreator, a quantificacdo foi realizada por gravimetria e a massa seca
celular determinando em g L™, conforme Carra (2012), com modificagGes. Para isto, 3 mL de
meio fermentativo (triplicata) foram centrifugados (Modelo 206 BL, Excelsa® Il, Brasil), a
3500 rpm, por 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado de massa celular foi
adicionada 3 mL de agua destilada e centrifugada novamente nas mesmas condigdes. Apos
descarte do novo sobrenadante, a massa celular foi ressuspendida em 3 mL de agua destilada e
o conteudo final transferido para cadinhos previamente pesados e mantido em estufa (Modelo
EL — 1.3, Odontobras Equipamentos Médicos e Odontonlogicos Ltda, Brasil), a 90-95 °C, por

24 h. Posteriormente, os cadinhos foram mantidos em dessecador, a temperatura ambiente, por
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20 min, para resfriamento e foi mensurada a massa final em balanca analitica (Ay220,
Shimadzu do Brasil Comércio Ltda, Brasil). A concentragdo celular foi determinada pela razdo
entre massa seca de células (g) pelo volume de meio utilizado nesta analise (mL) e convertida
parag L™,

Na etapa de imobilizacdo, a massa de células imobilizadas por contato foi também
determinada. Esta massa celular foi quantificada por gravimetria, pela diferenca de massa
observada entre as espumas previamente secas e pesadas antes da imobilizacdo e as que
continham ceélulas imobilizadas por contato, apos desidratacdo em estufa (Modelo EL — 1.3,

Odontobras Equipamentos Médicos e Odontonldgicos Ltda, Brasil), a 85 °C por 24 h.

4.14.2 Atividade enzimatica

Os ensaios de atividade enzimatica do complexo enzimatico GFOR/GL foram
realizados ap6s a producdo das células de Z. mobilis e ap6s a imobilizagdo celular, conforme
metodologia proposta por Malvessi et al. (2006), com modificacbes. Nas células livres, a
atividade enzimatica foi determinada em solugdo equimolar 0,7 mol L de glicose e frutose,
4 g L ! de células de Z. mobilis, reagdo em 100 mL de volume de trabalho, por 1 h e utilizando
solugdo de NaOH 1 mol L para controle do pH a 6,4.

Para os ensaios com células imobilizadas em espuma de poliuretano, foi realizado os
mesmos procedimentos, porém utilizando 4 g do sistema imobilizado, reacdo em 200 mL de
volume de trabalho e NaOH 0,1 - 0,35 mol L. A concentragéo da solucéo de NaOH empregada
foi dependente da velocidade reacional.

O substrato glicose foi escolhido para a determinacéo da atividade enzimatica por ser a
aldose com maior afinidade a enzima GFOR (ZACHARIOU e SCOPES, 1986; MALVESSI,
2008) e é comumente utilizada como referéncia para efetivacdo da presenca do complexo
enzimatico GFOR/GL pela biomassa de Z. mobilis (CARRA, 2012; GARIN, 2016;
DELAGUSTIN, 2017; FLORES, 2019).

A unidade de atividade enzimaética foi definida como a quantidade de acido gliconico,
em mmol, formado por hora e por grama de célula seca (mmol h™ geeiuta seca> = U Qeglula_seca ).
Este valor foi estimado pelo coeficiente angular da reta obtida pela relacdo entre o tempo e 0
volume consumido de NaOH, necessario para neutralizar o &cido formado e controlar o pH em
6,4; volume este multiplicado pela concentragdo desta base (CARRA, 2012; FLORES, 2019).

A atividade enzimatica do complexo GFOR/GL também foi determinada frente a

maltose e frutose, durante a primeira hora dos ensaios de bioconverséo, no estudo comparativo
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das células livres e imobilizadas, sendo definido com a quantidade de acido maltobiénico, em
mmol, formado por hora e por grama de célula seca (MmMol h™? gestuia_seca™ = Um Jeslula_seca™) €

estimado da mesma forma que para o acido glicénico, acima mencionado.

4.14.3 Determinacdo de agucar redutor

Ap0s a etapa de purificacdo do maltobionato de sodio, os carboidratos solUveis redutores
(maltose e frutose) foram analisados pelo método do &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)
(MILLER, 1959). Em tubo de ensaio, foram adicionados 0,25 mL de amostra, numa dilui¢éo
conhecida, a 0,75 mL de solugdo DNS. Os tubos foram colocados em banho a 100 °C por 5 min,
e em seguida, resfriados em banho de gelo por 2 min. Apés adicdo de 4 mL de agua destilada
as preparacdes, a absorbancia das amostras foi lida em espectrofotémetro (UV-1600, Pro-
Anélise, Brasil), a 545 nm e a concentracdo de agucares redutores presente determinada através
de curva de calibracdo construida com soluces de maltose e frutose entre 0,1 e 1,0 g L?,
submetidas ao mesmo procedimento. O branco foi feito substituindo-se o volume de amostra

diluida por agua destilada.

4.14.4 Determinacdo de sorbitol

A determinacdo de sorbitol, também apés a etapa de purificacdo do maltobionato de
sodio, foi realizada seguindo o método proposto por Venzon e Miron (2008). Para tanto, a
0,2 mL de amostra previamente diluida foram adicionados 1 mL de formiato de potassio
0,7mol L e 2,0 mL de periodato de potassio 3,5 mmol L. Apds transcorrido 1 min, foi
adicionado 1,5 mL do Reagente I. Os tubos contendo a mistura reacional foram mantidos a
100 °C por 2 min e, na sequéncia, colocados em banho de gelo por 2 min. Apds adicionado
5 mL de agua destilada, a absorbancia das amostras foi lida em espectrofotémetro (UV-1600,
Pro-Analise, Brasil), a 412 nm, e convertida em concentragdo com o uso de curva padrdo de
sorbitol entre 0,010 — 0,018 mg mL™.

O preparo do Reagente | constituiu na mistura de 7 g de acetato de aménio dissolvido
em 20 mL de agua destilada e 0,160 g de tiossulfato de sodio dissolvido em 10 mL de &gua. Foi
entdo acrescentado 0,5 mL de acetilacetona a mistura e, apos, o volume da solugdo foi

completado para 50 mL com &gua destilada.
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4.14.5 Analise cromatografica do maltobionato de sddio

Para a confirmacéo da pureza do maltobionato de sddio, foi realizada também a anélise
de cromatografia liquida de alta eficiéncia em um caldo de bioconversdo e no produto apds
etapa de purificacdo. A andlise foi realizada em cromatdgrafo (Shimadzu Corporation, Japé&o,
modelo LC-20AD), com coluna Aminex HPX-87H (BioRad, EUA), com dimensdes de
300 mm x 7,8 mm, 9 um, controle CMB-20A, bomba isocratica LC-20AD, CTO-20A column
over e um detector de indice de refragdo (RID-20A). Como fase movel utilizou-se acido
sulfarico (previamente filtrada com um filtro de poliamida, 0,22 um), com vazdo de
0,6 mL min!, temperatura de trabalho de 60 °C e volume de amostra injetado de 5 pL. Para a
analise, as amostras foram diluidas na faixa linear de analise, entre 0,5 e 10 g L™, com agua
ultrapurificada (Milli-Q® Academic, Millipore Corporation, EUA), e filtradas em filtro de
0,2 um (FLORES, 2019).

4.14.6 Analise de microscopia eletrénica de varredura do sistema imobilizado

O sistema imobilizado foi analisado em microscopio eletrénico de varredura (MEV). O
preparo da amostra foi realizado com a fixacdo do sistema imobilizado particulado em um
suporte metélico, por meio de uma fita adesiva dupla face de carbono e recoberta em
metalizadora (SC 7620, Quorum, UK) com uma fina camada de ouro (20 nm), sob vacuo. A
amostra foi analisada em MEV (ZEISS - EVO LS 25, Alemanha), com ampliacdo de 5.000 e
10.000 vezes e tensdo de 10 kV.

4.14.7 Andlise textural do sistema imobilizado

O sistema imobilizado foi caracterizado em area superficial, volume e tamanho de poro
pelo método BET (Brunauer, Emmett e Teller) por adsorcao/dessorcao de nitrogénio (N2). As
amostras foram previamente tratadas a 50 °C, por 12 h e sob pressdo reduzida, antes da
realizacdo da analise em equipamento Nova 2200e (QuantaChrome, EUA). Depois do pré-
tratamento foram realizadas as medidas de adsorc¢do de N2 na temperatura do nitrogénio liquido
(-196 °C) e determinadas as caracteristicas textural do sistema imobilizado.
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4.15 Tratamento estatistico

Os resultados foram tratados estatisticamente segundo metodologia de planejamento
experimental, analise de variancia (ANOVA) ou diferencas das médias pelo teste de Tukey,
com auxilio do software Statistica 5.0., ou t-student, com auxilio do software SASM — Agri,
versdo 4, com nivel de significancia de 95% de confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secéo serdo apresentados os resultados e discussdo das estratégias de imobilizacdo
por contato e in situ de células de Z. mobilis e complexo enziméatico GFOR/GL em espuma de
poliuretano flexivel (PU), dos ensaios de bioconversdo para produgdo de maltobionato de sodio
e da estabilidade operacional e de estocagem do sistema imobilizado. Ademais, da separacéo,
purificacdo e conversdo do sal em &cido maltobiénico e da atividade antibacteriana e
antioxidante destes produtos. As potencialidades de aplicacéo do &cido maltobiénico em filmes
de fécula de mandioca, quitosana e de acetato de celulose também serdo sugeridas e discutidas.

5.1 Biomassa de Zymomonas mobilis e complexo enziméatico GFOR/GL

Ap6s o periodo de ativacdo, desenvolvimento de indculo, producdo de biomassa e
complexo enzimatico, centrifugacéo e ressuspensdo em agua destilada estéril, na concentragédo
de 210 gesiula_seca L2, Obteve-se a suspensdo de biomassa com aspecto brilhante, pastoso e

homogéneo, conforme Figura 13.

Figura 13 — Aspecto visual da suspensdo de biomassa de Zymomonas mobilis.

Fonte: Autor (2020).

Na determinacdo da atividade enzimatica do complexo enzimatico, valores entre 26 -
38 U geeiula_seca - foram obtidos, sendo utilizadas para a imobilizacdo apenas aqueles cultivos
com atividade de 34 + 4 U Qgesiuia_seca *, para favorecer a padronizagio dos testes posteriores de

bioconversao.
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5.2 Imobiliza¢cdo de Zymomonas mobilis e complexo enzimatico em espuma de poliuretano

Para a avaliacdo das estratégias de imobilizacdo de células de Z. mobilis e complexo
enzimatico GFOR/GL em PU serdo apresentados os resultados de ambos os métodos, por

contato e in situ.
5.2.1 Imobilizacéo por contato

O aspecto visual do suporte e da espuma de poliuretano flexivel contendo células de Z.
mobilis imobilizadas por contato sdo apresentados na Figura 14 e 15, onde € possivel observar
as trés dimensdes avaliadas, e apds imobilizacdo por 12 h de contato em reator, um leve

escurecimento da espuma (Figura 15).

Figura 14 - Dimensdes das espumas utilizadas como suporte na imobilizagdo por contato:
(@) cubos 125 mm?3 (5 mm de aresta); (b) espumas com mesh 9 (2 mm) e (c) espumas com
mesh 16 (1 mm).

(a) (b) (©

& S

L 113 ‘

Fonte: Autor (2020).

Figura 15 - Aspecto visual das espumas de poliuretano flexivel contendo células de Z. mobilis
imobilizadas por contato, apds 12 h: (a) cubos 125 mm3 (5 mm de aresta); (b) espumas com
mesh 9 (2 mm) e (c) espumas com mesh 16 (1 mm).
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Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de atividade enzimatica e residual de atividade
enzimatica apds um reuso. A maior atividade enzimatica obtida foi de 1,95 U gcelula seca ™ (€NS@I0
6), inferior ao valor das células/enzimas livres (34 +4 U Qgeeiula seca’), Sugerindo baixa

imobilizacéo celular por contato e/ou limitacdes difusionais imposta pelo suporte.

Tabela 2 - Atividade enzimatica e residual ap6s reuso do sistema imobilizado por contato.

) Cloreto de Atividade Atividade  Residual de
Ensaios Espuma A|g|r-1ato e calcio enzimatica enzimatica  atividade
sodio (%) (mol L) (Uinicia g%) (Ureusog)  enzimaética (%)

1 0,00 0,00 0,16 0,06 36,38
2 Cubos 0,25 0,05 0,07 0,05 67,27
3 (5 mm) 0,50 0,10 0,24 0,17 72,86
4 1,00 0,20 0,00 - -

5 0,00 0,00 0,12 0,08 66,89
6 Média 0,25 0,05 1,95 1,71 87,91
7 (2 mm) 0,50 0,10 1,11 1,07 96,39
8 1,00 0,20 0,00 - -

9 0,00 0,00 0,26 0,10 40,43
10 Fina 0,25 0,05 0,47 0,36 74,85
11 (1 mm) 0,50 0,10 1,02 0,92 89,84
12 1,00 0,20 0,00 - -

O uso da espuma de 2 mm tratada com alginato de sodio 0,25% e cloreto de célcio
0,05 mol L (ensaio 6) apresentou maior atividade (1,95 Uinicial Qcelula_seca ~), Seguida da espuma
2 mm ou 1 mm com alginato de sddio 0,50% e cloreto de célcio 0,10 mol L* (ensaios 7 e 11).

Na analise dos resultados (Tabela 2) observou-se que o tratamento das espumas com
alginato de calcio (exceto ensaios 1, 5 e 9) influenciou no residual de atividade enzimatica. E
possivel sugerir que este tratamento aumentou a capacidade de retencdo de células no suporte
nas trés dimensdes (1, 2 e 5 mm), sendo diretamente proporcional as concentra¢des do alginato
de sodio e do cloreto de calcio utilizadas. Com o uso de alginato de sédio 1%, ndo observou-se
atividade enzimatica, sugerindo elevadas limitagdes difusionais.

Neste método de imobilizacéo incorporou-se por contato uma concentracgao celular de

0,02 a 0,09 geelula seca Gsuporte . As  estratégias de imobilizagdo por contato ndo foram
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consideradas para os ensaios de bioconversdo, devido aos baixos valores de atividade

enzimaética quando comparadas com as células/enzimas livres.
5.2.2 Imobilizacgéo in situ

Os sistemas imobilizados in situ foram classificados como “Aceitavel” ou “Inaceitavel”

para o uso, conforme Figura 16, quanto ao aspecto visual.

Figura 16 — Aspectos visuais dos sistemas imobilizados in situ: (a) espumas com caracteristicas
consideradas aceitaveis para uso; e espumas consideradas nao aceitaveis para uso por motivo
de (b) encolhimento, (c) acimulo de biomassa interna, (d) acimulo de biomassa externa, (e)
desuniformidade, () aspecto de escama, (g) seca e rigida e (h) porosidade elevada. (i) Espuma

padréo (sem micro-organismo e conforme fabricante).

Fonte: Autor (2020).

A Tabela 3 apresenta os resultados da atividade enzimatica e aspecto visual dos sistemas
imobilizados in situ variando a concentracdo de reagentes (poliol e isocianato), silicone e
biomassa. Os melhores resultados foram obtidos com a utilizacéo de 14 e 15 g de poliol, 6e 7 g
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de isocianato, 0,02 e 0,04 g de silicone e 8 a 10 g de biomassa (210 g L), com valor maximo

de atividade enzimatica de 8,01 U gcsiula_seca (€NS@I0 36).

Tabela 3 - Atividade enzimatica e aspecto visual dos sistemas imobilizados in situ com

diferentes concentracdes de poliol, isocianato, silicone e biomassa.

] ] o Massa de Concentragéo Atividade
Ensaios Poliol Isocianato - Silicone biomassa de biomassa As-pecto enzimatica
(9) ) () @ QLY visual (U Qoo o)

1A 10 3 0 1 70 Aceitavel n.d.
2A 10 3 0 1 70 Aceitavel n.d.
A 10 3 0 1 70 Aceitavel n.d.
4A 10 3 0 1 70 Aceitavel n.d.
5A 10 3 0 2 70 Aceitavel n.d.
6" 10 3 0 3 70 Nao aceitavel -
7A 10 3 0 1 140 Néo aceitavel -
8 10 3 0 1 140 Aceitavel n.d.
9 10 3 0 0,5 210 Aceitavel n.d.
10 10 3 0 0,75 210 N&o aceitavel -
11 10 3 0 1 210 N&o aceitavel -
12 15 4,50 0 1 210 Aceitavel n.d.
13 15 4,50 0 1 210 Aceitavel n.d.
14 15 4,50 0 2 210 Aceitavel n.d.
15 15 4,50 0 2,5 210 Aceitavel n.d.
16 15 4,50 0 3 210 N&o aceitavel n.d.
17 20 6 0 3 210 Aceitavel 0,29
18 20 6 0 4 210 Aceitavel 0,67
19 20 6 0 5 210 Aceitavel 1,05
20 20 6 0 6 210 Néo aceitavel -
21 19 6 0 6 210 Né&o aceitavel -
22 18 6 0 6 210 Néo aceitavel -
23 17 6 0 6 210 Né&o aceitavel -
24 16 6 0 6 210 Néo aceitavel -
25 15 6 0 6 210 Né&o aceitavel -
26 14 6 0 6 210 Néo aceitavel -
27 15 6 0,02 6 210 Aceitavel 2,68
28 15 7 0,04 6 210 Aceitavel 1,21
29 15 6 0,01 8 210 Né&o aceitavel -
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Tabela 3 - Continuagéo

) ) N Massa de Concentracéo Atividade
Ensaios Poliol Isocianato - Silicone biomassa de biomassa As.pecto enzimética
(9) () () © QLY visual (U Gettos o)
30 15 6 0,02 8 210 Aceitavel 7,82
31 14 6 0,02 8 210 N&o aceitavel -
32 14 6 0,02 9 210 Aceitavel 3,87
33 14 6 0,04 9 210 Aceitavel 7,60
34 14 6 0,02 10 210 N&o aceitavel -
35 14 6 0,03 10 210 Aceitavel 6,10
36 14 6 0,04 10 210 Aceitavel 8,01
37 13 6 0,03 10 210 N&o aceitavel -
38 12 6 0,03 10 210 N&o aceitavel -

n.d. Nao determinavel, devido & auséncia de variagdo significativa do pH no meio reacional.

Testes realizados com ajuste de concentracdo celular (g L™Y) com agua destilada e expanséo da espuma com banho de gelo,
exceto: A Nesses testes ndo foi utilizado banho de gelo durante expanséo da espuma.

Dimens&o: cubos de 5 mm de aresta.

O aspecto visual e os resultados da perda de massa dos sistemas imobilizados sdo
apresentados na Figura 17 e Tabela 4, evidenciando que a imobilizagdo da biomassa afetou a
resisténcia mecanica das espumas em cubos, com perdas de massa de até 30%. A analise desses
resultados indica que haveria um comprometimento na reutilizacao do sistema imobilizado em
cubos, e desta maneira, sugere-se como alternativa a utilizacdo da espuma na forma de

particulados.

Figura 17 — Aspecto visual das espumas de poliuretano em cubos (5 mm) (a) isentas de
biomassa e (b) com o sistema imobilizado in situ (ensaio 15) antes e apds tratamento com
glutaraldeido 0,5%.

Fonte: Autor (2020).
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Tabela 4 - Perda de massa dos sistemas imobilizados in situ tratados com glutaraldeido 0,5%.

Ensaios Pc()gl;)ol |SOC(IS.)FI ato Sllzcg:’()me bilt\)ﬂrﬁzséi;((ag) Perda de massa (%0)
Padréo 7 3 0 0 1,71
1 10 3 0,01 11,14
2 10 3 0,02 8,78
3 10 3,50 0,01 6,06
4 10 3,50 0,02 7,74
5 10 3,75 0,01 ' Descartada*
6 10 3,75 0,02 6,47
7 9 3 0,01 8,28
8 9 3,50 0,02 Descartada*
9 9 3 0,01 19,13
10 9 3,50 0,02 15,85
11 8 3 0,01 12,95
12 8 3 0,02 3 21,43
13 8 3,50 0,01 12,74
14 8 3,50 0,02 9,49
15 14 6 0,04 10 30,16

Biomassa na concentracéo de 210 g L.
* Descartada devido a aspecto visual ndo aceitavel para uso.
Dimensdo: cubos de 5 mm de aresta.

A temperatura reacional foi também avaliada, conforme observado nos resultados
apresentados na Tabela 5. Pode ser observado que com o aumento da quantidade de poliol e
isocianato - mesmo mantendo a propor¢do, conforme fabricante - maior foi a temperatura da
reacdo para a formacao da espuma, o que, em certo grau, poderia afetar a atividade enzimatica.
Assim, seguiu-se o estudo com a eliminagéo do uso de banho de gelo no processo e com a

utilizacdo de uma menor proporcao de poliol e isocianato na formulagéo.
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Tabela 5 - Aspecto visual e temperatura reacional de formacdo do suporte variando a

concentragéo de poliol e isocianato.

_ Quantidade de reagente Temperatura )
Ensaios i i Aspecto visual
Poliol (g) Isocianato () (°C)
1 20 6 63 ‘
2 10 3 58 l
L |
3 6,67 2 54
n 1
4 5 1,50 46

e 1

Nos ensaios posteriores, entre as 14 formulagGes avaliadas, 6 foram classificadas como
ndo aceitaveis para uso e, portanto, descartadas e 8 formulacGes foram consideradas aceitaveis.
Os aspectos visuais, a atividade enzimatica, o rendimento de imobilizacdo e a estabilidade
operacional em ensaios de 1 h desses sistemas imobilizados sdo apresentados na Tabela 6 e
Tabela 7. Os melhores resultados foram observados nas formulagdes com 7 a 8 g de poliol, 3 a
3,5 g de isocianato, e 0,01 e 0,02 g de silicone, com 5 g biomassa a 210 g L.

As atividades enzimaticas (Tabela 7) variaram entre 5,31 e 18,13 U Qcelula seca~ (1,33 €
4,52 U Qimobilizado™*) € a estabilidade operacional foi de até 15 reusos (atividade residual média
de 8,84 + 0,94 U Qeeula_seca ), OU Seja, foi possivel utilizar o sistema imobilizado em até 16
ciclos operacionais, mantendo-se até 50% da atividade enzimaética inicial. No ensaio 10
observa-se baixa atividade enzimatica (5,31 U Qeéiula seca ©) € n@o foi avaliado quanto a
estabilidade operacional. Os ensaios 3, 6 e 12 resultaram em sistemas imobilizados com maiores

atividades enzimaticas e nimero de reusos, nao diferindo estatisticamente (p<0,05).
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Tabela 6 - Aspecto visual e descritor do sistema imobilizado in situ para uso do suporte

particulado.

) Aspecto
Ensaios }
visual

Descritor

Ensaios

Aspecto ]
} Descritor
visual

N&o aceitavel para

uso por acimulo

1 8 Aceitavel para uso
de biomassa
externa
N&o aceitavel para N&o aceitavel para
uso por acumulo uso por rigidez e
2 de biomassa ? porosidade
externa elevada
3 Aceitavel para uso 10 Aceitavel para uso
N&o aceitavel para
4 uso por 11 Aceitavel para uso
encolhimento
5 Aceitavel parauso | 12 Aceitéavel para uso
N&o aceitavel
) para uso por
6 Aceitavel parauso | 13
acumulo de
biomassa interna
N&o aceitavel
para uso por
7 Aceitavel parauso | 14

acimulo de

biomassa interna
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Tabela 7 - Atividade enzimatica, rendimento e estabilidade operacional dos sistemas

imobilizados in situ com 5 g de biomassa.

Poliol/lsocianato/  Atividade Rendimento de  Atividade  Estabilidade
Ensaios Silicone enzimatica imobilizacdo enzimatica  operacional
(9) (U Qesiula seca™) (%) (U Qimobilizado 1) (ciclos)
1 6/3/0,01 - - - -
2 6/3,50/0,02 - - - -
3 7/3/0,01 18,13°+255 56,522+2,98 4,522+ 0,64 16°
4 7/3/0,02 - - - -
5 7/3,50/0,01  11,49%¢+0,38 37,06°+1,73 2,87%°+0,13 ocd
6 7/3,50/0,02 16,35+ 0,66 51,48°+1,22  4,08°+0,23 162
7 7/3,75/0,01 9,23 +031 29,77°+141 2,30°+0,11 o
8 7/3,75/0,02 9,03 +0,47 28,41 +112 2,25 +0,16 11°
9 7/4/0,01 - - - -
10 7/4/0,02 531°+0,62 16,69°+220 1,33°+0,22 -
11 8/3/0,01 12,47 +1,88 38,18°+569 3,11*+0,66 100¢
12 8/3,50/0,02 17,012+1,81 52202+4,48 4,25°+0,64 152
13 9/3/0,01 - - - -
14 9/3,50/0,02 - - - -

Média + desvio padrdo; letras minusculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenca estatistica ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey. Os valores de atividade enzimatica ndo apresentados foram devido ao descarte
da espuma. Todos os testes realizados com 5 g de biomassa na concentracdo de 210 g L, sem banho de gelo e
com particulados (0,850 a 0,355 mm).

As atividades enzimaticas de GFOR/GL no sistema imobilizado (Tabela 7) foram
inferiores as observadas quando utilizado o biocatalisador livre (31,80 + 1,29 U Qeelula_seca ).
Este comportamento foi observado também por outros autores (FERRAZ; BORGES; ALVES,
2000; MALVESSI et al., 2010; CARRA, 2012; FLORES, 2019), podendo ser causados por
efeitos difusionais e/ou aumento da resisténcia a transferéncia de massa imposta pelo suporte
empregado ou, ainda, em decorréncia de efeitos conformacionais da enzima ou de condicGes
adversas no microambiente do suporte. Todavia, a menor atividade enzimatica seria
compensada pela possibilidade de reutilizacdo do sistema imobilizado.

Considerando os resultados obtidos, sugerem-se algumas hipoteses: (1) com o aumento
menores foram as atividades enziméticas obtidas,

da concentracdo de isocianato,

provavelmente devido ao aumento da temperatura da reacdo e possivel desnaturacdo de
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enzimas, além da possibilidade de grupos reativos do isocianato reagirem com grupos
funcionais das enzimas, comprometendo a acdo catalitica; (II) para maiores quantidades de
silicone, mantendo-se os demais reagentes, tendem-se a um maior nimero de reusos, devido ao
fato que quanto maior a quantidade de silicone, menores sdo os poros da espuma, diminuindo
perdas de células/enzimas que poderiam estar fracamente aderidas ao suporte; (I11) o excesso
de silicone na formulacdo resulta em encolhimento do sistema imobilizado a um nivel
inaceitavel para uso; e (IV) a falta ou excesso de algum reagente na formulacdo tornam o
aspecto da espuma contendo células e enzimas imobilizadas inaceitavel para uso, devido a
porosidade, textura ou auséncia de uniformidade.

Segundo Vilar (2019), na formagé&o das espumas de poliuretano de baixa densidade, o
surfactante de silicone atua na dispersdo dos reagentes da formulacdo e na estabilizacdo das
células da espuma em crescimento. Adicionalmente, auxilia a nucleacdo, pela reducédo da tenséo
superficial, permitindo a introducdo do ar que ir& formar os nucleos das células da espuma. O
uso adequado do surfactante de silicone promove a estabilidade, tornando mais dificil a
coalescéncia das bolhas e o seu aumento resulta na diminuicdo do tamanho das células da
espuma e no aumento do seu nimero. Por outro lado, 0 excesso estabiliza o sistema, podendo
evitar a abertura dessas células.

Durante os testes de reuso (Tabela 7) também foram observadas perdas de suporte na
etapa de filtracdo. Isto foi evidenciado pela pesagem dos filtros utilizados, com perdas médias
de até 0,05 g por ciclo ou perdas médias totais entre 0,09 e 0,3 g de sistema imobilizado por
amostra, equivalente a perdas totais entre 2,25 e 7,5%, respectivamente. Estes dados indicam
que a diminuicdo da atividade enzimatica em cada ciclo pode ter sido causada também pela
reducdo da quantidade do sistema imobilizado. Outras possiveis causas seriam a liberacdo, no
meio reacional, de células fracamente aderidas ao suporte, e possiveis efeitos desnaturantes ou
de modificacao dos sitios ativos das enzimas, causadas pelas condi¢cdes operacionais impostas
(KOEHNTOPP et al.,1996; LIMA et al., 2013; ALONSO, RENDUELES e DIAZ, 2015b).

A reutilizacdo do sistema imobilizado em até 15 vezes (Tabela 7), sugere que o0 micro-
organismo ficou fortemente aderido ao suporte. A imobilizacdo celular pdde ser evidenciada
pelas imagens das micrografias do MEV, nas quais é possivel observar claramente a presenca
de células microbianas, em forma de bastonete, no suporte (Figura 18). Complementarmente,
0s ensaios de desprendimento celular, em ensaios simulando uma bioconversdo de 24 h,

evidenciaram uma pequena perda de células do suporte, com valor de 1,17 £+ 0,17%.
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Figura 18 — Micrografias de microscopia eletronica de varredura do sistema imobilizado in situ
- 5.000x e 10.000x.

)
EHT = 10,00 kv Signal A = SE1 Do 4 Jul 2019 URI 2 m EHT = 10,00V Signal A = SE1 Date 4 Jul 2018 URI
WD =100 rmm Mag= S0OKX Tine 165257 — WO =10.0mm Mag= 1000KX Time :15:54:18
Fonte: Autor (2020).

Os resultados (Tabela 7) também mostram que a incorporacdo de 5 g de biomassa
mostrou-se promissora em testes de curta duracdo (1 h). Todavia, foram necessarios estudos
adicionais para determinar a quantidade maxima de sistema imobilizado por este metodo,
visando obter a maior concentracdo de produtos na etapa de bioconversao.

O aspecto visual e os resultados dos sistemas imobilizados preparados com diferentes
guantidades de biomassa sdo apresentados na Figura 19 e Tabela 8. A atividade enzimatica por
quantidade de célula seca utilizando de 5 a 9 g de biomassa (ensaios 3-7), a atividade enzimatica
por quantidade de sistema imobilizado utilizando de 7 a 10 g de biomassa (ensaios 5-8) e a
estabilidade operacional (ensaios 3-5) ndo diferiram estatisticamente (p<0,05). Pode-se observar
também, que com o aumento da quantidade de biomassa (8, 9 e 10 g) o aspecto do sistema
imobilizado foi imido, quebradigco e com encolhimento gradual, sendo ndo indicadas para uso
(Figura 19F, G, H). Além disso, com o uso de amostras preparadas com 8 g ou mais de biomassa
(ensaios 6-8) foi observada instabilidade durante a etapa de imobilizacao, sendo mais sensiveis
as condi¢bes ambientais, resultando, em alguns ensaios, um encolhimento prejudicial durante
0 periodo de cura, sendo, portanto, descartadas.

De acordo com a Tabela 8, no ensaio 5 (7 g de biomassa a 210 g L™*; 7 g de poliol; 3,5 g
de isocianato e 0,02 g de silicone) observa-se os melhores resultados com 60,29% de
rendimento de imobilizago, atividade enzimatica de 19,40 U Qeelula_seca ™~ (1,61 U Gimobilizado ),
correspondendo a 0,083 Qeelula_seca Jimobilizado ™~ € COM possibilidade de 15 reusos (16 ciclos ou
bateladas de 1 h). Portanto, foram estas as condic¢des definidas para a sequéncia dos estudos.
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Figura 19 - Aspecto visual dos sistemas imobilizados in situ com (a) 1, (b) 3, (c) 5, (d) 6, (e)
7, (f) 8, (g) 9 e (h) 10 g de biomassa (210 g L ).

(@)

-

Fonte: Autor (2020).

Tabela 8 - Atividade enzimatica, rendimento e estabilidade operacional dos sistemas

imobilizados in situ.

Formulacéo o Rendimento o .
) ) Atividade Atividade  Estabilidade
~ Biomassa (Poliol/ o de o ]
Ensaios ) enzimatica o enzimatica  operacional
(9) Isocianato/ imobilizagéo ]
. gcélula_seca_l) ("] gimobilizado_l) (ciclos)
Silicone) (g) (%)
1 1 10/3,50/0,02  1,04°+0,30  3,23°+0,94  0,019+0,01 n.d.
2 3 9/3,50/0,02 3,166+0,40 9,81°+125 0,139+0,02 n.d.
3 5 8/3,50/0,02 17,01**+2,56 52,86°+7,96 1,07°+0,17 152
4 6 7,50/3,50/0,02 19,422+0,33 60,342+ 1,03 1,40+ 0,07 16°
5 7 7/3,50/0,02  19,40°+0,42 60,29%+1,31 1,61*+0,04 16°
6 8 6,50/3,50/0,02 17,51*+0,75 54,42 +2,32 1,61* +0,07 n.d.
7 9 6/3,50/0,02 18,45 +152 57,33 +4,72 1,85°+0,14 n.d.
8 10 5,50/3,50/0,02 14,71°+0,32 4571°+1,00 1,61*+0,03 n.d.

Média + desvio padrédo; letras mindsculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenga estatistica ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey. n.d. — ndo determinado. Todos os testes foram realizados com biomassa na
concentracédo de 210 g L™, sem banho de gelo e com particulados (0,355 a 0,850 mm).
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O sistema imobilizado (Tabela 8 - ensaio 5) foi caracterizado como particulas de &rea
superficial de 119,69 + 38,06 m? g1 volume de 0,02 +0,01 cm®g? e tamanho de poro de
1,72 + 0,00 nm. A natureza fisica do suporte, como o tamanho do poro, pode influenciar no
rendimento de imobilizacdo. Se os poros sdo muito pequenos a fixacdo de celulas/enzimas
ocorrem predominantemente na superficie externa do suporte e se os poros forem muito grandes
pode ocorrer lixiviagdo dessas células e enzimas (ISPAS, SOKOLOV, ANDREESCU, 2009;
LIESE, HILTERHAUS, 2013). Estas caracteristicas texturais também influenciam na
transferéncia de massa, visto que menores areas podem minimizar as limitacdes internas de
transferéncia de massa, porém a dimensdo do suporte ndo pode ser muito pequena a ponto de
dificultar a separacdo do sistema imobilizado do meio reacional (PILKINGTON,
MARGARITIS, MENSOUR, 1998).

5.3 Bioconversdo de maltose em maltobionato de soédio

Os ensaios de bioconversao para a producdo de maltobionato de sédio foram conduzidos
com diferentes concentracdes de células em meio reacional, condi¢cdes de temperatura, pH e

concentragdes de substrato.

5.3.1 Definicdo da concentracdo celular na bioconversao

Na Tabela 9 sdo apresentados o0s pardmetros cinéticos e estequiométricos das
bioconversbes de maltose em maltobionato de sédio, utilizando diferentes quantidades do
sistema imobilizado (16,75-21,53 g), em termos de concentracdes de células de Z. mobilis (7-
9 Qgeslula_seca Lmeio_reacional *) N0 meio reacional. Na Figura 20 s&o apresentadas as cinéticas destas
producdes de maltobionato de sédio.

De acordo com a Tabela 9 e Figura 20, a bioconversdo foi mais eficiente quando
utilizado 8,5 g de células secas por litro de meio reacional, com menor tempo de processo
(33,94 h), maior produtividade massica (3,62 mmol h?') e produtividade especifica
(2,13 mmol g th"1), diferindo estatisticamente (p<0,05). Desta forma, 8,5 g L%, equivalente a

20,41 g de sistema imobilizado, foi a concentracgdo celular definida para os ensaios posteriores.
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Tabela 9 - Pardmetros cinéticos e estequiométricos da bioconversao em termos de concentragdo

méaxima de maltobionato de sodio (Pmax); tempo de bioconversdo (tvioconv.); produtividade

massica (P); produtividade especifica (q); maltose final (Sr) e velocidade especifica de formagéo

de produto (Up.max), utilizando diferentes concentragdes celulares.

Parametros da bioconversao*

Concentragéo Prmax Thioconv. P q St Mp.max
(Gesluta_seca L) (mmol L) (h) (mmol h) | (mmolgth?) | (mmolL?) |(mmolgth?)
7 491,422 +1,10 | 47,56°+ 2,14 | 2,58°+ 0,11 | 1,81°+0,14 | 69,552+ 0,38 | 6,25%+ 0,82
7.5 490,907 + 0,21 | 44,17®+0,50 | 2,78°+ 0,03 | 1,85 +0,02 | 69,882+ 0,04 | 6,442+ 0,02
8 492292+ 1,47 | 42,27+ 1,12 | 2,90 +0,08| 1,82°+0,05 | 69,712+0,13 | 6,192+ 0,22
8,5 492,112+ 0,00 | 33,949+1,66 | 3,622+ 0,17 | 2,132+0,10 | 70,022+ 0,00 | 6,322+ 0,12
9 493,072+0,96 | 37,92°/+ 2,43 | 3,25°+0,21 | 1,80°+0,11 | 69,77°+0,25 | 6,04+ 0,13

Média + desvio padrédo; letras minusculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenca estatistica ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey. Yps0=0,88. *Variaveis fixas: sistema imobilizado (dimensao: 0,125 e 0,355 mm)
com 7 g de biomassaa 210 g L'%; 7 g de poliol; 3,5 g de isocianeto e 0,02 g de silicone, temperatura 39 °C e pH 6,4.

Figura 20 — Cinética de produgdo de maltobionato de sddio em diferentes concentracdes de

células no meio reacional.
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Fonte: Autor (2020).

5.3.2 Defini¢do de temperatura e pH no processo reacional de bioconversao

A Tabela 10 apresenta a matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR)

22, com os valores codificados e reais das variaveis independentes estudadas e as respostas em
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tempo de bioconversdo (twioconv), produtividade maéssica (P), produtividade especifica (q) e
velocidade especifica de formacéao de produto (lp.max), utilizando o sistema imobilizado in situ
(0,125 a 0,355 mm).

Verificou-se que o menor tempo de bioconversdo e a maxima produtividade massica e
especifica ocorreu a 39 °C e pH 6,4 (Ensaios 9, 10 e 11), com valores médios de 32,96 h,
3,72mmol h* e 2,19 mmol gt h?, respectivamente. A maxima velocidade especifica,
7,23 mmol g th 1, foi atingida a 45 °C e pH 5,8 (Ensaio 2). Os resultados dos ensaios retratam
baixos desvios relativos, inferiores a 16%, comprovando o ajuste adequado dos modelos para
o tempo de bioconversdo (Equacgdo 12), produtividade massica (Equacdo 13), produtividade
especifica (Equacao 14) e velocidade especifica de formacao de produto (Equacdo 15).

t(h) =32,95- 16,78 T + 11,28 T2 - 13,04 pH + 13,55 pH2 + 15,90 T pH (12)
P (mmol h'Y)=3,72+ 0,65 T - 0,57 T2+ 0,37 pH - 0,70 pH2- 0,36 T pH (13)
g (mmolgth?)=219+0,38T-0,34 T2+ 0,21 pH - 0,41 pH2- 0,21 T pH (14)
Hpmax (Mmol g h't) = 6,35 + 1,37 T - 0,70 T2 + 0,26 pH - 0,52 pHz - 0,29 T pH (15)

Onde: t (h) é o tempo de bioconversdo; P é produtividade massica; q € produtividade especifica;
Hp.max € velocidade especifica de formacdo de produto; T é temperatura e pH é o pH do meio

reacional.

Os modelos foram validados pela analise de variancia (Tabela 19 — Apéndice A) e 0
coeficiente de correlacéo foi de 0,97; 0,99; 0,99 e 0,97 e com F calculado 3,56; 11,39; 11,39 e
2,78 vezes maiores que o valor do F tabelado para tempo de bioconversdo, produtividade
massica, produtividade especifica e velocidade especifica de formacdo de produto,
respectivamente. A Tabela 20 (Apéndice A) apresenta os coeficientes de regressao, erro padrao,
valores de p e t(2).

Verifica-se que houve efeito (p<0,05) negativo para as variaveis temperatura e pH e
efeitos positivos para os efeitos quadraticos e de interacdo das variaveis, para a resposta tempo
de bioconversao. Para produtividade massica, produtividade especifica e velocidade especifica
de formacéo de produto as variaveis temperatura e pH apresentaram efeito (p<0,05) positivo e
os efeitos quadraticos e de interagdo das variaveis apresentaram efeitos negativos (Tabela 21 —
Apéndice A).



85

Tabela 10 - Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores codificados e reais) e resposta em tempo de bioconverséo (tvioconv.), produtividade

maéssica (P), produtividade especifica (q) e velocidade especifica (p.max), utilizando o sistema imobilizada in situ.

Variaveis Independentes*

Respostas

Tempo de bioconverséo

Produtividade massica

Produtividade especifica

Velocidade especifica de
formacao de produto

'é S (h) (mmol h?) (mmol gth?) (mmol g h)

é g :G T c_"é <6 '*% C_E'U o 'g Tg © 'g Tg © '*%
£ : f % oeg E % fovgl f %ozl f £ oeg
= 5 8 8 e 5 B & g% § B & o 5 g B 2%

3 o 2 s « 2 $ & 2 g & 2
n ; n A n a i A

1 33 (-1) 5,8 (-1) 113,67 103,50 -10,17 -894 | 108 107 -0,010 -0,77 | 0,63 064 0,01 090 | 339 321 -0,18 -538

2 45 (+1) 5,8 (-1) 37,30 38,14 084 225|329 309 -020 -596 193 182 -0,11 -584 | 723 6,53 -0,70 -9,72

3 33 (-1) 7 (+1) 5150 45,62 -588 -1142| 238 253 015 6,31 |140 148 0,08 572 | 408 431 0,23 5,64

4 45 (+1) 7 (+1) 38,73 4386 5,13 1324 3,16 3,11 -005 -1,71 | 186 1,82 -0,04 -222| 6,77 6,47 -0,30 -4,38

5 30,54 (-1,41) 6,4 (0) 68,70 79,04 10,34 15,04 1,78 167 -0,11 -6,37 | 1,05 0,98 -0,07 -6,78 | 3,15 3,03 -0,12 -3,77

6 47,46 (+1,41) 6,4 (0) 37,00 31,72 -528 -1428| 331 350 0,19 576 | 195 205 0,10 520 | 6,27 6,89 0,62 9,86

7 39 (0) 5554 (-1,41) | 72,72 7828 556 764 | 169 181 0,12 719 | 099 108 0,09 881 | 442 495 053 12,10

8 39 (0) 7,246 (+1,41) | 42,00 4150 -050 -1,18 | 292 285 -0,07 -233 | 1,72 1,67 -0,05 -2,65| 5,73 5,68 -0,05 -0,91

9 39 (0) 6,4 (0) 32,73 3295 0,22 066 | 375 3,72 -003 -0,72 | 220 219 -0,01 -064| 633 6,35 0,02 0,35

10 39 (0) 6,4 (0) 32,33 3295 062 191|379 372 -007 -186 | 2,23 219 -004 -1,78| 6,27 6,35 0,08 1,25

11 39 (0) 6,4 (0) 3383 3295 -088 -261| 362 372 010 269 |213 219 006 2,77 | 646 635 -0,11 -1,76

*Variaveis Fixas: concentracdo de maltose e frutose equimolar de 0,7 mol L™, concentragdo celular em meio reacional de 8,5 g L. Pmax=492,11 mmol L; S¢= 70,02 mmol L"?;

Yeiso = 0,88.
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A andlise de varidncia permitiu também a construcdo das superficies de resposta e
curvas de contorno, apresentadas na Figura 21, as quais demonstram a otimizacéo do processo
de bioconversdo, onde o menor tempo de bioconversdo, a maxima produtividade massica e
especifica e a velocidade especifica encontram-se em faixa de temperatura e pH préximos ao
ponto central (39 £ 1 °C e pH a 6,30 £ 0,10).

Estes resultados sugerem que o efeito das condi¢des de temperatura e pH no processo é
caracteristico do complexo enzimatico GFOR/GL, sendo pouco influenciando pelo tipo de
suporte de imobilizacdo ou o substrato utilizado, visto que resultados semelhantes foram
obtidos na literatura.

Garin (2016), na producdo de acido maltobidnico, utilizando maltose e frutose
0,7 mol L* e concentragéo celular no meio reacional de 20 g L™, avaliou diferentes condigoes
de temperatura (36, 39, 43 e 47 °C) e de pH (6,0; 6,4; 6,8 e 7,2). O autor evidenciou que 0s
melhores resultados para produtividade massica (2,68 mmol h') e produtividade especifica
(1,34 mmol gt ht) foram também a 39 °C e em pH 6,4 e para a velocidade especifica de
formacéo de produto (5,63 mmol gt h) a 47 °C e pH 6,4. O processo de bioconversdo foi
realizado em 24 h e utilizou células de Z. mobilis imobilizadas em esferas de alginato de célcio.
Flores (2019), utilizando o mesmo sistema imobilizado e xarope de maltose (com 12% de
glicose) e frutose a 0,7 mol L™ para a producdo de &cido maltobionico, avaliou diferentes
condigdes de temperatura (32, 36, 39, 45 e 50 °C) e de pH (5,5; 6,0; 6,4; 7,0 e 7,5), em 24 h de
processo. O autor relatou que a condicdo mais favoravel da acdo de GFOR/GL foi também a
39 °C e pH 6,4, em termos de produtividade massica (5,62 mmol h''), e a 45 °C e pH 6,4 em
relacdo a velocidade especifica de formagcéo de produto (4,70 mmol gt h't).

Carraetal. (2020), realizou um desenho experimental completo 22 para avaliar os efeitos
de temperatura (39 e 43 °C), pH (6,4 e 6,8) e sua interacdo, na bioconverséao de lactose em acido
lactobidnico, utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em esferas de alginato de calcio. Os
autores concluiram que a temperatura influenciava significativamente (p<0,05) e positivamente
na velocidade especifica de formacdo de produto, porém para a produtividade, ndo houve
influéncia nas condi¢des avaliadas. Além disso, concluiram que altas temperaturas tem efeito
positivo apenas no inicio do processo, devido as elevadas atividades enzimaticas de GFOR/GL
e a transferéncia de massa através do suporte. Carra et al. (2014) relataram que em temperaturas
superiores a 47 °C ocorria a desnaturacdo do complexo enzimatico GFOR/GL imobilizado.
Carra et al. (2015) destacaram que a conducdo do processo na faixa entre pH 6,4 e 7,0 e
temperatura de 39 °C dispensaria a necessidade de um controle mais acurado do pH durante a

bioconversao.



Figura 21 - Superficies de resposta (1) e curva de contorno (I1) para (a) tempo de bioconverséo,
(b) produtividade massica, (c) produtividade especifica e (d) velocidade especifica de formacéo

de produto em funcéo da temperatura e pH.
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Os pardmetros cinéticos e estequiométricos da bioconversdo (Tabela 10) foram
determinados quando alcancada a conversdo de 90% do substrato em produto. Porém, é
importante ressaltar que um valor muito proximo da maxima concentracdo de maltobionato de
sodio foi obtido em 24 h de processo. Para evidenciar este comportamento, a Figura 22
apresenta a cinética de producao de maltobionato de sodio, na condigédo do ponto central (39 °C
e pH de 6,4) (Ensaio 10), utilizando concentragdes de maltose e frutose de 0,7 mol L. Os
parametros cinéticos e estequiométricos da bioconversdo durante 32,33 h e 24 h foram para
concentragio maxima de maltobionato de sodio de 492,11 e 463 mmol L, produtividade
massica de 3,79 e 4,73 mmol h'!, produtividade especifica de 2,23 e2,79 mmol gt h?,
velocidade especifica de formagao de produto de 6,27 e 6,38 mmol g 1 h-1, fator de converséo
substrato em produto de 0,88 e 0,81 e concentracdo de substrato residual de

70,02 e 107,49 mmol L™, respectivamente.

Figura 22 — Cinética de bioconversdo de maltobionato de sodio nas condic¢des 39 °C e pH 6,4

empregando o sistema imobilizado in situ com 8,5 g L™ de massa celular de Z. mobilis.
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Fonte: Autor (2020).

Este comportamento é justificavel, pois € comum em reacGes enzimaticas que a
velocidade de conversdo seja reduzida quando a concentracdo do substrato esteja muito baixa
no meio reacional (MALVESSI, 2008). Por este motivo, para os testes de estabilidade
operacional em bioconversao e de estabilidade a estocagem os ensaios foram padronizados em

24 h de processo.
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5.3.3 Definigao da concentragao de substrato na bioconverséo

Na Tabela 11 encontram-se os parametros de bioconversdo empregando diferentes
concentracdes equimolares de maltose e frutose. Observou-se que a concentracdo maxima de
maltobionato de sodio e o tempo de bioconversdo foram proporcionalmente maiores com o
aumento da concentracdo de substratos, considerando 90% de converséo de substrato em
produto. A maior produtividade massica (5,05 mmol h) e especifica (2,97 mmol g*ht) foi
obtida na concentraco equimolar de maltose e frutose de 1,0 mol L, estes parametros diferem
estatisticamente (p<0,05) dos obtidos nas demais concentra¢des. Para a velocidade especifica
de formacdo de produto ndo houve diferenga significativa (p»>0,05) nas concentragdes de
0,7e1,0mol L%,

Tabela 11 - Concentracdo de maltobionato de sddio (Pmax), tempo de bioconversdo (tbioconv.),
produtividade massica (P), produtividade especifica (q), residual de maltose (Sr) e velocidade
especifica de formacéo de produto (Up.max) empregando diferentes concentragdes equimolares

de maltose e frutose na producdo de maltobionato de sodio.

Parametros de bioconversio”

Concentracao
(mol L"l) Pmax thioconv. P g St Hp.max
(mmol L) (h) (mmol h?) | (mmolg*h?) | (mmolL?) | (mmolg?tht)
0,70 495,49¢+ 0,00 | 28,812+ 0,81 | 4,26° +0,12 | 2,51°+0,07 | 69,98°+0,00 | 8,732+ 0,14
1,00 648,61° + 0,00 | 34,34° + 0,56 | 5,05+ 0,08 | 2,97+ 0,05 | 99,83°+0,00 | 8,62°+0,14
1,30 777,80% + 0,00 | 50,84¢ + 0,36 | 4,38°+ 0,03 | 2,58°+0,02 |129,96°+0,00| 7,11°+0,06

Média + desvio padrédo; letras minGsculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenga estatistica ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey. *Variaveis Fixas: temperatura 39 + 1 °C, pH 6,30 £ 0,10, concentracdo celular
em meio reacional de 8,5 g L. Ypiso=0,88.

A reducdo da produtividade méssica e especifica na maior concentracdo de substratos
(1,3 mol L) pode estar vinculada a limitages na transferéncia de massa, pois foi evidenciado
uma dificuldade inicial de homogeneizacgéo do sistema imobilizado no meio reacional, devido
ao aumento da viscosidade. Outra possivel explicacdo, sdo os efeitos da relacédo
enzima/substrato, com possivel inibicdo por substrato. Este resultado corrobora com o estudo
de Flores (2019), o qual relatou 0 mesmo comportamento na concentragdo de 1,5 mol L, sendo
evidenciada uma maior produgdo de maltobionato de sédio na concentragdo equimolar de
maltose e frutose de 1,0 mol L, utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em esferas de

alginato de calcio.
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5.3.3 Producédo de maltobionato de sodio com células de Zymomonas mobilis livres e

imobilizadas

A Tabela 12 apresenta os parametros de bioconversdo, em termos de concentracao
méaxima de maltobionato de sédio (Pmax), tempo de bioconversdo (thioconv.), produtividade
massica (P), produtividade especifica (q), fator de conversdo substrato/produto (Yeso),
substrato maltose final (S¢), velocidade especifica de formagdo de produto (Mp.max) € atividade
enzimatica frente a maltose (Um Qcelula seca’), €mpregando concentragdes equimolares de

maltose e frutose de 1,0 mol L e células de Z. mobilis livres e imobilizadas in situ em PU.

Tabela 12 - Parametros de bioconversdo em termos de concentracdo maxima de maltobionato
de sodio (Pmax); tempo de bioconversdo (thioconv.); produtividade massica (P); produtividade
especifica (q); fator de conversdo substrato/produto (Ypsso); substrato maltose final (Sf);
velocidade especifica de formacédo de produto (lp.max) € atividade enzimética frente a maltose

(Um Qeslula_seca ), Utilizando células livres e imobilizadas in situ.

Parametros de bioconversao” Células livres Células imobilizadas
Pmax (mmol L) 647,632+ 0,95 648,617+ 0,00
thioconv. (h) 40,84+ 1,75 34,34°+ 0,56
P (mmol ht) 4,25°+ 0,19 5,05+ 0,08
g (mmol g*h?) 2,50°+ 0,11 2,972+ 0,05
Yriso 0,872+ 0,00 0,872+ 0,00
St (mmol L) 99,872+ 0,07 99,832+ 0,00
Hp.max (mmol gt h?) 12,60%+ 0,28 8,62°+ 0,13
Atividade enzimatica (Um Qeslula_seca *) 13,49 + 0,30 8,70° + 0,09

Média + desvio padréo; letras mindsculas diferentes na mesma linha em uma mesma concentracdo de substrato
correspondem a diferenga estatistica ao nivel de 5% pelo teste de t de student.

*Variaveis fixas: 39 + 1 °C, pH 6,30 + 0,10, concentracdo equimolar de maltose e frutose de 1,0 mol L e celular
em meio reacional de 8,5g L™

A analise dos resultados evidéncia que a bioconversdo de 90% de maltose em
maltobionato de sddio, utilizando o sistema imobilizado, ocorreu em um menor tempo de
processo e com maior produtividade massica e especifica, quando comparada as
células/enzimas livres. Isto sugere que a imobiliza¢do celular favorece o uso de uma maior
concentracéo de substrato, com reducdo dos efeitos substrato/enzima ao longo do processo. Por
outro lado, a velocidade especifica de formacéo de produto e a atividade enzimatica frente a
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maltose foram maiores na bioconversdo utilizando células de Z. mobilis livres, isto
provavelmente devido a significativas limitagcdes difusionais impostas pelo suporte de
imobilizacdo. A Figura 23 apresenta a cinética de producdo do maltobionato de sddio destas

bioconversoes, utilizando células de Z. mobilis livres e imobilizadas in situ em PU.

Figura 23 — Cinética de producéo de maltobionato de sodio utilizando concentragdo equimolar
de maltose e frutose de 1,0 mol L* e células de Zymomonas mobilis livres (n) e imobilizadas
in situ em espuma de poliuretano flexivel (A), respectivamente.
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Fonte: Autor (2020).

A atividade enzimatica de GFOR/GL presente nas células livres de Z. mobilis, também
foi estuda por Garin (2016) e Malvessi (2008), a qual evidenciou um valor de 17 e
18 U Qeelula_seca L, respectivamente, em solucdo equimolar de maltose e frutose a 0,7 mol L2, a
39 °C e pH 6,4. Adicionalmente, em ensaios de bioconversdo de 24 h, nas mesmas condicdes
operacionais, Garin (2016) e Malvessi (2008) relataram concentragdo maxima de acido
maltobionico de 550 e 570 mmol L, conversdo de 84 e 88%, e produtividade especifica de
1,24 e 0,95 mmol gt h?, respectivamente. Garin (2016) ainda relatou uma produtividade
massica de 2,47 mmolh? e velocidade especifica de formagdo de produto de
11,16 mmol gt ht,

Oh et al. (2020) também investigaram a producdo de acido maltobidnico, porém
utilizando células livres de uma bactéria aer6bica, uma cepa recombinante de P. taetrolens

(ATCC 4683). Entre uma faixa de temperatura (20 a 35 °C) e de concentracdo de maltose
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(50 a 500 g L%, equivalentes a aproximadamente 0,14 a 1,39 mol L), os autores obtiveram os
melhores resultados a 25°C, 200gL? de maltose inicial (~0,55mol L™?), com uma
concentragio e produtividade de &cido maltobionico de 200 g L™ (~558,19 mmol L?) e

9,52 g L"th*(~26,57 mmol L h'l), respectivamente, em reator com volume de trabalho de 2 L.

5.4 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional do sistema imobilizado foi avaliada em reciclos de
bioconversdo de 24 h, utilizando concentragdo equimolar de maltose e frutose de 1,0 mol L,
temperatura de 39 °C e pH 6,3. Na Figura 24 é apresentada os resultados de produtividade

massica e concentracdo de maltobionato de sodio obtido em cada batelada.

Figura 24 — Estabilidade operacional do sistema imobilizado em ciclos de bioconversao: (a)
Produtividade massica e (b) concentracdo maxima de maltobionato de s6dio e seus respectivos

valores residuais.
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Os ensaios de estabilidade operacional revelaram que o sistema imobilizado preservou
53,73% da produtividade massica ap6s 19 ciclos de bioconversdo, ou seja, foi possivel a
realizacéo de até 18 reusos do mesmo, sem a necessidade de qualquer tratamento adicional.

A concentracao de maltobionato de sodio foi diminuindo gradativamente em cada ciclo
operacional. Isto pode ser explicado pelo desprendimento de células livres (1, 17%, em ensaios
de simulagéo em &gua) ou possiveis efeitos de desnaturantes ou de modificagdo dos sitios ativos
das enzimas, causadas pelas condi¢fes operacionais impostas (LIMA et al., 2013; ALONSO,
RENDUELES e DIAZ, 2015b). Outra possivel causa sio as perdas do sistema imobilizado
durante a separacdo e filtragdo nos reciclos, sendo evidenciado perdas totais de
aproximadamente 0,59 de sistema imobilizado (0,025 g ciclo?), equivalente a 2,45% da
quantidade inicial utilizada nos ensaios de estabilidade.

E interessante observar que ndo houve diferenca significativa entre a estabilidade
operacional em ciclos curtos de atividade enzimatica (1 h, com glicose e frutose, 16 ciclos)
(Tabela 8) e de bioconversdes (24 h, com maltose e frutose, 19 ciclos) (Figura 24), sugerindo
que o suporte de PU mantem a estabilidade catalitica do complexo enzimatico GFOR/GL em
longos processos.

A producéo semicontinua de &cido maltobiénico, usando P. fragi TCCC11892, 10% de
maltose, temperatura de 37 °C, pH 6,5 e agitacdo de 180 rpm, foi investigada por Mao et al.
(2018) em biorreator equipado com uma membrana de microfiltragdo para reciclagem de
células. Neste estudo, observou-se que o rendimento do acido maltobibnico e a produtividade
foram preservados em cerca de 63%, apds 12 ciclos de 24 h de bioconversdo, resultando em
valores proximos de 60gL? (~167,46 mmolL?') e 25gL*h? (~6,98 mmol L h?),
respectivamente.

A estabilidade operacional foi também avaliada por Carra et al. (2020), porém para a
producdo de &cido lactobidnico, utilizando células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de
célcio, a39 °C, pH 6,4 e concentracio de frutose e lactose de 0,6 € 0,7 mol L2, respectivamente.
Os autores relataram que nos 23 ciclos de bioconversdes de 24 h, manteve-se a produgéo de
aproximadamente 500 mmol L de 4cido lactobidnico, porém com a necessidade de tratamento
com a adigdo continua de cloreto de calcio 0,1 mol L%, para manter a integridade do sistema
imobilizado. Este mesmo sistema imobilizado teve a acéo catalitica do GFOR/GL preservada
por até 120 dias de armazenamento, estocadas em &gua destilada, pH 7,0 e a 4 °C.
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5.5 Estabilidade de estocagem

A estabilidade de estocagem do sistema imobilizado foi avaliadaa22 £2°Ce4+2 °C
e os resultados dos parametros cinéticos e estequiometricos da bioconversao em cada tempo e

temperatura de estocagem sdo sintetizados nas Tabelas 13 e 14 e Figura 25.

Tabela 13 - Parametros de bioconversdo em funcdo do tempo de estocagem do sistema

imobilizado in situ, a 22 + 2 °C.

Parametros de Tempo de estocagem (meses)

bioconversao 0 1 2 4 6

Pmax(mmol L) 549,853+ 1,12 494,20°+0,74 473,43°+1,06 452,449+850 429,94°+ 1,65
P (mmol h™) 5,832+ 0,02 5,10° + 0,01 4,84°+0,01 4,619+0,11 4,33¢ + 0,02
g (mmol g*h?) 3,432+ 0,01 3,00° + 0,01 2,84+ 0,01 2,719+ 0,06 2,558+ 0,01
Yeiso 0,702+ 0,00 0,61° + 0,00 0,58¢ + 0,00 0,559+ 0,01 0,52¢ + 0,00

St (mmol L) 236,392+ 1,56 313,68°+1,03 342,53°+1,47 365,149+11,93 396,72¢+ 2,31
Mp.max (mmol g*h™*) 6,402 + 0,00 5,02° + 0,00 4,53°+ 0,02 4,049 + 0,02 3,93¢+ 0,01

Média + desvio padrdo; letras minusculas diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel
de 5% pelo teste de Tukey.

Tabela 14 - Parametros de bioconversdao em funcdo do tempo de estocagem do sistema

imobilizado in situ, a 4 + 2 °C.

Parametros de Tempo de estocagem (meses)

bioconversao 0 1 2 4 6

Pmax(mmol L) 586,262+ 1,22 571,49°+1,53 563,44 +0,13 556,74+ 5,14 546,639+ 0,13
P (mmol h'%) 6,33+ 0,02 6,16 + 0,04 6,08 + 0,00 5,98 +0,07 5,849+ 0,00
g (mmol g*h?) 3,722 +0,01 3,63+ 0,02 3,57+ 0,00 3,52%9+0,04 3,449+ 0,00
Yriso 0,762+ 0,00 0,74 + 0,00 0,73°+ 0,00 0,72¢+ 0,01 0,709+ 0,00

St (mmol L) 185,839+ 1,69 201,13%+4,64 209,40° +0,18 218,79 +7,22 232,992+ 0,19
Mp.max (mmol g*h™*) 7,602+ 0,08 7,042 + 0,22 6,912 + 0,08 6,64 +0,14 6,27+ 0,27

Média + desvio padrdo; letras mintsculas diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica ao nivel
de 5% pelo teste de Tukey.
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Figura 25 - Estabilidade de estocagem do sistema imobilizado a (a) 22 +2°C e (b) 4 + 2 °C,
expressa em produtividade massica e valores residuais de produtividade.
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Fonte: Autor (2020).

A andlise dos resultados revela que o sistema imobilizado estocado a 22 e 4 °C
preservou 74,37 e 92,34% da produtividade massica, respectivamente, apds 6 meses de
estocagem. A umidade inicial do sistema imobilizado foi de 6,67% e a final de 3,33 e 5%,
quando armazenados a 22 e 4 °C, respectivamente. Possivelmente esta perda de umidade esta
relacionada com a reorganizacao das moléculas do poliuretano e evaporagédo da dgua adicionada
para ressuspensdo da biomassa a 210 gesiula_seca L™ 1. Estes resultados indicam que a preservagao
da acdo catalitica do complexo enzimatico GFOR/GL e favorecida a baixas temperaturas, mas
que a estocagem em temperatura ambiente ndo inviabiliza o uso deste sistema imobilizado.

Este estudo indicou a viabilidade de estocagem do sistema imobilizado in situ em PU,
em embalagem de polietileno transparente com polietileno tereftalato metalizado, sem vacuo e

sem a necessidade de tratamento para manutencdo do suporte. Adicionalmente, os resultados
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de estabilidade operacional e os elevados valores de produtividades de maltobionato de sodio

em cada bioconverséo fornecem informagdes relevantes para aplicagdes potenciais.
5.6 Purificacéo e converséo de maltobionato de sodio em acido maltobidnico

A etapa de bioconversdo, conduzida com celulas de Z. mobilis imobilizadas em PU,
resultou em maltobionato de sddio, sorbitol e residuais de maltose e frutose. A separacdo e
purificacdo do maltobionato de sodio e a sua conversao para a acido maltobi6nico resultaram

em produtos com aspecto visual de p6 fino e esbranquicado, de acordo com a Figura 26.

Figura 26 - Aspecto visual dos produtos de bioconversdo (a) maltobionato de sédio e (b) acido

maltobidnico apos purificacao.

(b) .

Fonte: Autor (2020).

O maltobionato de sodio e 0 4cido maltobidnico obtidos apresentaram pureza superior
a 97%. A Figura 27A apresenta o cromatograma da amostra (caldo) final de bioconverséo,
contendo maltobionato de sddio, sorbitol e maltose e frutose residuais. Na Figura 27B é
apresentada a mesma amostra apés a etapa de purificacdo, sendo evidenciada a eficiéncia desta
etapa, predominando, como esperado, o maltobionato de sédio. Ressalta-se que ndo ha a
presenca de metanol, utilizado na etapa de purificacdo do maltobionato de sodio, nestes
cromatogramas, e, portanto, pode-se afirmar que ndo ha residual deste alcool nas amostras
obtidas.

Resultados semelhantes foram observados por Garin (2016), que ao purificar
maltobionato de sddio, utilizando etanol, obteve uma pureza de 90%; e por Flores (2019),

utilizando metanol e obtendo maltobionato de s6dio com pureza de 98%.
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A elevada pureza do acido maltobiénico e do maltobionato de sédio € indicada para
aplicacBes na &rea de alimentos e padroniza as amostras para os estudos de atividade

antibacteriana, atividade antioxidante e incorporacdo em filmes ativos.

Figura 27 - Perfil da separacdo cromatografica da amostra de (a) caldo de bioconverséo e (b)
maltobionato de sddio purificado.
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Fonte: Autor (2020).

5.5 Atividade antioxidante de acido maltobidnico e maltobionato de sédio

O 4cido maltobi6nico e maltobionato de sddio, nas concentragdes de 0,01 a 20 mg mL™!
ndo apresentou atividade antioxidante pelos métodos dos radicais DPPH e ABTS™, ademais
observou-se a precipitagdo destes produtos na presenca da solugéo etandlica do DPPH.

Em relacdo a habilidade quelante (Tabela 15), apenas o maltobionato de sddio
apresentou valores proximos a 50% nas maiores concentragdes (15 e 20 mg mL™Y). Este valor
foi inferior ao apresentado pelo EDTA (50 pmol L™* ~ 0,015 mg mL™?), o qual apresentou
79,83% de habilidade quelante.
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Tabela 15 — Habilidade quelante do &cido maltobiénico e maltobionato de sédio em diferentes

concentragoes.

Habilidade quelante (%)
Concentracéo (mg mL™)

Acido maltobi6nico Maltobionato de sédio
20 20,71%8 + 0,33 49,42°%A + 1,53
15 15,558 + 0,42 45,47%A + 2,44
10 14,148 + 0,47 31,922+ 2,34
5 12,48°A + 0,15 16,114 + 3,21
1 6,95% + 0,97 10,96 + 0,40

Média + desvio padrdo; letras minusculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenca estatistica ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey; letras mailsculas diferentes na mesma linha correspondem a diferenca estatistica
ao nivel de 5% pelo teste de t de student, utilizando o software SASM — Agri, versao 4.

Sugere-se que os efeitos antioxidantes do acido maltobidnico e maltobionato de sodio
sejam melhores explorados por outras técnicas ou em maiores concentragdes, visto que foi
relatada, na literatura especializada, uma expressiva atividade antioxidante para estes produtos.

Na area de cosmetologia, € relatado que o 4cido maltobiénico é um antioxidante natural,
ajudando a prevenir danos celulares de radicais livres, detém metais promotores de oxidacdo na
pele, preserva a matriz dérmica, reduzindo a atividade das enzimas de metaloproteinase de
matriz destrutivas e previne (antioxidante) e corrige os sinais de fotoenvelhecimento, alem de
formar um filme de gel transparente contendo agua complexada com suas moléculas (GREEN;
SCOTT; YU, 2010; NEOSTRATA COMPANY, 2010). Complementarmente, Brouda et al.
(2010) afirma que o &cido maltobibnico é um ingrediente antienvelhecimento poderoso, mas
suave, que oferece beneficio antioxidante. Os autores relatam que o &cido maltobi6nico é um
inibidor moderado da peroxidacao lipidica induzida por radiacad ultravioleta, podendo atuar
como um antioxidante protetor na pele humana; além de inibir fortemente a atividade da
metaloproteinase da matriz, podendo ajudar a prevenir a degradagdo do coldgeno em pele
humana.

Segundo Briden e Green (2005), a propriedade antioxidante de acidos aldénicos, como
do &cido maltobidnico, pode ser também determinada usando os métodos de prevenc¢do ou
retardamento da oxidacdo do ar de antralina, hidroquinona ou casca de banana, pela mudanca
de cor apds oxidacdo. Nielsen (2010) demonstra que o efeito antioxidante de maltobionato de
sodio pode ser medido pelo ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP), na qual o
complexo Fe3*-tripiridiltriazina (TPTZ) é reduzido a Fe?*-TPTZ, em pH baixo. A forma ferro

(Fe) é de cor azul e pode ser medida espectrofotometricamente (593 nm), onde quanto mais alta
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a absorbancia, maior € a atividade antioxidante. Segundo o autor, 0 maltobionato apresenta
capacidade antioxidante em termos de reducdo de Fe (111), na qual apresentou absorbancia de
0,236; 0,170 e 0,112 nas concentracfes de 5; 2,5 e 1%, respectivamente. O branco (sem

atividade antioxidante) apresentou absorbancia de 0,0257.

5.6 Atividade antibacteriana de acido maltobiénico e maltobionato de sédio

Os resultados da atividade antibacteriana do maltobionato de sodio e &cido maltobidnico
frente a S. choleraesuis; E. coli; S. aureus e L. monocytogenes é apresentada na Tabela 16. O
acido maltobibnico apresentou atividade antibacteriana, com concentracéo inibitéria minima
(CIM) entre 8 e 10,5 mg mL™, equivalentes a 0,8 e 1,05% de acido maltobi6nico (m:v). Porém,

este produto na forma de sal, ndo apresentou atividade antibacteriana nas condicdes estudadas.

Tabela 16 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) do maltobionato de sodio e acido

maltobidnico.
_ _ CIM (mg mL?)
Micro-organismos i i _ _
Maltobionato de sédio Acido maltobibnico
Salmonella choleraesuis n.d. 8,50
Escherichia coli n.d. 10,50
Staphylococcus aureus n.d. 8,00
Listeria monocytogenes n.d. 8,00

n.d. — ndo determinado, valores superiores a 50 mg mL™.

Né&o héa relatos da atividade antimicrobiana de &cido maltobibnico e seus respectivos sais
na literatura. Alguns estudos avaliaram os mecanismos de acdo antibacteriana do acido
lactobionico frente a Pseudomons fluorescens (KANG et al., 2020) e Staphylococcus aureus
(MRSA) (KANG et al., 2020; CAO et al., 2019), e observaram danos a integridade da parede
celular e da membrana celular e mudangas nos padrfes de conteudo e atividade de proteinas.

O mecanismo de agéo de acidos organicos, como o acido latico e o acido citrico, em
celulas microbianas também foi estudado. Cherrington et al. (1991) e Mani-L0pez et al. (2012)
relataram que a forma ndo dissociada destes acidos se difundiria através da membrana
microbiana, e se dissociariam no interior da célula, alterando o pH citoplasmatico, e
consequentemente, danificando ou modificando a funcionalidade de enzimas, proteinas

estruturais e DNA. Tomalok et al. (2020) avaliaram a CIM de &cidos organicos, utilizando as
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mesmas cepas microbianas e metodologia desta tese, e relataram um valor de 0,125; 0,094,
0,094 e 0,094% de &cido latico e 0,125; 0,094; 0,125 e 0,125% de acido acético frente a E. coli,
S. choleraesuis, S. aureus e L. monocytogenes, respectivamente. Para o acido citrico a CIM foi
de 0,375% e para o acido ascorbico foi de 0,75% para todas as bactérias avaliadas.

Chen e Zhong (2017) avaliaram a atividade antibacteriana do &cido lactobionico, frente
a L. monocytogenes e E. coli, e obtiveram uma CIM de 10 mg mL™. Os autores ainda sugerem
que combinac6es binarias e ternarias com concentracdes apropriadas de nisina, timol e acido
lactobidnico permitiram atividades sinérgicas frente L. monocytogenes. As CIM’s utilizando
acido lactobidnico frente a P. fluorescens e MRSA foram também avaliadas, obtendo-se 0s
valores de 12,50 e 18,75 mg mL™* (KANG et al., 2020). Cao et al. (2019) reportou, também
utilizando o &cido lactobionico, uma CIM de 15 mg mL* frente a S. aureus.

Wojciechowska, Klewicki e Klewicka (2020), igualmente com acido lactobidnico,
porém a 35,8 mg mL™, observaram acéo antibacteriana em testes de difusdo em discos, com
halos de inibicdo (ja subtraido do tamanho dos discos de 5 mm) de 6,33 £ 0,47 mm para S.
choleraesuis ATCC 1402; 6,66 + 1,70 mm para S. aureus ATCC 27734; 4,00 + 0,82 mm para
E. coli ATCC 10536 e auséncia para L. monocytogenes ATCC 19111.

A atividade antibacteriana do &cido maltobidnico obtido neste estudo sugere

potencialidades de aplicagdo em filmes com propriedades ativas.

5.7 Filmes incorporados com acido maltobidnico

Os filmes de fécula de mandioca e quitosana incorporados com acido maltobidnico
apresentaram aspecto visual e manusiabilidade semelhantes ao padrdo (filmes puros), porém
com um acréscimo de espessura (p<0,05), mesmo mantendo a mesma quantidade de solugdo
filmogénica. As espessuras dos filmes de fécula de mandioca variaram de 0,09 mm (puro) a
0,25 mm (10% m/m &cido maltobidnico) e nos filmes de quitosana entre 0,03 mm (puro) a
0,15 mm (10% m/m &cido maltobidnico). Esses resultados e os de atividade antibacteriana das
concentragdes aplicadas séo sumarizados na Tabela 17.

Segundo Gutiérreza et al. (2015), um aumento da espessura do filme ao alterar sua
formulacéo pode ser atribuido a modificacdo por reticulacdo do polissacarideo. Esta espessura
é uma propriedade importante, pois afeta as propriedades de barreira, principalmente quando o
filme é hidrofilico, devido as diferengas entre as pressdes de vapor de &4gua e umidade na

interface do filme.
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Tabela 17 - Atividade antibacteriana de filmes de fécula de mandioca e quitosana incorporados

com diferentes concentragcfes de acido maltobibnico.

Concentracao Halo de inibigéo de crescimento (mm) e aspecto visual
. de &cido Espessura
Filmes maltobionico (pmm) Listeria Salmonellz_al Escherichia | Staphylococcus
; choleraesuis ;
(%) monocitogenes coli aureus
12,33¢+ 0,58
0 0,03¢+ 0,01
12,33+ 0,58
2,5 0,08° + 0,02
. 14,67¢+ 1,53 |13,00°+1,00| 13,67¢+1,53
5 0,08 + 0,01
©
C
g Al
5 20,002+ 4,36 | 22,332 +5,51 |16,67°+1,53| 17,67+ 2,08
(@4
75 | oaz00s .
17,00 +2,00 | 22,332 +2,52 | 17,002+ 1,00| 22,332 +1,53
0 | osso0 .
. 10,00°¢ £ 0,00
0 0,09¢+ 0,03 10,00° + 0,00
2,5 0,16 + 0,02
. . 16,33 +1,53 | 11,67+ 1,53 | 15,33 +1,15
o il
o
5 5 0,16°+ 0,01
C
©
S
3 16,00+ 1,00 |18,83%+1,04 |15672+1,15| 17,00°+ 1,00
© . I
3 75 0,17°+0,01
v | |
L 4
17,672+2,08 | 19,00% +1,00 21,674+ 2,08
10 0,252+ 0,03

Média + desvio padrédo; letras mindsculas diferentes para o mesmo filme (fécula de mandioca ou quitosana) e
mesmo micro-organismo na mesma coluna correspondem a diferenca estatistica ao nivel de 5% pelo teste de

Tukey.

No filme de fécula de mandioca com 5% de acido maltobidnico evidenciou-se atividade

antibacteriana frente a S. choleraesuis e S. aureus, sendo observado halo de inibicdo de

crescimento (16,33 e 15,33 mm, respectivamente), com diferenca estatistica significativa do

filme puro (10 mm). Para L. monocytogenes e E. coli, a concentracdo de &cido maltobibnico
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que levou a expressédo da atividade antibacteriana em teste de difuséo em agar foi de 7,5% (halo
de inibicdo de 16 e 15,67 mm, respectivamente). Comportamento semelhante foi evidenciado
nos filmes de quitosana, na qual foi necessario incorporar 7,5% de &cido maltobidnico para
obter filmes capaz de inibir o crescimento microbiano, com halos de inibicdo de 20; 22,33;
16,67 e 17,67 mm para L. monocytogenes, S. choleraesuis, E. coli e S. aureus, respectivamente,
apresentando diferenca estatistica (p<0,05), em relacéo ao filme isento de acido maltobidnico
(12,33 mm).

Desta forma, os filmes incorporados com 7,5 mg mL™, com aspecto visual apresentado
na Figura 28, foram utilizados para os ensaios de solubilidade

Figura 28 - Aspecto visual de filmes de (a) fécula de mandioca puro, (b) fécula de mandioca
incorporado com 7,5% de acido maltobibnico, (c) quitosana puro e (d) quitosana incorporado

com 7,5% de acido maltobidnico.

Fonte: Autor (2020).

O filme de acetato de celulose apresentou um aspecto visual desuniforme e com
presenca de cristais ndo solubilizado do acido maltobidnico (Figura 29), devido a baixa
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solubilidade do acido maltobidnico em acetona. Desta maneira, o filme de acetato de celulose

incorporado com acido maltobidnico néo foi utilizado nos demais ensaios.

Figura 29 - Aspecto visual do filme de acetato de celulose puro (a) e incorporado com 2,5% de

acido maltobibnico (b).

Fonte: Autor (2020).

Os resultados referentes aos testes de solubilidade em agua e 6leo dos filmes de fécula
de mandioca ou quitosana incorporados com acido maltobidnico sdo sintetizados na Tabela 18.
Evidenciou-se que a incorporacdo do acido aumentou a solubilidade dos filmes em agua e,
consequentemente reduziu (p<0,05) a solubilidade em 6leo, provavelmente devido a presenca
do grupo funcional hidroxila na estrutura molecular do &cido maltobidnico. Com relacdo ao
aspecto visual dos filmes ao final destes ensaios, observou-se que o filme de quitosana com
acido maltobibénico ndo foi mais visivel em agua, o filme de fécula de mandioca com acido
maltobidnico se desintegrou na dgua e 0s demais permaneceram sem alteracdes perceptiveis no
aspecto visual.

A solubilidade em agua é uma propriedade importante dos filmes biodegradaveis e esta
relacionada a sua aplicabilidade, visto que filmes com alta solubilidade em agua favorecem a
aplicagdo como revestimentos comestiveis de produtos frescos e a insolubilidade em &gua é
exigida para manter a integridade do produto e a resisténcia a agua da embalagem
(BALLESTEROS-MARTINEZ; PEREZ-CERVERA; ANDRADE-PIZARRO, 2020).
Adicionalmente, o conhecimento das propriedades de barreira de um polimero, como a umidade
€ muito importante para prever a mudanca continua na qualidade do produto e o seu prazo de
validade (KANATT et al., 2012).
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Tabela 18 - Solubilidade em agua e 0Oleo e aspecto visual de filmes de fécula de mandioca e
quitosana incorporados com 7,5% de &cido maltobidnico.

Solventes Filmes Solubilidade (%) | Aspecto visual
Fécula Pura 19,63° + 2,00
Fécula+7,5% &cido maltobidnico 62,682 £ 2,40
Agua
Quitosana Pura 24,55° + 1,25
Quitosana+7,5% acido maltobidnico 78,852 + 1,97
Fécula Pura 12,17+ 0,41
Fécula+7,5% acido maltobidnico 6,23+ 0,23
Oleo
Quitosana Pura 24,352+ 1,13
Quitosana+7,5% acido maltobidnico 11,91° + 1,65

Média + desvio padrdo; letras minusculas diferentes para 0 mesmo filme (fécula de mandioca ou quoana, com
e sem 4cido maltobibnico) e mesmo solvente (4gua ou 6leo) na mesma coluna correspondem a diferenca estatistica
ao nivel de 5% pelo teste de t de student, utilizando o software SASM — Agri, versdo 4.

No presente trabalho, utilizou-se o glicerol como plastificante, porém na literatura
outros agentes podem ser adicionado aos filmes para alterar as propriedades mecanicas e de
barreira, como por exemplo o sorbitol (LIM et al., 2020), celulose microcristalina, nanocelulose
(CHEN et al., 2020), poli (alcool vinilico) (JUNLAPONG, et al., 2019), nanoargila ou fibras
de celulose (MORAES; MULLER; LAURINDO, 2012). Segundo Lim et al. (2020), o tipo e 0
teor de plastificante sdo fatores cruciais para a selagem a quente, propriedades mecéanicas,
cristalinidade e teor de umidade de filmes de amido de mandioca.

O é&cido maltobidnico apresentou potencialidades de aplicacdo em filmes de fécula de

mandioca ou quitosana com propriedade antibacteriana ativa, alta solubilidade em agua e baixa


http://lattes.cnpq.br/6590827325469615
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em Oleo e sem significativas alterages no aspecto visual, contribuindo com as futuras pesquisas

na area.
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6 CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos neste trabalho permite concluir que:

- A estratégia de imobilizacdo in situ foi promissora, pois obteve-se um sistema
imobilizado com atividade enzimatica frente a glicose de 19,40 U Qesiula_seca >, €quivalente a
60,29% de rendimento de imobilizacdo, e com possibilidade de utilizagdo em 16 ciclos
operacionais (15 reusos), em testes de 1 h, a partir da formulacdo de 7 g de poliol; 3,59 de
isocianato; 0,02 g de surfactante de silicone e 7 g de biomassa a 210 gesiula seca L™ 1. A estratégia
de imobilizagdo in situ apresentou atividade enzimatica 10 vezes superior ao método por
contato. Em micrografias de microscopia eletronica de varredura evidenciou-se o0
aprisionamento das células de Z. mobilis no suporte de PU.

- A concentracdo maxima de maltobionato de sodio de 648,61 mmol L foi obtida em
34,34 h, utilizando 8,5 gestuta_seca Lmeio_reaciona™>, CONCeNtracdo equimolar de maltose/frutose de
1,0 mol L1, processo conduzido a 39 °C e pH 6,30 e granulometria do sistema imobilizado in
situ em PU na faixa de 0,125 e 0,355 mm.

- O sistema imobilizado in situ em PU apresentou uma estabilidade a estocagem de no
minimo 6 meses a 22 °C e 4 °C, preservando uma produtividade de maltobidnico de sddio de
74,37% e 92,34%, respectivamente. A estabilidade operacional deste sistema imobilizado foi
de 19ciclos de bioconversdo de 24 h, com uma produtividade massica residual de
aproximadamente 54%

- O &cido maltobiénico produzido apresentou pureza de 98,1% e concentracao inibitoria
minima de 8,5; 10,5; 8 e 8 mg mL"! para S. choleraesuis, E. coli, S. aureus e L. monocytogenes,
respectivamente. O maltobionato de sodio apresentou habilidade antioxidante ao quelante de
ferro de aproximadamente 50% na concentragio entre 15 e 20 mg mL™.

- Na avaliacdo da potencialidade de aplicacdo em filmes de fécula de mandioca ou
quitosana, foi possivel incorporar 7,5% de &cido maltobi6nico e com evidéncias de atividade
antibacteriana frente a S. choleraesuis, E. coli, S. aureus e L. Monocytogenes. Esses filmes
tiveram um aumento de espessura e de solubilidade em &gua e uma redugao de solubilidade em
6leo.

- Em sintese, este estudou propds um novo sistema imobilizado formado por células de
Z. mobilis e complexo enzimatico periplasmatico GOFR/GL imobilizados in situ em espuma
de poliuretano flexivel com estabilidade operacional a temperatura e pH, com capacidade de

reutilizacdo e de estocagem por no minimo 6 meses, sem comprometimento da produtividade
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de maltobionato de sdédio. A capacidade de obter-se acido maltobiénico com atividade
antibacteriana indicou potencialidades de aplicagdo na area de alimentos, como filmes ativos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados alcancados, sugere-se a realizagdo dos seguintes
topicos para trabalhos futuros:

- No cultivo para producédo de células de Z. mobilis e GFOR/GL, investigar o uso de
subprodutos da indUstria como substratos alternativos a glicose pura;

- Com relagéo ao sistema imobilizado obtido, estudar a estabilidade a estocagem em
periodo de tempo superior, em outras temperaturas e em diferentes embalagens; produzir
maltobionato de sodio a partir de ensaios de bioconversdo em maior escala e em regime
descontinuo alimentado e continuo; e produzir outros acidos aldénicos e seus sais;

- Com relacdo ao acido maltobidnico e maltobionato de sodio produzidos, realizar
ensaios toxicoldgicos, de estabilidade e degradacdo forcada. Ademais, realizar anlises
alternativas para determinacdo de atividade antioxidante e avaliar o efeito sinérgico desses dois
produtos com substancias antimicrobianas e/ou antioxidantes;

- Para estudos de aplicabilidade do acido maltobi6énico e do maltobionato de s6dio em
filmes, analisar as propriedades mecanicas e de barreiras dos filmes incorporados com estes
produtos; analisar novas estratégias de incorporacdo destes produtos em outros polimeros ou
utilizando diferentes plastificantes ou aditivos; e aplicar esses filmes com propriedades ativas

em alimentos, como chocolate e produtos carneos.
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APENDICE A - Definicéo de temperatura e pH no processo reacional de bioconversio

Tabela 19 - Andlise de variancia para tempo de bioconversdo, produtividade massica,
produtividade especifica e velocidade especifica de formacdo de produto em funcdo do

planejamento fatorial completo 22 em funcédo de temperatura e pH 6timos.

Fontes de Soma dos Graus de Quadrados
variagao guadrados liberdade médios F caleulado
Tempo de bioconversao
Regressao 5972,19 5,00 1194,44 17,99
Residuo 332,02 5,00 66,40
Falta de Ajuste 330,81 3,00
Erro Puro 1,21 2,00
Total 6304,21 10,00
Produtividade massica
Regressao 8,47 5,00 1,69 57,53
Residuo 0,15 5,00 0,03
Falta de Ajuste 0,13 3,00
Erro Puro 0,02 2,00
Total 8,62 10,00
Produtividade especifica
Regresséo 2,93 5,00 0,59 57,53
Residuo 0,05 5,00 0,01
Falta de Ajuste 0,05 3,00
Erro Puro 0,01 2,00
Total 2,98 10,00
Velocidade especifica de formacéo de produto
Regressao 19,26 5,00 3,85 14,04
Residuo 1,37 5,00 0,27
Falta de Ajuste 1,35 3,00
Erro Puro 0,02 2,00
Total 20,64 10,00

*Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Frap.95% = 5,050329
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Tabela 20 - Coeficiente de regressdo e erro padrdo, valores de p e t do planejamento fatorial
completo 22 para tempo de bioconversdo, produtividade méssica, produtividade especifica e

velocidade especifica de formacéo de produto em funcéo de temperatura e pH 6timos.

Coeficiente de Regressdo Erro padréo t(2) p

Tempo de bioconversao

Média 32,95 0,45 73,47 0,0002
(1) Temperatura (°C)(L)* -16,78 0,28 -61,01 0,0003
Temperatura (°C)(Q)* 11,28 0,33 34,39 0,0008
(2)pH(L)* -13,04 0,28 -47,43 0,0004
pH(Q)* 13,55 0,33 41,29 0,0006
1L.2L* 15,90 0,39 40,94 0,0006
Produtividade massica
Média 3,72 0,05 73,86 0,0002
(1)Temperatura (°C)(L)* 0,65 0,03 20,89 0,0023
Temperatura (°C)(Q)* -0,57 0,04 -15,58 0,0041
(2)pH(L)* 0,37 0,03 11,84 0,0071
pH(Q)* -0,70 0,04 -18,94 0,0028
1L.2L* -0,36 0,04 -8,16 0,0147
Produtividade especifica
Média 2,19 0,03 73,86 0,0002
(1) Temperatura (°C)(L)* 0,38 0,02 20,89 0,0023
Temperatura (°C)(Q)* -0,34 0,02 -15,58 0,0041
(2)pH(L)* 0,22 0,02 11,84 0,0071
pH(Q)* -0,41 0,02 -18,94 0,0028
1L.2L* -0,21 0,03 -8,16 0,0147
Velocidade especifica de formacao de produto
Média 6,35 0,06 111,31 0,0001
(1)Temperatura (°C)(L)* 1,37 0,04 39,17 0,0007
Temperatura (°C)(Q)* -0,71 0,04 -16,88 0,0035
(2)pH(L)* 0,26 0,04 7,46 0,0175
pH(Q)* -0,52 0,04 -12,46 0,0064
1L.2L* -0,29 0,05 -5,84 0,0281

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Tabela 21 — Efeitos estimados de temperatura e pH para tempo de bioconverséo, produtividade
massica, produtividade especifica e velocidade especifica de formacdo de produto em funcédo

de temperatura e pH 6timos.

Efeitos Erro padrao t(2) p
Tempo de bioconversao
Média 32,95 0,45 73,47 0,0002
(1) Temperatura (°C)(L)* -33,56 0,55 -61,01 0,0003
Temperatura (°C)(Q)* 22,57 0,66 34,38 0,0008
(2)pH(L)* -26,09 0,55 -47,43 0,0004
pH(Q)* 27,10 0,66 41,29 0,0006
1L.2L* 31,80 0,78 40,94 0,0006
Produtividade massica
Média 3,72 0,05 73,86 0,0002
(1)Temperatura (°C)(L)* 1,29 0,06 20,89 0,0023
Temperatura (°C)(Q)* -1,15 0,07 -15,58 0,0041
(2)pH(L)* 0,73 0,06 11,84 0,0071
pH(Q)* -1,40 0,07 -18,94 0,0028
1L.2L* -0,71 0,09 -8,16 0,0147
Produtividade especifica
Média 2,19 0,03 73,86 0,0002
(1) Temperatura (°C)(L)* 0,76 0,04 20,89 0,0023
Temperatura (°C)(Q)* -0,68 0,04 -15,58 0,0041
(2)pH(L)* 0,43 0,04 11,84 0,0071
pH(Q)* -0,82 0,04 -18,94 0,0028
1L.2L* -0,42 0,05 -8,16 0,0147
Velocidade especifica de formacao de produto
Média 6,35 0,06 111,31 0,0001
(1) Temperatura (°C)(L)* 2,74 0,07 39,17 0,0007
Temperatura (°C)(Q)* -1,41 0,08 -16,88 0,0035
(2)pH(L)* 0,52 0,07 7,46 0,0175
pH(Q)* -1,04 0,08 -12,46 0,0064
1L.2L* -0,58 0,10 -5,84 0,0281

*Fatores estatisticamente significativos (p<0,05).



