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RESUMO - Os &cidos aldbnicos, como &cido lactobidnico e maltobidnico, e seus sais vém se destacando
na area biotecnoldgica, devido as diversas aplicagdes industriais. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade antibacteriana do acido maltobidnico e maltobionato de sédio frente a patégenos
causadores de doengas transmitidas por alimentos. Para isto, Zymomonas mobilis e seu complexo
enzimatico intracelular foram imobilizados in situ em espuma de poliuretano flexivel, seguido de
ensaios de bioconversdo, precipitacdo, purificacdo e conversdo do sal em 4&cido. A atividade
antibacteriana foi avaliada pela concentracdo inibitéria minima (CIM). O &cido maltobibnico, com
pureza de 98,1%, apresentou CIM de 13,2 mg mL™ para Salmonella choleraesuis e Escherichia coli, e
de 10,0 mg mL para Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, e 0 maltobionato de sédio ndo
apresentou atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos estudados. Estas informacdes sdo
relevantes para a area de seguranca de alimentos, bem como para a biotecnologia e farmacéutica.

ABSTRACT — Aldonic acids, such as lactobionic and maltobionic acid, and their salts have been
standing out in the biotechnological area, due to various industrial applications. In this context, the
objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of maltobionic acid and sodium
maltobionate against pathogens that cause foodborne diseases. For this, Zymomonas mobilis and its
intracellular enzyme complex were immaobilized in situ in flexible polyurethane foam, followed by tests
of bioconversion, precipitation, purification and conversion of salt to acid. Antibacterial activity was
assessed by the minimum inhibitory concentration (MIC). Maltobionic acid, with a purity of 98.1%,
presented MIC of 13.2 mg mL? for Salmonella choleraesuis and Escherichia coli, and 10.0 mg mL™!
for Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes, but sodium maltobionate did not pronounced
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activity. This information is relevant to food safety area, as well as to biotechnology and the
pharmaceutical.

PALAVRAS-CHAVE: acidos alddnicos; Salmonella choleraesuis; Escherichia coli; Staphylococcus
aureus; Listeria monocytogenes.

KEYWORDS: aldonic acids; Salmonella choleraesuis; Escherichia coli; Staphylococcus aureus;
Listeria monocytogenes.

1. INTRODUCAO

A producdo, via rotas biotecnoldgicas, de acidos alddnicos, como &cido gliconico, acido
lactobidnico e acido maltobibnico, assim como seus respectivos sais apresentam relevancias
tecnoldgicas, a partir de tecnologias limpas, menor consumo energético e reduzido residuos de processo,
quando comparadas com as via quimicas, eletroquimicas ou cataliticas (Neostrata Company, 2010;
Nielsen, 2010; Cafiete-Rodriguez et al., 2016; Minal et al., 2017).

Estes &cidos aldbnicos e seus sais podem ser produzidos pela agdo enzimética do complexo
enzimatico periplasmatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-lactonase (GL) presentes
em Zymomonas mobilis (Z. mobilis), bactéria esta Gram negativa e ndo patogénica para seres humanos
(Carra, 2012; Malvessi et al., 2013; Delagustin et al., 2017; Folle et al., 2018; Flores, 2019).

Na éarea de alimentos, o acido maltobi6nico desperta atencdo, sendo possivel encontrar
patentes com interesse de aplicagdo como agente acidificante, intensificador de sabor e estabilizantes,
devido a propriedades como antioxidante e de ndo toxicidade (Yuen, 1974; Miyake e Sato; 1975;
Nielsen, 2010). Adicionalmente, na literatura especializada sdo poucos os estudos referentes a
bioproducdo de &cido maltobidnico (Stodola e Lockwood, 1947; Kluyver et al., 1951; Meiberg et al.,
1990; Nielsen, 2010; Garin, 2016; Flores, 2019).

Neste sentido, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade antibacteriana do acido maltobidnico
e maltobionato de sédio produzidos via acdo do complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis
imobilizados em espuma de poliuretano flexivel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Bioproducéo de biomassa e do complexo enzimatico

Para a producdo de biomassa de Z. mobilis e 0 complexo enzimatico periplasméatico GFOR/GL
seguiu-se a metodologia descrita por Malvessi et al. (2006), envolvendo as etapas de ativacdo, preparo
de in6culo e cultivo em biorreator. Posteriormente, o meio fermentado foi centrifugado (Centrifuge
MPW-351R, MPW® Med. Intruments, Poldnia), por 10 min a 6000 rpm, e a massa seca determinada
(Carra, 2012), fixando a concentragéo de 210 Qesiuia seca L™ para os ensaios subsequentes.

2.2 Imobilizacdo celular em espuma de poliuretano flexivel

A imobilizacdo da biomassa, contendo o complexo enzimatico intracelular, em poliuretano
flexivel foi realizado in situ, envolvendo a mistura de proporg¢des de poliol e isocianato para a formacéao
da espuma, de acordo com as recomendacdes do fabricante (Dim Clay, Brasil) e do estudo de Mesquita
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et al. (2018), com adaptacdes, utilizando 6 g de biomassa, concentrada a 210 Qeeiula_seca L™ € 0S reagentes
na proporcdo de 2:1 (Qpoliol: Yisocianato) -

Apbs 24 h de cura, as espumas foram fracionadas, com auxilio de mixer doméstico (Britania,
Brasil) e tratadas com glutaraldeido 0,5% (m/v), visando inibir o metabolismo celular, sem afetar a
atividade enzimética (Folle et al., 2018). Para padronizagdo da dimensdo do imobilizado obtido, as
espumas apés fracionadas e tratadas com glutaraldeido passaram por peneiras, sendo utilizadas para o
estudo apenas os imobilizados com granulometria na faixa de 125 e 355 um (peneiras de 115 e 42 mesh,
Bertel Industria Metalurgica Ltda, Brasil).

2.3 Bioconversao de maltobionato de sédio

Os ensaios de bioconversdo foram realizadas em reator encamisado com 200 mL de volume
de trabalho, agitacdo magnética, solucdo equimolar de maltose e frutose a 0,7 mol L?, 39 °C e pH 6,4,
mantido com solucdo de NaOH 2,5 M (Garin, 2016; Flores, 2019), em meio reacional contendo
6,25 Jestula_seca L de biocatalisador imobilizado. As concentragdes dos produtos da bioconversdo e o
consumo dos substratos foram estimadas pelo volume e concentragdo de NaOH utilizado para
neutralizar o &cido formado e controlar o pH em 6,4 (Pedruzzi et al., 2007), e a produtividade massica
e produtividade especifica determinadas, conforme Flores (2019). A bioconversdo foi cessada apds um
consumo de 90% dos substratos (maltose e frutose).

2.4 Separacdo e purificacdo do maltobionato de sédio

Para a separacao e purificacdo do maltobionato de sodio foram realizadas trés precipitagcdes
sucessivas utilizando metanol, com concentragéo final de solvente na solugéo de 80% (m/v), conforme
descrito por Flores (2019). Apos, o sal foi analisado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
em cromatdgrafo (Shimadzu Corporation, Japan, modelo LC-20AD) com controle CMB-20A, bomba
isocratica LC-20AD, CTO-20A column over e um detector de indice de refracdo (RID) (RID-20A), para
avaliar a eficiéncia da purificagdo (Flores, 2019).

2.5 Converséao de maltobionato de sodio em acido maltobidnico e cristalizacao

Para converter 0 maltobionato de sodio a acido maltobidnico foi utilizada a metodologia
descrita por Flores (2019), empregando o método de troca ibnica com resina catidnica acido forte
Amberlite IRA-120 (Vetec Quimica Fina, Brasil). A cristalizacdo foi realizada por liofilizacao
(Edwards, Brasil), com vacuo de 500 mmHg, -45 °C e 36 h.

2.6 Avaliacdo da atividade antibacteriana

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método indireto de crescimento
bacteriano, mediante a densidade 6tica em meio de cultura liquido (Pierozan et al., 2009), utilizando
leitor automatico de microplacas (modelo EL800, Bio-Tek Instruments Inc., EUA), com comprimento
de onda pré-selecionado em 490 nm. A CIM foi determinada como a menor concentracdo de amostra
que ndo gerou alteracdo na turbidez, apds 24 h de incubacédo, sendo realizada sobre bactérias Gram-
negativas (Salmonella choleraesuis - ATCC 10708 e Escherichia coli - ATCC 25922) e Gram-positivas
(Staphylococcus aureus - ATCC 6538 e Listeria monocytogenes - ATCC 7644).
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2.7 Analise estatistica

Os resultados (n=3) foram tratados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) e
comparacdo das médias pelo teste de Tukey com 5 % de significancia, utilizando o software Statistica
versdo 5.0 (Statsoft Inc, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bioproducéo de maltobionato de sodio

Na bioproducdo do maltobionato de sodio e sorbitol houve um consumo de 90% dos
substratos, maltose e frutose, em 72 h, com concentracdo maxima de 493,39 mmol L e produtividade
especifica de 1,37 mmol geeluia_seca* h™*. O sorbitol foi produzido devido ao processo catalitico da glicose-
frutose oxidorredutase, em funcéo da reducéo da frutose, porém, por ndo ser o produto de interesse neste
estudo, foi reduzido a concentragbes minimas durante a etapa de purificagéo.

Apos etapas de separacédo e de purificacdo obteve-se 98,1% de maltobionato de sodio (sal do
acido maltobidnico) e 1,90% de sorbitol (Figura 1).

Figura 1 — Cromatograma (CLAE) de identificacdo do maltobionato de sédio (1) e sorbitol (2), apos
etapa de separacao e purificacéo.
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Resultados semelhantes foram observados por Garin (2016), utilizando etanol na purificacéo
de maltobionato de sédio, obtendo pureza média de 90%, e por Flores (2019), obtendo maltobionato de
calcio com pureza superior a 99% e matobionato de sédio com pureza final de 98%, utilizando metanol
80% (V/v).

3.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do maltobionato de sédio e &cido maltobibnico frente a S.
choleraesuis; E. coli; S. aureus e L. monocytogenes € apresentada na Tabela 1. O &cido maltobinico
apresentou atividade antimicrobiana, com CIM entre 10,0 e 13,2 mg mL™.

Alguns estudos avaliaram os mecanismos de a¢do antibacteriana do &cido lactobibnico frente
a Pseudomons fluorescens (Kang et al., 2020) e Staphylococcus aureus (MRSA) (Kang et al., 2020; Cao
etal., 2019), e observaram danos a integridade da parede celular e da membrana celular e mudancas nos
padrdes de conteddo e atividade de proteinas. Chen e Zhong (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana
do écido lactobidnico, frente a L. monocytogenes e E. coli, e obtiveram uma CIM de 10,0 mg mL™. Os
autores ainda sugerem que combinagdes bindrias e ternarias com concentragfes apropriadas de nisina,
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timol e &cido lactobibnico permitiram atividades sinérgicas contra L. monocytogenes. As CIM’s
utilizando &cido lactobidnico frente a P. fluorescens e MRSA foram também avaliadas, obtendo-se os
valores de 12,5 e 18,75 mg mL ! (Kang et al., 2020). Adicionalmente, Cao et al. (2019) reportou,
também utilizando o &cido lactobidnico, uma CIM de 15 mg mL"! frente a S. aureus.

Tabela 1 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) do maltobionato de sédio e acido maltobiénico.
CIM (mg mL?Y)*

Micro-organismos

Maltobionato de sédio Acido maltobidnico
S. choleraesuis n.d. 13,22+0,00
E. coli n.d. 13,22+0,00
S. aureus n.d. 10,0°+0,00
L. monocytogenes n.d. 10,0°+0,00

* Média * desvio padrdo seguida de letras/colunas iguais indicam ndo haver diferenca significativa p>0,05 (teste de Tukey);
n.d. - ndo detectado, valores superiores a 50 mg mL.,

4. CONCLUSOES

O é4cido maltobidnico apresentou atividade antimicrobiana frente a S. aureus, L.
monocytogenes, S. choleraesuis e E. coli, com CIM variando entre 10 e 13,2 mg mL™. Este estudo
fornece informagdes relevantes direcionando a futuras aplicagdes do acido maltobiénico em alimentos
ou embalagens, visando a extensdo do shelf life e a seguranca de alimentos.
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