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RESUMO - O complexo enzimatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-3-lactonase
(GL) de Zymomonas mobilis apresenta importancia na bioproducdo de &cido aldbnicos, os quais
possuem diversas aplicacdes industriais. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi imobilizar in situ a
bactéria Zymomonas mobilis, contendo o GFOR/GL, em espuma de poliuretano flexivel. A bactéria e
seu complexo enzimatico intracelular foi imobilizada in situ, avaliando a atividade enzimatica de
diferentes formulagdes de isocianato, poliol e biomassa concentrada a 210 Qestula seca L, além da
estabilidade operacional. A atividade enzimatica do imobilizado frente a glicose e frutose e o rendimento
de imobilizagdo maximos foram de 19,42 Uiniciai 9 cétuta seca € 60,34%, respectivamente, com 16 ciclos
operacionais.

ABSTRACT — The enzyme glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and glucono-é-lactonase (GL)
complex of Zymomonas mobilis is important in the bioproduction of aldonic acids, which have several
industrial applications. And for this purpose, cell immobilization plays an important role. The aim of
this study was to immobilize the bacteria Zymomonas mobilis in situ, containing GFOR/GL, in flexible
polyurethane foam. The bacterium and its intracellular enzyme complex, after being produced, was
immobilized in situ, evaluating the enzymatic activity of different formulations of isocyanate, polyol
and biomass concentrated at 210 gary cen L™ and operational stability. The enzyme activity of the
immobilized with glucose and fructose and the maximum immobilization yield were 19.42 U gary cen™
and 60.34%, respectively, with 16 operational cycles.

PALAVRAS-CHAVE: imobilizacdo celular; &cidos aldbnicos; estabilidade operacional; atividade
enzimatica.

KEYWORDS: cell immobilization; aldonic acids; operational stability; enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO

A producdo, via rotas biotecnoldgicas, de acidos aldbnicos, como acido gliconico, &cido
lactobibnico e &cido 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). Esses produtos apresentam
propriedades interessantes para a aplicacdo em distintas areas, como farmacéutica, biomédica, quimica,
téxtil e alimentos, sendo aplicados como agente acidificante, intensificador de sabor, antioxidante e
suplementagédo (Yuen, 1974; Miyake e Sato; 1975; Koka et al., 2005; Baldwin et al., 2009; Nielsen,
2010; Faergemand et al., 2012).

Os éacidos aldonicos e seus sais podem ser produzidos pela acdo enzimatica 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; Delagustin et al., 2017; Folle et al., 2018; Flores, 2019). E para este fim, a imobilizagdo
celular recebe um papel de destaque.

Alguns tipos de suportes séo relatados na literatura, como a imobilizagdo em alginato de sédio
(Bertasso et al., 1996; Malvessi et al., 2010; Folle et al., 2018; Flores, 2019), k-carragena (Rehr et al.,
1991; Jang et al., 1996) e polimeros (Koehntopp et al., 1996; Ferraz et al., 2000; Mukhopadhyay et al.,
2005; Vignoli et al., 2006), visando maior estabilidade, facilidade de separacdo do meio e possibilidade
de reutilizag&o.

A bioproducdo de &cido lactobi6nico e maltobidnico ainda é escassa, principalmente em
relacdo ao &cido maltobidnico. Os estudos sdo baseados ao uso de micro-organismos livres ou
imobilizados em poucos suportes, oportunizando a exploragdo do uso de outros materiais para a
imobilizacéo.

Neste sentindo, o objetivo deste estudo foi imobilizar Z. mobilis, contendo o complexo
enziméatico GFOR/GL, em espuma de poliuretano flexivel pela técnica de imobilizacdo in situ e avaliar
a atividade enzimatica, rendimento do processo de imobilizacdo e a possibilidade de reuso do
imobilizado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Bioproducéo de Z. mobilis 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 concentracdo de 210 geeiuia_seca L™ para os ensaios subsequentes.

2.2 Imobilizacéo celular em espuma de poliuretano flexivel

A imobilizagdo da biomassa de Z. mobilis e do seu complexo enziméatico intracelular em
poliuretano flexivel foi realizado in situ, envolvendo a mistura de proporcdes de poliol e isocianato para
a formacéo da espuma, de acordo com as recomendacdes do fabricante (Dim Clay, Brasil) e do estudo
de Mesquita et al. (2018), com adaptacdes. A técnica foi realizada com 4 formulagdes diferentes (I, 11,
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I11 e IV) e com crescentes quantidades de biomassa (1, 3, 5 e 6 g de biomassa, respectivamente), a partir
de testes preliminares.

Apos 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 enzimaética (Folle et al., 2018). Para padronizacdo da dimensdo do imobilizado obtido, as
espumas apds fracionadas e tratadas com glutaraldeido passaram por peneiras, sendo utilizadas para o
estudo apenas os imobilizados com granulometria na faixa de 125 e 355 pm (peneiras de 115 e 42 mesh,
Bertel Indlstria Metalurgica Ltda, Brasil).

2.3 Atividade enzimatica

Os ensaios de atividade enzimatica do complexo enzimético GFOR/GL foram realizados no
micro-organismo livre e imobilizado, conforme metodologia proposta por Malvessi et al. (2006), com
modificagdes.

A determinacdo da atividade enzimatica do micro-organismo livre foi realizada com solucéo
equimolar de glicose e frutose (0,7 mol L) e 4 g L* de células de Z. mobilis. Os testes foram realizados
em reator encamisado com 500 L de volume total e 100 mL de volume de trabalho, com temperatura
controlada a 39°C, sob agitagdo magnética, por 1 h. O pH de 6,4 foi mantido com solugdo NaOH 1 M,
contida numa bureta, com auxilio de um controlador de pH (DosaTronic pH 2900, Provitec, Brasil),
acoplado a uma bomba peristaltica (DosaMini 100, Provitec, Brasil).

Para os testes com o micro-organismo imobilizado foi realizado os mesmos procedimentos e
condi¢des, porém utilizando NaOH 0,1 — 0,35 M, sendo esta dependente da velocidade reacional, 4 g de
suporte imobilizado e a reagdo em 200 mL de volume de trabalho.

A unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de acido glucénico, em
mmol, formado por hora e por grama de célula seca, contendo o complexo enzimatico GFOR/GL
(mmol h't gt=U g?) e estes valores estimados pelo coeficiente angular da reta obtida pela relacéo entre
0 tempo e 0 volume consumido de base, volume este multiplicado pela concentracéo de NaOH utilizado
para neutralizar o acido formado e controlar o pH em 6,4 (Carra, 2012; Flores, 2019).

O substrato glicose foi escolhido para a determinagdo da atividade enzimética por ser a aldose
com maior afinidade a enzima GFOR e é comumente utilizada como referéncia para efetivacdo da
producdo de biomassa da Z. mobilis e seu complexo enzimatico (Malvassi, 2008; Carra, 2012; Garin,
2016; Delagustin, 2017 e Flores, 2019).

2.4 Rendimento do processo de imobilizagdo

Para obtencdo do rendimento calculou-se a razdo das atividades enziméticas do imobilizado e
do micro-organismo livre, sendo o resultado expresso em percentual (%), conforme Equacgdo 1, onde
RI, é o rendimento de imobilizacdo, Uimebilizado, € @ atividade enzimatica do imobilizado, e Ujive, € a
atividade enzimética do micro-organismo livre.

Us s
RI (%) = —mobilizado , 4 (1)

livre

2.5 Estabilidade operacional do imobilizado

Para analisar a possibilidade de reuso do imobilizado, 0 mesmo, ao final de cada ciclo, ou seja
a cada teste de atividade enzimaética, foi removido do meio reacional e adicionado ao novo meio, sendo
realizada nova medicdo da atividade enzimatica, com a mesma amostra de imobilizado e nas mesmas
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condicdes operacionais (1 h de teste em cada ciclo, com glicose e frutose 0,7 mol L%, 39°C e pH 6,4).
O teste de estabilidade operacional é cessado quando ao determinar a atividade enzimaética, este
representar 50% do valor inicial, sendo determinado entdo o nimero total de ciclos operacionais, e
consequentemente de reusos.

2.6 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

Os resultados de atividade enzimatica, estabilidade operacional e rendimento de imobilizagdo
sdo apresentados na Tabela 1. Um incremento da atividade enzimatica e rendimento de imobilizagéo foi
observado & medida que se aumentou a quantidade de biomassa imobilizada, com as formulacdes I e |1
diferenciando-se estatisticamente das 111 e IV, com valores variando entre 1,04 e 19,42 U g™ ciula_seca ©
3,23 a 60,34%, respectivamente.

Tabela 1 — Atividade enzimatica, rendimento e estabilidade operacional da Z. mobilis imobilizada in situ
em espuma de poliuretano flexivel.

Atividade Atividade Rendimento de Estabilidade
Imobilizado enzimatica enzimatica imobilizaco (%) operacional
(U g_lcélula seca) (U g_limobilizado) ¢ (CiClOS)
I 1,04 +0,30° 0,01 +£0,01° 3,23 +£0,94° n.d.
1 3,16 + 0,40° 0,13 +£0,02° 9,81 +1,25° n.d.
1 17,01 £ 2,562 1,07 +£0,172 52,86 £ 7,962 15,002
v 19,42 +0,33? 1,40 £ 0,07° 60,34 + 1,032 16,00%

Média + desvio padrdo seguida de letras/colunas iguais indicam ndo haver diferenca significativa p>0,05 (teste de Tukey);
n.d.— estabilidade operacional ndo avaliada, devido a baixa atividade enzimatica.

Embora, os valores de atividade enzimética dos imobilizados apresentaram valores inferiores
ao micro-organismo livre (32,58 U g ciula seca), ObSErVOuU-se uma 6tima estabilidade operacional, com a
possibilidade de até 16 ciclos, tornando o suporte e o imobilizado competitivo e relevante para a
utilizacdo e aplicacGes futuras.

Este comportamento, de reducdo da atividade enziméatica nos imobilizados, foi observado
também por Malvessi et al. (2010), que imobilizaram Z. mobilis em esferas de alginato de célcio e
observaram uma atividade enzimatica de 5,4 U g ceiuia_seca, quUantidade esta inferior ao micro-organismo
livre (26 U g ciula seca), NAs mesmas condigdes operacionais do presente trabalho, sendo justificado
possivelmente pelos efeitos difusionais, com aumento da resisténcia a transferéncia de massa imposta
pelo suporte. Além desses efeitos difusionais, os efeitos conformacionais ou de microambiente também
podem ocorrer em uma imobilizacdo, afetando a atividade enzimatica (Lima et al., 2013).
Adicionalmente, sabe-se que a reacdo quimica de uma molécula contendo o0 grupo isocianato com um
poliol é uma reacdo exotérmica com rapido aumento da viscosidade do meio reacional (Mano e Mendes,
1999; Vilar, 1999).
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Ferraz et al. (2000) imobilizaram Z. mobilis em membranas de fibra oca e observaram uma
taxa de reagéo especifica de 19,6 Qgiuconaro Gproteina™ N, Valor este que representa 50,26% do valor obtido
pelas células livres (39 ggiuconato Jproteina > h™t). Este processo foi conduzido a 39 °C e pH 6,2. E Rehr et al.
(1991) usando células de Z. mobilis imobilizadas em k-carragena, em processo a 30 °C e pH 5, obtiveram
valores de produtividades especificas de 2,1 Qcido_gluconico Jestuta = W%, para células livres, e de
1,8 Qacido_gluconico Jeelula > h™t para células imobilizadas. Este valor representa 85,71% do valor para o
micro-organismo livre, sugerindo haver a inativacdo de uma pequena quantidade de enzimas durante a
imobilizacdo ou que houve limitacdes difusionais ap6s imobilizacdo.

4. CONCLUSOES

A imobilizacdo in situ de Z. mobilis em espuma de poliuretano flexivel foi possivel, com
atividade enzimética de GFOR/GL apresentando rendimento de imobilizagdo aproximado de 60%,
associada a possibilidade de reuso por até 16 ciclos consecutivos. Estes resultados contribuem para as
pesquisas para a producao de acidos aldénicos, via rotas biotecnoldgicas, disponibilizado informacdes
relevantes para o uso de um suporte de imobilizacdo ainda pouco explorado para este fim.
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