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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias (M. Sc.)

SINTESE BIOCATALITICA DE SORBITOL E ACIDO LACTOBIONICO
COM SEPARACAO SIMULTANEA POR ELETRODIALISE

Jodo Baptista Severo Junior

Mar¢o/2008

Orientadores: Helen Conceigao Ferraz
Tito Livio Moitinho Alves

Programa: Engenharia Quimica

Este trabalho objetivou estudar a producdao de sorbitol e acido lactobidnico
utilizando células permeabilizadas e imobilizadas de Zymomonas mobilis, contendo a
enzima glicose frutose oxidorredutase, com a separa¢do simultdanea do 4cido
lactobionico por eletrodialise.

No presente trabalho, foram avaliados varios meios de cultivo com o objetivo de
verificar a influéncia das células produzidas sobre a taxa especifica de reacdo
enzimadtica de sintese do 4cido lactobidnico. Apds a escolha do melhor meio, foi feito
um planejamento experimental para verificar a influéncia do pH, da temperatura e das
concentragdes de células e aglicares sobre a taxa especifica de formagdo do acido
lactobidnico. Definidas as melhores condi¢des, foram avaliadas a melhor forma de
confinar as células no modulo de fibras ocas e a influéncia da vazao de circulagdo dos
substratos sobre a taxa de reacdo especifica. As taxas especificas obtidas ficaram entre
0,14 ¢ 2,87 mmol.ges " .h™'. Em seguida, foi realizado um planejamento experimental no
sistema de eletrodialise visando definir a melhor condi¢do para a remoc¢ao do 4cido. Em
todos os experimentos, ocorreu uma remoc¢ao acima de 95 % do acido.

O processo integrado, com reacdo e separagdo simultanea, apresentou uma taxa de
reacdo 10 vezes maior do que os sistemas que nao utilizam a eletrodidlise para a

remocao do acido durante a reacao.
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Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
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BIOCATALYTICAL SYNTHESIS OF SORBITOL AND LACTOBIONIC ACID
WITH SIMULTANEOUS SEPARATION BY ELECTRODIALY SIS

Jodo Baptista Severo Junior
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Department: Chemical Engineering

This work aimed at studing the production of sorbitol and lactobionic acid
utilizing permeabilized and immobilized cells from Zymomonas mobilis, which contain
the enzyme glucose-fructose-oxidoreductase, and the simultaneous separation of
lactobionic acid by electrodialysis.

In the present work several cultivation media were evaluated intending to verify
the influence of Z. mobilis cells on specific rate of lactobionic acid enzymatic synthesis.
After choosing of the best medium, experiments following an experimental design were
carried out to evaluate the influence of pH, temperature and cells and sugars
concentrations on lactobionic acid specific formation rate. Once the best conditions
were defined, it were evaluated the best form to confine the cells in the hollow fiber
module and the influence of the substrates circulation flow on the specific reaction rate
were evaluated. The specific rates obtained were between 0.14 and 2.87 mmol.ge " .h-".
Afterwards, an experimental design was carried out to define the best condition for
removal of lactobionic acid in the electrodialysis system. In all the experiments a
removal above 95 % of the acid was observed.

The integrated process, with simultaneous reaction and separation, presented a
specific reaction rate 10 times larger than other systems that do not utilize the

electrodialysis for the removal of acid during the reaction.
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2
~ o
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2 2
Oz Op3 o Owm FAnei N
, € representam variancias para as reagoes de

cada fermentacao e do meio de cultivo, respectivamente.
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Figura 4.49 — Monitoramento da condutividade dos ensaios de conversao total.
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Zymomonas mobilis para o meio 6.
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1 - INTRODUCAO

A bactéria Zymomonas mobilis, conhecida como eficiente produtora de etanol a
partir de glicose via rota metabdlica de Entner-Doudoroff, foi originalmente descoberta
em fermentacdes com seivas de plantas ricas em agucar, como a seiva do agave no
Meéxico.

Em 1986, ZACHARIOU e SCOPES identificaram um complexo enzimatico
presente apenas na bactéria Zymomonas mobilis, a glicose frutose oxidorredutase
(GFOR) (EC 1.1.1.99), capaz de promover simultaneamente a oxidacdo de varias
aldoses aos seus respectivos acidos aldonicos e a reducao de varias cetoses aos seus
respectivos polidis. Grande parte dos estudos relacionados a GFOR tratam da producdo
de sorbitol e &cido gliconico a partir da frutose e glicose, uma vez que estes agucares
sdo substratos “naturais” da enzima, tendo assim uma alta atividade neste substrato
quando comparada aos demais.

O uso de processos biotecnoldgicos para a producdo de grande variedade de
compostos tem despertado um crescente interesse, sobretudo nas Ultimas décadas,
quando muitos avangos tém sido alcangados nesta area. Tal interesse pode ser
justificado pelas condi¢gdes de operagdo mais brandas empregadas na biossintese, que
reduzem o consumo de energia e aumentam a seguranca do processo, pela alta
especificidade das enzimas, que minimiza a formag¢do de subprodutos, e pelo menor
impacto ambiental (FERRAZ, 1999).

Entretanto, a producdo de sorbitol e acido gliconico utilizando células livres de
Zymomonas mobilis, contendo a enzima GFOR, ¢ um processo inviavel devido ao baixo
valor agregado do acido gliconico no mercado. Segundo JONAS e SILVEIRA (2004)
para tornar este processo vidvel ¢ necessario produzir um acido aldonico que possua um
maior valor agregado no mercado, como, por exemplo, o acido lactobidnico. Este acido
possui um valor no mercado cerca de 70 vezes maior que o acido gliconico.

Atualmente, o sorbitol e o 4cido lactobidnico sdo produzidos por processos
distintos e bastantes dispendiosos e ha poucos estudos na literatura relacionados a
producéo de sorbitol e acido lactobidnico a partir da bactéria Zymomonas mobilis.

O processo de producao do sorbitol ¢ feito através da hidrogenagdo catalitica da
D-glicose com catalisadores a base de niquel. Quando produzido em batelada, a

temperatura de operacao ¢ em torno de 120 a 150 °C e a pressdo ¢ de aproximadamente



70 bar; ja o processo continuo ¢ operado a uma pressao em torno de 180 a 200 bar e a
uma temperatura de 140 a 170 °C (JONAS e SILVEIRA, 2004).

O sorbitol apresenta muitas aplicagdes na industria alimenticia, de cosméticos,
farmacéutica, téxtil e na composicdo de cremes dentais. Isto se deve as suas
propriedades, pelo fato de ser substincia nao-cariogénica, conferir textura aos
alimentos, além de possuir baixa taxa de absorcdo pelo organismo e ser usado para
aumentar a estabilidade de medicamentos (CAZETTA et al., 2005; ERZINGER e
VITOLO, 2006; JONAS e SILVEIRA, 2004; FERRAZ, 1999).

O sorbitol ¢ um composto molecular comercialmente importante, com uma
produ¢do mundial de aproximadamente 500.000 toneladas por ano, e cerca de 25 %
dessa producdo ¢ utilizada na sintese do acido ascorbico (vitamina C) (JONAS e
SILVEIRA, 2004).

O processo de producdo do acido lactobidnico através da oxidacdo eletrolitica da
lactose foi patenteada em 1952 por EDWARD e ISLIP. O processo de producao faz uso
de uma solugdo alcalina para manter o pH da solu¢ao acima de 5,2, aproximadamente.
Durante o processo, emprega-se uma solucdo aquosa de lactose, contendo um excesso
ndo dissolvido, fazendo com que uma grande quantidade de 4cido possa ser obtida com
uma célula eletrolitica relativamente pequena. Assim, o acido lactobidnico é obtido sob
a forma de lactobionato de calcio. Estudos recentes mostram algumas alternativas para a
producdo de acido lactobidnico, que abrangem tanto os processos biotecnoldgicos,
como eletroquimicos e de catalise heterogénea (MIYAMOTO et al., 2000,
DHARIWAL et al., 2006; MIRESCU e PRUBE, 2007).

O 4cido lactobionico vem sendo introduzido na formulagdo de cosméticos. Uma
promissora aplicagdo deste acido ¢ o seu uso na fabricagdo de substancias com
propriedades surfactantes, como os detergentes, uma vez que ¢ uma substancia
biodegradavel e ndo toxica. No entanto, a sua maior aplicacdo comercial ¢ devido ao
fato de ser o principal constituinte de fluidos para a preservacao de o6rgdos durante os
procedimentos de transplantes (DHARIWAL et al., 2006; SPLETCHNA et al., 2001).

A utilizacdo de células imobilizadas em bioprocessos vem se destacando nas
ultimas décadas e apresenta uma série de vantagens como: possibilidade de utilizagdo de
altas concentracdes celulares no volume reacional; eliminacao de problematicos reciclos
externos de células; melhor controle do processo; reducdo no custo operacional; melhor

uniformidade do produto (FONSECA, 2003; PINHEIRO et al., 2005).



Nos ultimos 10 anos, os reatores de membranas tém recebido grande atencdo para
a produgdo de uma variedade de produtos, devido principalmente a possibilidade de
usar o catalisador na forma soluvel ou insoluvel. O confinamento de células em
membranas de fibras ocas tem sido usado como uma técnica de imobilizacdo alternativa
e promissora (TOMOTANI e VITOLO, 2007).

A integragdo das etapas de produgdo e separagdo, visando reduzir o tempo e os
custos de processamento, ¢ fundamental para a consolidacdo dos processos
biotecnolégicos (SCHUGERL e HUBBUCH, 2005). Acidos organicos, como, por
exemplo, os acidos latico, gliconico, succinico e citrico, sdo intensamente usados na
industria de alimentos e quimica. Para se obter estes acidos com as propriedades
requeridas para seu uso final, é necessario utilizar varios estadgios de separacdo. Os
processos tradicionais tém sido projetados com um ou varios estagios de precipitacao,
os quais produzem uma grande quantidade de efluentes com altas concentragdes de sais.
De modo a reduzir este impacto ambiental, os processos de separacdo por membranas
surgem como uma rota alternativa para a producao destes acidos. Os processos de
separacdo por membranas vém despertando um crescente interesse para aplicacdes
industriais em areas de alta tecnologia como a biotecnologia e nanotecnologia, em
varios processos de purificacdo. Estes processos t€ém como vantagens o baixo consumo
de energia ¢ o facil escalonamento (NAGARALE et al., 2006).

A eletrodidlise ¢ um dos processos de separagdo por membranas, que tem se
mostrando ser uma eficiente tecnologia quando espécies idnicas precisam ser separadas
a partir de determinadas solugdes. Sua principal utilizagdo € a dessalinizacdo de aguas,
onde sdo usadas membranas catiOnicas e anionicas. Nos ultimos anos, a eletrodialise
tem sido amplamente utilizada para a purificagdo e recuperagdo de acidos organicos
(NAGARALE et al., 2004, WANG et al., 2006).

No Laboratério de Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRYJ, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos desde 1995 empregando a
bactéria Zymomonas mobilis na producdo de acido gliconico e sorbitol, a partir de
glicose e frutose. Ja foi estudada a produ¢do utilizando células livres (WILBERG,
1995), a imobilizagdo em membranas na forma de fibras ocas, com separagdo
simultanea do acido gliconico por eletrodidlise (FERRAZ, 1999) e a imobilizagdao das
células em um reator do tipo cesta agitada (FONSECA, 2003).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi produzir o sorbitol e o 4acido

lactobionico, um produto de maior valor agregado que o acido gliconico, a partir da



frutose e da lactose, utilizando-se células de Zymomonas mobilis permeabilizadas e
imobilizadas em membranas de fibras ocas, com separacdo simultanea do acido
lactobionico por eletrodidlise.

Este documento estd organizado da maneira descrita a seguir. No Capitulo 2, ¢
apresentado uma revisdo da literatura sobre a sintese enzimatica de sorbitol e acido
lactobidnico utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis e dos processos
de separagao de bioprodutos de um modo geral, com énfase na eletrodialise. O Capitulo
3 apresenta a metodologia empregada nas investigagdes. No Capitulo 4, sdo encontrados
os resultados dos estudos realizados, sendo dividido basicamente em cinco partes. Na
primeira, sdo apresentados os resultados relativos a avaliagdo dos meios de cultivo. A
segunda parte trata dos estudos cinéticos realizados com células livres. A terceira parte
diz respeito aos estudos de imobilizacdo das células no biorreator a membranas.
Paralelo a essa etapa, foi feito um planejamento experimental no sistema de eletrodialise
para avaliar as melhores condigdes de remogdo do acido lactobidnico. Por fim, os
sistemas de reacdo e separagdo foram acoplados, e o desempenho do processo avaliado.
O Capitulo 5 contém as conclusdes finais sobre o estudo realizado, bem como sugestoes

para o desenvolvimento de trabalhos futuros.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Propriedades e Aplicacdes do Sorbitol e Acido Lactobidnico

O sorbitol, ou D-glucitol ¢ um poliol solivel em agua, cristalino e de sabor doce.
Algumas propriedades quimicas do sorbitol sdo mostradas na Tabela 2.1 e sua estrutura
¢ ilustrada na Figura 2.1 (a). Ele ¢ naturalmente encontrado em muitas frutas pequenas
(exceto as uvas brancas), cereja, ameixas, péras e macas, ¢ aproximadamente 60 % tao
doce quanto a sacarose € possui um ter¢o a menos de calorias, em torno de 2,6 calorias
por grama (JONAS e SILVEIRA, 2004).

Apresenta muitas aplicagdes na industria alimenticia, cosméticos, farmacéutica e
téxtil. Na industria alimenticia é usado para conferir textura aos produtos e, devido a sua
baixa taxa de absor¢do pelo organismo, ¢ empregado como edulcorante em alimentos
dietéticos, além de substituir o agtcar em varios alimentos para diabéticos. Os polidis,
incluindo o sorbitol, sdo nao cariogénicos, estando presentes na composi¢ao de cremes
dentais, pois sdo resistentes ao metabolismo das bactérias orais. Estas quebram as
moléculas de agucar, as quais sdo hidrolisadas para liberar 4cidos que podem conduzir a
formagao de cavidades ou corroer o esmalte dos dentes. Na industria farmacéutica, ¢
usado para aumentar a estabilidade de medicamentos, prevenindo a floculagdo e a
coagulacio, além de encorpar xaropes e elixires. E empregado na industria de
cosméticos como umectante e plastificante. Na industria quimica, ¢ utilizado na sintese
de sorbose e propileno glicol (CAZETTA et al., 2005; ERZINGER e VITOLO, 2006;
JONAS e SILVEIRA, 2004; FERRAZ, 1999).

O 4cido lactobionico, formado pela oxidagdo da lactose, ¢ um promissor agente
reticulacdo de proteinas através da reacdo de Maillard que consiste na condensagdo
entre o grupo aldeido dos actcares reduzidos e o grupo amina dos residuos de lisina da
proteina, importante para a glicosilacdo da proteina (WIJK et al., 2006). Algumas
propriedades quimicas do acido lactobidonico sdo mostradas na Tabela 2.1 e sua
estrutura ¢ ilustrada na Figura 2.1 (b). ZHOU et al. (2006) avaliaram a aplicagao do
acido lactobionico no desenvolvimento de um novo tipo de biosensor para H,O,,

utilizando a hemoglobina aprisionada em um filme de 4cido lactobidnico.
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Figura 2.1 — Estrutura do sorbitol e acido lactobionico.

Tabela 2.1 — Propriedades quimicas do 4cido lactobidnico e sorbitol.

Propriedades Ac. Lactobionico Sorbitol
Massa molar 358 182
Composicao quimica C12H2012 CsH140¢
pKa ~3.,8 ~ 13,6

Além disso, o acido lactobionico vem sendo utilizado na formulagao de
cosméticos e fabricagdo de substiancias com propriedades surfactantes como os
detergentes, com a vantagem de ser uma substancia biodegradavel e ndo toxica. Porém,
a sua maior a aplicagdo comercial ¢ como constituinte de fluidos para a preservacao de
orgdos durante os procedimentos de transplantes. Isto se deve a sua habilidade de
suprimir os danos causados aos tecidos pelos radicais livres de oxigénio durante o
armazenamento dos 6rgdos e a subseqiiente reperfusdo, permitindo que os 6rgaos sejam
preservados fora do corpo até 2 dias. Este efeito benéfico ¢ devido a inibicdo da
producio de radicais hidroxilas pela complexacdo do Fe’" (GREEN et al., 2007;
DHARIWAL et al., 2006; SPLETCHNA et al., 2001; ZHOU et al., 2006, MURZINA
et al., 2008).

Na industria de alimentos possiveis aplicagdes do acido lactobidnico tém sido
investigadas, como ¢ o caso da reducdo da acidez e do tempo de matura¢do na produgdo
de queijos e iogurtes, promovendo a formagao de estruturas de géis estaveis, eliminagao
do sabor amargo e melhoria do aroma, melhoria na percep¢do do gosto da acidez e
protecdo contra a oxidagdo das gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas

(SAARELA et al., 2003).



2.2 — Métodos Convencionais de Producio do Sorbitol e Acido Lactobidnico

A producdo industrial do sorbitol ¢ tradicionalmente realizada pela hidrogenagao
catalitica do xarope de D-glicose a uma concentracdo de aproximadamente de 50 %
(p/v). A base do atual processo foi fornecida pela IG Farben AG (1925) (JONAS e
SILVEIRA, 2004), e a partir disto foram propostos e usados varios processos continuos
e em batelada. Cerca de aproximadamente 80 % da produ¢ao mundial de sorbitol ¢ feita
em batelada. No sistema em batelada a reag¢do ¢ conduzida utilizando um catalisador de
niquel (3-6 % (volume/volume), baseado na quantidade de glicose), o qual ¢ suspendido
em uma solugao de glicose a um pH entre 5 € 6. A temperatura utilizada ¢ de 120 a 150
°C e a pressdo de aproximadamente 70 bar. Quando o sistema ¢ operado abaixo de 50
bar, a concentragdo de niquel pode ser de at¢ 14 %, com um tempo médio de
hidrogenacao em torno de 3 horas. Em um processo continuo, a hidrogenagao ¢ feita em
um reator de leito fixo contendo catalisadores de niquel na concentracao de 2 %, a um
pH 6 e uma pressao entre 180 a 200 bar e a uma temperatura de 140 a 170 °C. A
solugdo bruta de sorbitol € resfriada e o catalisador €, entdo, removido por precipitacdo
ou filtragdo (JONAS e SILVEIRA, 2004).

A purificacdo da solugdo de sorbitol ¢ feita em duas etapas: primeiro através de
uma coluna de troca i6nica para remover o gliconato e outros ions presentes; depois, por
tratamento com um filtro de carvdo ativado, para remover tracos de impurezas
organicas. Apds concentragdo por evaporagdo, obtém-se uma solugdo a 70 %. E também
comercializado na forma soélida, obtido através de posteriores etapas de concentragao e
cristalizagdo (FERRAZ, 1999; JONAS e SILVEIRA, 2004).

Além do processo de produgdo descrito anteriormente, diferentes grupos de
pesquisas vém esutdando varios processos biotecnoldgicos de producdo de sorbitol, em
condi¢des de operacdes mais brandas. De acordo com JONAS e SILVEIRA (2004), no
final de década de 90 Tani e Vongsuvanlert descreveram a produgao de sorbitol por uma
levedura consumidora de metanol, Candida boidinii. Eles obtiveram bons resultados,
mas em pequenos volumes, entretanto ndo houve nenhuma publicagdo adicional sobre
este processo. Os dados apresentados foram insuficientes para tornar este processo
satisfatorio para a producdo em larga escala.

DUVNIJAK et al. (1991*) e DUVNJAK et al. (1991°) estudaram a produgdo do
sorbitol junto com o etanol por uma cepa de Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36859)

modificada geneticamente, utilizando como fonte de carbono o suco de alcachofra de



Jerusalém. Um ponto critico deste processo € que esta fonte de carbono possui alto valor
agregado. Além disso, a cepa descrita pode consumir sorbitol quando cresce em um
meio contendo frutose.

O processo producdo do acido lactobidnico através da oxidagdo eletrolitica da
lactose foi patenteada em 1952 por EDWARD e ISLIP. O processo de producao faz uso
de uma solugdo alcalina para manter o pH da solu¢ao acima de 5,2, aproximadamente.
Durante o processo, emprega-se uma solugdo aquosa saturada em lactose, e contendo
um excesso ndo dissolvido, fazendo com que uma grande quantidade de acido possa ser
obtida com uma célula eletrolitica relativamente pequena. Assim o acido lactobidnico €
obtido sob a forma de lactobionato de calcio

MIYAMOTO et al. (2000) utilizaram a bactéria Pseudomonas sp LS13-1 para
converter lactose a dcido lactobionico, a partir do soro do queijo, em um meio contendo
207 g/L de soro (equivalente a 150 g/L de lactose) e ao longo do tempo foram realizadas
trés adigdes intermitentes de 69 g/ de soro (equivalente a 50 g/L de lactose) em
batelada alimentada em um pH 5,5, produzindo 175 g/L de acido lactobionico em 180
horas. Os autores realizaram o mesmo experimento descrito anteriormente, mas apenas
com uma solu¢do de lactose a 150 g/L, fazendo também trés adi¢cdes de solugdes de
lactose a 50 g/L obtendo de 240 g/L de acido lactobidnico.

DHARIWAL et al. (2006) desenvolveram um processo eletroquimico para a
oxidagdo da lactose a &cido lactobidnico através da enzima celobiose desidrogenase
(CDH). Os autores estudaram a influéncia dos componentes do meio, o substrato
(lactose) a uma faixa de concentracdo de 40 a 80 mM, e do mediador redox (ABTS —
“2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate™), que ¢ um aceptor de elétrons, na
faixa de 0,03 e 0,17 mM. Neste caso, a CDH oxida lactose a acido lactobidnico ¢ se
reduz, sendo posteriormente reoxidada pelo mediador. Este trabalho mostrou que os
melhores resultados para a produgdo do lactobidnico foram para os valores centrais das
variaveis estudadas, 200 mM de lactose e 0,8 mM de ABTS, tendo uma produtividade
de 1,77 g/L.h. Estes resultados sdo apenas testes preliminares, entretanto, foram
considerados satisfatorios pelos autores. De acordo com os autores, mais estudos estdo
sendo feitos para otimizar este processo.

MIRESCU e PRUBE (2007) estudaram a influéncia de catalisadores a base de
prata, ouro e paladio sobre oxidagdo seletiva de aldoses (monossacarideos e
dissacarideos), incluindo a lactose, que foi oxidada a 4cido lactobidnico. Os autores

tiveram como objetivo comparar a atividade e a seletividade destes trés catalisadores. O



catalisador de Au/Al,O3 apresentou uma maior seletividade para o acido lactobidnico
(99,5 %) e foi usado satisfatoriamente durante 10 corridas para a oxidacdo de lactose
sem diminuicdo notavel da atividade especifica que ficou em torno de 100 mmol/min.g.

KOKOH e ALONSO-VANTE (2006) produziram o acido lactobidnico através da
oxidacdo eletrocatalitica da lactose em nanoparticulas de ouro, obtendo um rendimento
de 91 % em torno de 4 horas de processo para uma solugdo de lactose a 10,1 mM. Ja
TOKAREYV et al. (2007) estudaram a oxidagdo da lactose a partir de catalisadores de
ouro e paladio suportados em Al,O; e observaram que os catalisadores a base de ouro
sdo mais ativos e seletivos para a producdo do acido lactobidnico. Os autores também
observaram que as melhores condi¢des foram a um pH 8, temperatura de 60 °C e a uma
vazao de oxigénio de 2,5 mL/min. J4 os catalisadores a base de palddio sdo mais
propensos a desavitacdo devido ao processo de oxidagao.

MURZINA et al. (2008) também estudaram a producdo de acido lactobidnico a
partir da oxidacao da lactose em catalisadores a base ouro, mas em diferentes suportes
(Al,O3, SiO,, TiO,, Fe,0s, Fes04 € Zr0O,), nas condig¢des estabelecidas por TOKAREV
et al. (2007). Os autores observaram uma grande influéncia da natureza do suporte
sobre a seletividade do 4cido lactobionico, sendo os catalisadores suportados em Al,O3
0s mais ativos.

ZACHARIOU e SCOPES (1986) que identificaram um complexo enzimatico,
presente na bactéria Zymomonas mobilis, capaz de produzir simultaneamente sorbitol e
acido lactobionico a partir de solugdes frutose e lactose, constituindo, assim, uma

alternativa aos processos convencionais, como sera detalhado a seguir.

2.3 — A Bactéria Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis provocou muito interesse no inicio dos anos 30 entre os
microbiologistas alemaes, que sugeriram um numero de aplicagdes promissoras para
esta bactéria devido a duas propriedades da bactéria, que sdo o rapido consumo de
glicose pela fermentagdo alcodlica e a diminui¢do do pH do meio. No inicio dos anos
50, ela adquiriu certa notoriedade entre os bioquimicos devido a descoberta de Gibbs e
DeMoss de que o catabolismo anaerdbio seguia o mecanismo da via de Entner
Doudoroff utilizado principalmente por bactérias estritamente aerobias (SWINGS e De
LEY, 1977). Isso se deve ao fato de ela apresentar apenas alguns componentes do ciclo

do &cido citrico, como evidenciado por SWINGS e De LEY (1977), que descobriram a



auséncia de algumas enzimas que fazem parte deste ciclo, bem como algumas enzimas
da via das pentoses.

A bactéria Zymomonas mobilis, conhecida como eficiente produtora de etanol a
partir de glicose via rota metabdlica de Entner-Doudoroff, foi originalmente descoberta
em fermentacdes com seivas de plantas ricas em agucar, como a seiva do agave no
Meéxico (SWINGS e De LEY, 1977).

Umas das grandes vantagens do uso da Zymomonas mobilis para a producdo de
etanol sdo: (1) as altas taxas especificas de consumo de glicose para a produgdo de
etanol, (2) rendimento da produ¢do de etanol proximo do valor tedrico maximo com
formacgdo de biomassa muito baixa, (3) alta tolerancia a concentragao de etanol. Dentre
as desvantagens, destacam-se a baixa tolerdncia a sais e o fato de ser capaz de
metabolizar somente 3 fontes de carbono: glicose, frutose e sacarose

(GUNASSEKARAN e RAJ, 1999).

2.3.1 — Caracteristicas Gerais

Zymomonas mobilis ¢ uma bactéria Gram-negativa e ndo patogénica que possui a
forma de forma de bastonetes com 2 a 6 um de comprimento e de 1 a 1,5 um de largura,
podendo ocorrer isoladamente ou, mais comumente, aos pares. Nao forma esporos e,
em sua grande maioria, ndo possui mobilidade. Cerca de 30 % s3ao modveis com 1 a 4
flagelos polares, porém algumas linhagens perderam a mobilidade. Das cepas
conhecidas, o crescimento se da na faixa de pH de 3,5 a 7,5 sendo a faixa 6tima entre 5
a 7, e em temperaturas em torno de 30 °C. As colonias formadas sdo de cor branca ou
creme (SWINGS e De LEY, 1977; SCHMIDT et al., 1986; ERZINGER e VITOLO,
2006).

Fenotipicamente as bactérias do género Zymomonas se assemelham a maioria das
bactérias acéticas; elas t€m um comportamento mais parecido com as bactérias do
género Gluconobacter do que com as do género Acetobacter, devido aos flagelos
polares, ao incompleto ciclo de krebs e a ocorréncia do mecanismo de Entner Doudoroff
(o qual ¢ mais difundido entre as bactérias do género Gluconobacter do que entre as
bactérias do género Acetobacter), e ao rapido consumo de glicose. Zymomonas e as
bactérias acéticas ocorrem em plantas e preferem crescer em nichos ricos em sucos de
plantas, tolerando um pH baixo. Muitas cepas crescem a pH 3,5 e 4, e as bactérias

acéticas sdo habeis a crescer em um pH entre 4 ¢ 4,5. Esta tolerancia a baixos valores
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de pH ndo é comum no mundo das bactérias. Grande parte das cepas de Zymomonas
possui tolerancia ao etanol, sendo habeis em crescer em meios contendo até 10 % de
etanol, assim como as bactérias acéticas, que crescem rapidamente em 10 a 13 % de
etanol (SWINGS e De LEY, 1977).

Apesar de se acreditar que o alcool atua na dissolugdo de sua membrana lipidica,
afetando a sua fluidez e aumentando a sua permeabilibade, resultando, por conseguinte,
no fluxo de ions, cofatores e coenzimas, as bactérias do género Zymomonas possui
mecanismos de adaptacdo para crescer em presenca de etanol. Esses mecanismos
incluem a alteracdo da composicdo da sua membrana lipidica, evitando assim a
penetracdo de etanol no interior da célula, aumentando, assim, as propriedades da
barreira hidrofobica e diminuindo a perda de material intracelular (SCHMIDT et al.,
1986).

Umas das vantagens da bactéria Zymomonas mobilis sobre os demais
microorganismos, como por exemplo, a Saccharomyces cerevisiae, ¢ o seu alto
rendimento em etanol (acima de 97 % do rendimento tedrico) e alta produtividade, pois
o seu balanco de energia resulta na formag¢do de uma molécula de ATP por glicose
metabolizada. Isto equivale a metade da quantidade produzida por Saccharomyces
cerevisiae, durante a fermentagdo alcodlica, o que leva a uma baixa produgdo de
biomassa durante a fermentacdo e, consequentemente, a um alto rendimento de
conversao de agticar em etanol (VEERAMALLU e AGRAWAL, 1988).

Além disso, as bactérias do género Zymomonas tem alta tolerancia a concentracao
de glicose. Todas as cepas de Zymomonas e a maioria das bactérias acéticas sdo habeis
em crescer em meio contendo 20 % de glicose. Grande parte destas cepas € habil em
crescer em meio contendo 40 % de glicose, e muitas bactérias acéticas sdo capazes de
crescer rapidamente em um meio contendo 50 % de glicose. Uma pequena parte da
glicose ¢ aproveitada para formagdo de massa celular de Zymomonas: 98 % da glicose ¢
fermentada e aproximadamente 2 % ¢ usada como fonte de carbono (SWINGS e De

LEY, 1977).
2.3.2 — Metabolismo dos Ag¢ticares
Zymomonas mobilis utiliza como fonte de carbono glicose ou frutose, ou sacarose

em seu meio para crescimento. Quando a glicose ¢ utilizada como uUnica fonte de

carbono, 98% da glicose ¢ consumida a etanol, CO,, ATP e outros subprodutos, quando
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cultivadas em meio complexo. Somente 2 % ¢ utilizada como fonte de cerca da metade
do carbono celular, e o restante ¢ derivado dos componentes do extrato de 1évedo ou da

peptona ou de ambos (DOELLE et al., 1993). O consumo de glicose ¢ dado por:

Glicose + ADP +Pi = 1,8 etanol + 1,8 CO, + 0,2 lactato + ATP + H,O
ATP + H,O - ADP + Pi

Estudos do metabolismo da sacarose por Zymomonas mobilis tém sido realizados
com o objetivo de melhorar a producdo de etanol a partir deste substrato. Quando a
sacarose ¢ utilizada como substrato para a produgdo de etanol, os rendimentos sdo
significantemente inferiores aqueles obtidos utilizando-se a glicose ou frutose, cerca de
70 % do valor teorico. Este baixo rendimento ¢ uma consequéncia da formacao de
levana, sorbitol e fruto-oligdmeros como subprodutos (VIIKARI, 1984%).

Na fermentacdo de sacarose, a sintese de levana e a producdo do sorbitol sdo
competitivas. A sintese da levana ¢ dependente da quantidade de monossacarideo livre,
especialmente frutose, formado ap6s a hidrélise da sacarose. Quando a taxa de hidrolise
da sacarose ¢ maior que a taxa de consumo dos aglcares, os monossacarideos se
acumulam no meio. Como a taxa de consumo da glicose é mais rapida que a da frutose,
geralmente a frutose se acumula em maiores quantidades, sendo posteriormente
reduzida a sorbitol enquanto glicose ¢ oxidada (KANNAN et al., 1997).

O mecanismo utilizado pela bactéria Zymomonas mobilis, no qual ha formagao de
um unico mol de ATP por mol de agucar fermentado, faz com que a glicose seja
metabolizada a uma taxa extraordinariamente alta, onde, a cada minuto, a bactéria
consome uma quantidade de glicose igual a um ter¢o de sua biomassa para compensar
esse baixo rendimento energético. Desta forma, a glicose ¢ transportada por um sistema
de difusdo facilitada de alta velocidade, baixa afinidade e ndo dependente de energia
(PARKER et al., 1997).

Paralelamente a producao de etanol em misturas de glicose e frutose, cerca de 11
% da fonte de carbono ¢ utilizada na produgio de sorbitol (VIIKARI, 1984°), enquanto
que ndo se observa acumulo de gliconato, uma vez que o acido gliconico produzido ¢
fosforilado pela gliconatoquinase e posteriormente metabolizado a etanol via rota de
Entner Doudoroff (REHR et al., 1991).

Em seu habitat natural as bactérias do género Zymomonas estdo sujeitas a altas

concentragdes de agucares, principalmente na forma de sacarose. LOSS et al. (1994)
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reportaram que a formagao do sorbitol é consequéncia de um mecanismo de protecdo
osmotica, quando as células se encontram sob o estresse de altas concentragdes de
actcares. A sacarose ¢ metabolizada a glicose e frutose pela acdo das enzimas invertase
e levanasacarase (como serd mostrado posteriormente).

A Figura 2.2 mostra a via metabdlica da sacarose em células de Zymomonas

mobilis.
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Figura 2.2 — Rota metabodlica empregada pela Zymomonas mobilis no metabolismo da sacarose (FONSECA, 2003).
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VIIKARI (1984%) observou que quando os substratos utilizados eram a sacarose
ou a mistura de glicose e frutose, concentragdes relativamente altas de sorbitol eram
observadas como subproduto da producdo de etanol por via fermentativa da bactéria
Zymomonas mobilis. ZACHARIOU e SCOPES (1986) demonstraram que a estrutura
carbonica do sorbitol deriva exclusivamente da frutose, e postularam que o seu acumulo
neste sistema seria consequéncia da inibi¢ao da frutoquinase pela glicose (VIIKARI,
1984%).

Investigando a rota de produgdo de sorbitol, foi identificado um complexo
enzimatico capaz de, simultaneamente, reduzir a frutose a sorbitol e oxidar glicose a
acido gliconico. Uma das enzimas foi descrita como glicose-frutose oxidorredutase
(GFOR) na presenca de um cofator fortemente ligado ao seu sitio ativo. O cofator,
identificado como NADP(H) (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato), ¢ o
responsavel pelo transporte do hidrogénio desta reacdo, que ndo requer a adi¢do de
nenhum outro cofator. A GFOR em presenca do NADP(H), ndo dialisavel, oxida a
glicose a gliconolactona e reduz a frutose a sorbitol. O cofator ¢ regenerado pela propria
reacdo enzimatica. Em uma reacdo seqiiencial, a gliconolactona, altamente instavel, ¢
hidrolisada a 4cido gliconico pela a¢do de enzima glicono-o-lactonase (GL), também

presente nas células de Zymomonas mobilis (ZACHARIOU e SCOPES, 1986).

2.4 — Processos Empregando Zymomonas mobilis

2.4.1 - As Enzimas Glicose-Frutose Oxidorredutase e Glicono-o-lactonase de

Zymomonas mobilis

A enzima glicose frutose oxidorredutase (GFOR) (EC 1.1.1.99) é uma proteina
tetramérica com cada subunidade apresentando uma massa molar de 40 kDa e contendo
uma molécula do cofator ndo dialisavel NADP firmemente ligado a GFOR, conforme
mostra a Figura 2.3, formando um complexo enzima-cofator que se reconstitui pela
propria acdo enzimdtica. A GFOR esta localizada no periplasma da célula de
Zymomonas mobilis, sendo responsavel pela reducdo da frutose a sorbitol e pela
desidrogenacao da glicose a gliconolactona, que ¢ hidrolisada a 4cido gliconico pela
enzima gliconolactonase (GL) (EC 3.1.1.17) (ZACHARIOU e SCOPES, 1986; LOOS
etal., 1991; NIDETZKY et al., 1997; JONAS e SILVEIRA, 2004).
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Figura 2.3 — Digrama de “ribbon” da enzima tetramérica GFOR, onde as partes
brancas representam o NADP ligado a GFOR, e cada subunidade est4 representada por

uma cor diferente (KINGSTON et al., 1996).

A GFOR constitui cerca de 0,5 % do conteudo total de proteinas soluveis em
Zymomonas mobilis. Estudos realizados com concentragdes de glicose de 0,4 M e
frutose de 0,8 M fazendo uso de GFOR purificada revelaram que a enzima possui um
pH 6timo de 6,2, que ¢ proximo ao pH intracelular (6,4 a 6,8), como mostra a Figura
2.4. A temperatura ideal de reagdo ¢ de 39-40 °C, uma vez que acima de 42 °C a enzima

desativa dentro de uma hora (ZACHARIOU e SCOPES, 1986).

100 —

Atividade relativa (%)
|

L]

50 &0 70
pH

Figura 2.4 — Influéncia do pH sobre a atividade enzimatica da GFOR tendo como

substratos glicose (0,4 M) e frutose (0,8 M) (ZACHARIOU e SCOPES, 1986).
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Em 1994, LOOS et al. (1994) concluiram que a bactéria Zymomonas mobilis
acumula sorbitol para contrabalangar o estresse osmotico causado por altas
concentragdes de agucar. Desta forma, o sorbitol, que ¢ um soluto compativel, isto &,
pode ser acumulado na célula sem ser nocivo a mesma, funciona como um
osmoprotetor para a bactéria, que o acumula intracelularmente até concentragdes de 1 M
para compensar os efeitos exercidos pela alta pressao osmotica externa. A localizacao
periplasmatica da GFOR deve-se ao acesso simultaneo de ambos os agucares (glicose e
frutose) a esta regido, ja que altas concentragdes dos mesmos ndo sdo permitidas no
citosol. Assim, a GFOR funciona como um osmosensor que atua somente a altas
concentragdes de glicose e frutose.

A GFOR opera por um mecanismo cinético classico, ping-pong, pelo qual o
consumo dos substratos e a formagdo dos produtos ¢ equimolar, possuindo um unico
sitio ativo para os substratos (glicose e frutose) e produtos (gliconolactona e sorbitol),
onde cada um se liga por vez, dependendo do estado de oxidagdo do complexo enzima-
cofator, e este € regenerado apos cada ciclo reacional (ZACHARIOU e SCOPES, 1986;
HARDMAN e SCOPES, 1988). A equacdo classica deste mecanismo ¢ mostrada a

seguir:

0 (2.1)
(1+kf+ng
F

onde: v ¢ a velocidade da reagao (mol/L.h), V ¢ a velocidade maxima da reacao
(mol/L.h), kg € 0 parametro relativo a glicose (mol/L), ki ¢ o parametro relativo a frutose

(mol/L), G ¢ a concentragdo de glicose (mol/L) e F ¢ a concentracao de frutose (mol/L).

Realizando estudos com meias rea¢des de oxidagdo ¢ redugdo, HARDMAN e
SCOPES (1988) verificaram que a redugio do complexo enzima-NADP" pela glicose é
inibida pelo sorbitol e a oxida¢do do complexo enzima-NADPH pela frutose ¢ inibida
pela gliconolactona. A etapa limitante ¢ provavelmente a dissociagdo da gliconolactona
do complexo enzima-NADPH-lactona (HARDMAN et al., 1992), que ¢ cerca de 250
vezes mais rapida que a reagdo inversa. Deste modo, mesmo sem a atividade da glicono-

O-lactonase, a reacdo ¢ fisiologicamente irreversivel (HARDMAN e SCOPES, 1988).
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Embora a especificidade pela glicose e frutose seja alta, a afinidade por estes
substratos ¢ baixa, principalmente pela frutose. Enquanto a glicose liga-se a enzima sob
a forma de um anel piranosidico, a frutose ¢ reduzida como uma molécula de cadeia
aberta. Uma vez que esta forma de frutose estd presente em apenas 0,01 % de frutose
total, mostrando a baixa afinidade por este substrato (ZACHARIOU e SCOPES, 1986).
Quanto a glicose, a forma P ¢ preferivel em relagdo a o como substrato da GFOR. A
Figura 2.5 traz uma representag¢do da agdo da GFOR sobre os substratos na forma em
que sdo consumidos. Os valores encontrados para ks e Ky foram de 400 mM e 10,8 mM,
respectivamente, evidenciando, assim, a baixa afinidade pela frutose, cerca de 40 vezes

menor que pela glicose (HARDMAN e SCOPES, 1988).
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Figura 2.5 — Representagdo do mecanismo de a¢do da GFOR sobre os compostos

na forma em que eles sdo metabolizados (HARDMAN e SCOPES, 1988).
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As enzimas GFOR e GL de Zymomonas mobilis ndo necessitam de indug@o por
ambos os substratos, glicose e frutose, estando presentes em células cultivadas apenas
em glicose ou frutose, indicando que s3o enzimas constitutivas. Contudo, a atividade da
GFOR varia de acordo com as condi¢des de crescimento, sendo maior para os meios
contendo apenas glicose como fonte de carbono a uma concentragao de 20 % de glicose.
A GL n3o tem a sua atividade alterada por diferentes concentragdes de acgucares
(ZACHARIOU e SCOPES, 1986).

A atividade enzimatica ¢ definida como a quantidade de substrato que ¢
transformado em um tempo determinado. Corresponde a quantidade de enzima que
catalisa a transformac¢do de um micromol de substrato, por minuto, nas condigdes
definidas da reag¢do (temperatura, pH, o sistema tampao utilizado e as concentragdes de
substratos e co-fatores) (REGULY, 2000). Os trabalhos que serdo mostrados ao longo
deste capitulo ndo se referem a atividade enzimatica da enzima GFOR e sim a taxas
especificas de formagao de sorbitol e 4cido gliconico

A GFOR catalisa a oxidagao de varias aldoses a acidos aldonicos correspondentes,
bem como a reducdo de varias cetoses aos seus respectivos polidis. SATORY et al.
(1997) testaram varios substratos alternativos para a reagdo de oxidagdo catalisada pela
GFOR, onde a frutose foi utilizada como substrato aceptor de elétrons e varios outros
substratos (monossacarideos e dissacarideos) foram empregados como doadores de
elétrons. Os resultados obtidos pelos autores sdo mostrados na Tabela 2.2. Através
destes resultados, pode-se verificar que, apesar de uma grande faixa de substratos pode
ser utilizada pela GFOR para a produ¢do dos seus acidos correspondentes, a afinidade
por estes ¢ baixa.

O uso da GFOR para a sintese de sorbitol e acido gliconico, bem como outros
acidos aldonicos, como por exemplo, o &cido lactobidnico, ¢ muito promissor porque a
enzima ¢ capaz de converter prontamente solucdes de agucares extremamente
concentradas. O limite destas concentragdes ¢ dado pela viscosidade atingida no meio
reacional que, se muito alta, dificulta a homogeneizagdo do mesmo. Segundo
NIDETZKY et al. (1997) concentra¢des de glicose e frutose a 3 M sdo convertidas
completamente pela enzima, entretanto o uso potencial da GFOR livre ¢ limitado por

sua inativac¢ao durante a conversao destes substratos.
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Tabela 2.2 — Resultados das reagdes de oxidagdo catalisada pela GFOR (50 h, 30
°C, pH 6,2) empregando varios substratos como doadores de elétrons e frutose (1 M)

como aceptor de elétrons (SATORY et al., 1997).

Monossacarideos Conversao Dissacarideos Conversao
Produtos Produtos
am (%) 0,5 M) (%)
' acido acido
D-glicose 84 Maltose 30
gliconico maltobionico
' acido ' acido
D-xilose 42 Celobiose 15
xilonico celobidnico
acido acido
D-galactose 35 Lactose 9
galactonico lactobidnico
‘ acido
L-arabinose 18
arabidnico
acido
D-manose 18
manodnico

O processo de inativacdo, principalmente em proteinas oligoméricas como a
GFOR, ¢ geralmente complexo e de dificil interpretacdo. Inicialmente, sugeriu-se uma
correlagdo cinética entre o consumo dos substratos, acao catalitica ¢ a inativagao da
GFOR, pois se verificou que a enzima se desativa rapida e irreversivelmente ao longo
da reacdo catalitica e, sob condi¢des idénticas, permanece estavel, se a reagdo nio €
realizada, por exemplo, quando um dos substratos ndo se encontra no meio reacional
(GOLLHOFER et al., 1995). As diferencas na natureza das reagdes catalisadas pela
GFOR indicam a necessidade de mudangas conformacionais como um requerimento
mecanistico (FURLINGER et al., 1998). Enquanto a D-glicose se liga a enzima como
um anel piranosidico e ¢ oxidada a um produto também ciclico, a gliconolactona, a
frutose se liga como uma molécula de cadeia aberta, conduzindo a formacdo de um
produto aciclico, o sorbitol (ZACHARIOU e SCOPES, 1986). GOLLHOFER et al.
(1995) ja suspeitavam que a gliconolactona desempenhasse um papel importante no
processo de inativagdo da enzima, mas ndo conseguiram estudar esta influéncia, pois a
gliconolactona formada era rapidamente hidrolisada.

Segundo GOLLHOFER et al. (1995), um rapido decréscimo da atividade da

GFOR s6 foi verificado na presenca de ambos os substratos, glicose e frutose, e
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concomitantemente com formagao enzimatica dos produtos (sorbitol e gliconolactona).
Desta forma, a inativacao da enzima estd estritamente relacionada a sua acao catalitica.
Assim, nenhuma perda de atividade foi detectada apds os substratos terem sido
consumidos e ndo foi possivel a obtencdo de 100 % de conversdo em experimentos
onde altas concentragdes de substratos foram empregados devido a rapida perda de
atividade da enzima.

NIDETZKY et al. (1997) também acharam critica a inativagdo da GFOR.
Estudaram a influéncia da base usada para neutralizar o acido produzido durante a
reacdo ¢ observaram que quando bases fracas (tris, imidazol, carbonato de so6dio) ou
bases fortes a baixas concentragdes (NaOH, KOH) eram empregadas, observava-se uma
maior estabilidade da enzima. Além disso, o efeito causado pelo emprego da base tris ou
imidazol sobre a estabiliza¢cdo da atividade enzimatica foi muito mais acentuado do que
o obtido com a adi¢do do ditiotreitol. Concluiram que o uso da GFOR soluvel ¢
inadequado devido a sua baixa estabilidade. A escolha da base ¢ de menor importancia
quando células permeabilizadas sdo empregadas.

SATORY et al. (1997) utilizaram a GFOR na producdo de sorbitol e acido
lactobidnico a partir da frutose e lactose. Como a afinidade por estes substratos ¢ baixa,
para que uma alta conversdo seja alcangada, ¢ necessario uma elevada concentracao de
enzima ou um alto tempo de residéncia em um modo de operagao continuo. Estes
autores usaram a BSA (albumina de soro bovino) com o intuito de prevenir a agregagao
da GFOR durante a conversao dos substratos, ditiotreitol para prevenir a oxidagdo dos
grupos tiol e a base tris para a neutralizacdo do acido formado e conseguiram, assim,
manter a estabilidade da enzima por mais de 150 horas.

FURLINGER et al. (1998) observaram que na auséncia de substrato a GFOR
purificada era estavel. No entanto, ao iniciar a reagdo através da adi¢ao dos ocorria uma
rapida e irreversivel perda da atividade. Se a adi¢do era feita a 0 °C, enquanto nao havia
consumo dos substratos, ndo era observada inibicdo. Através de medidas de
fluorescéncia, verificaram que as interacdes da GFOR com as lactonas induziam
mudangas conformacionais no sitio ativo da enzima e que, enquanto nenhum residuo de
cisteina estava exposto na enzima livre, estes eram encontrados no complexo enzima-
lactona. A exposi¢cdo do primeiro residuo e sua posterior desativacao leva a exposi¢ao
dos 3 residuos restantes (sdo quatro ao todo, um por subunidade) iniciando um processo

de desativagdo que inclui modificagdes quimicas e mudangas conformacionais. O
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processo culmina com a formagao de agregados inativos. A seqiiéncia de inativagdo da

GFOR esta ilustrada na Figura 2.6.

N & N* - N’ox > N’(ox)a — Agregados
Inativos

Figura 2.6 — Modelo para o processo de inativagdo da GFOR. N ¢ a enzima ativa,

* . . . ~
N ¢ o complexo enzima-lactona, com mudangas conformacionais, N’y € N’(ox)4 S30 0s
intermediarios com 1 e 4 residuos cisteina expostos, respectivamente, que ainda retém

atividade enzimatica (FURLINGER et al., 1998).

A Figura 2.6 apresenta o mecanismo proposto por FURLINGER et al. (1998) para
inativagdo da GFOR e os compostos estabilizantes empregados na sua estabilizagdo
onde N corresponde a conformacdo da GFOR livre ou ligada a glicose, a frutose ou ao
sorbitol ¢ ¢ mais estavel que N'. N* é a conformagio modificada da proteina no
complexo GFOR-gliconolactona. N’ox € N’(ox)4 530 0s intermedidrios, o N’ apresenta 1
residuo de cisteina desativado e 3 expostos € N’xu possui 4 residuos de cisteina
desativados, por subunidade de proteina, mas com atividade enzimatica. Em N*, a
desativa¢do de um residuo cisteina exposto inicia um processo seqiiencial e irreversivel
e leva a perda de atividade enzimatica.

Os resultados obtidos anteriormente por GOLLHOFER et al. (1995) e
NIDETZKY et al. (1997) se encaixam dentro deste mecanismo proposto por
FURLINGER et al. (1998). Eles empregavam ditiotreitol, tioglicolato ou
mercaptoetanol como agentes estabilizantes. Isso pode ser explicado pelo fato de que os
grupos tiol (-SH), presentes na cisteina, quando expostos s3o altamente reativos,
formando ligacdes bissulfeto. A adicdo de agentes como o ditiotreitol inibem a
formacao destas ligagdes (FURLINGER, 1998).

A baixa estabilidade da enzima isolada aliada aos gastos com a sua extragcdo e com
os requerimentos para estabiliza-la, que aumentam o custo de producdo, favorecem o
uso de sistemas empregando células permeabilizadas. A seguir, serdo dados detalhes

sobre a técnica da permeabilizagdo celular.
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2.4.2 - Permeabilizacdo Celular

Duplas camadas de lipidio constituem a base estrutural das membranas bioldgicas.
As interagdes ndo covalentes entre os lipideos da camada tornam a membrana flexivel.
Estes lipideos correspondem a 40 % da membrana, enquanto que a fragdo restante ¢
composta de proteina. A membrana citoplasmatica representa uma barreira a passagem
de certos compostos e a exclusdo de metabolitos para o exterior da célula (HAPALA,
1997).

A bactéria Gram-negativa ilustrada na Figura 2.7 possui, além da membrana
citoplasmatica, uma membrana externa que consiste de fosfolipideos e
lipopolissacarideos (LPS). Entre a membrana externa e a membrana citoplasmatica esta
uma fina camada de peptidoglicano, formando o suporte para o envelope celular. O
espago peripldsmico na bactéria Gram-negativa estd entre a membrana plasmatica e a
membrana externa, principalmente entre a membrana externa e¢ a camada de
peptidoglicano. De forma a liberar as enzimas e proteinas do espaco periplasmico, a

barreira de permeabilidade (membrana externa) deve ser enfraquecida (ABUD, 2005).

membrana
eXEeITA

peptidoghicano —

i e S S
mebrana Wm g F‘g‘ﬁ‘f?? .
citoplasmatiea” Jf I "-! g', o o “ !!'g‘. 'm

Figura 2.7 — Apresentagdo esquematica do envelope celular de bactéria Gram-
negativa. A — membrana externa; BP — proteina de ligagdo; C — proteina embutida na
membrana citoplasmatica; LP — lipoproteina; LPS — lipopolissacarideo; PP — porina;

PPS — espaco periplasmico (SIKKEMA et al., 1995).
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Estas diferencas entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas influenciam
na técnica de permeabilizagdo a ser empregada, pois, no caso das bactérias Gram-
negativas, o agente permeabilizante a ser utilizado deve alcangar a membrana
citoplasmatica, além da membrana externa, para que os compostos existentes no
citoplasma também possam ser liberados (FONSECA, 2003).

A escolha do procedimento de permeabilizagdo depende do organismo e da
composicdo da membrana e da parede celular. O tipo de reacdo a ser investigada
também ¢ importante. O uso de compostos organicos, como solventes (hexano, tolueno,
xileno, benzeno, éter), detergentes ndo-idnicos (Triton), cationicos (CTAB — brometo de
cetiltrimetilamoénio) e anionicos (SDS — dodecil sulfato de s6dio) e agentes quelantes
(EDTA - 4cido etileno diaminotetracético) para a liberacdo das enzimas periplasmicas
pode ser vantajoso no que se refere ao custo do processo, causando permeabilizacio
seletiva das barreiras da parede celular e permitindo preparacdo em larga escala das
enzimas peripldsmicas numa forma relativamente pura. No que diz respeito aos
solventes organicos pouca informacao estd disponivel sobre os efeitos das suas
propriedades fisico-quimicas, como a atividade, durante os processos de
permeabilizacdo celular (ABUD, 2005).

Se células intactas de Zymomonas mobilis sdo utilizadas, os substratos glicose e
frutose sdo convertidos a sorbitol, que se acumula no meio, e a acido gliconico, que ¢
convertido via rota de Entner-Doudoroff a etanol e a outros subprodutos de baixas
concentragdes, conforme mostra o mecanismo representado na Figura 2.8 (CHUN e
ROGERS, 1988). A permeabilizagido de células de Zymomonas mobilis atua na remogao
de cofatores soluveis e de compostos de alta energia (ATP) que sdo necessarios para a
conversao do 4cido gliconico, bloqueando, assim, a acdo de outras enzimas envolvidas

no metabolismo dos agucares (CHUN ¢ ROGERS, 1988; PARK e KIM, 1990).
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SORBITOL GLICOSE

NADPH
glicase - frutose
axidarrediticase
FRUTOSE W APIS GLICONOLACTONA
gliconolacionase

CLICONATO +H'

ATP
glicanatoguinase
ADP

GLICONATO-6-FOSFATOSLACTONA

: via rota
: de Entner-
. Dioudoraff
s
ETANCL

Figura 2.8 - Rota empregada pela Zymomonas mobilis na produgao de sorbitol e
acido gliconico, usando as enzimas GFOR e GL, e a posterior conversao do acido

gliconico a etanol (FERRAZ, 1999).

O procedimento de permeabilizagdo descrito por REHR et al. (1991) para a
bactéria Zymomonas mobilis com o detergente cationico CTAB ¢é mais utilizado
(WILBERG, 1995; FERRAZ, 1999; FONSECA, 2003; ABUD, 2005; CARRA et al.,
2005). As células tratadas com detergentes catidonicos apresentam atividade da GFOR
praticamente igual a dos extratos enzimaticos, o que indica completa permeabilizacao,
ja4 que esta ¢ uma enzima intracelular, localizada no periplasma da célula. Dentre os
detergentes catidnicos que impedem a formagao de etanol, o CTAB (0,1% (m/v) por 10
minutos) ¢ o que apresenta os melhores resultados de permeabilizacdo (REHR et al.,
1991).

A Figura 2.9 mostra o efeito sobre as células de Zymomonas mobilis. A fotografia
das células, feita por microscopio eletronico de transmissdo, antes (a) e depois (b) da
permeabilizacdo, mostra a distingdo entre o conteudo citoplasmatico causado pela perda

de componentes intracelulares (WILBERG et al., 1997).
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(@) | (b)

Figura 2.9 — Microfotografia eletronica de transmissdo da bactéria Zymomonas
mobilis antes da permeabilizagdo (a) e depois da permeabilizacao (b) (WILBERG et al.,
1997).

2.4.3 — Imobilizacao Celular

Na década de 70 o conceito de enzimas imobilizadas foi estabelecido como sendo
enzimas que estao fisicamente confinadas numa certa regido ou ligadas a uma matriz, de
forma que sua atividade catalitica esteja preservada total ou parcialmente e que possam
ser usadas continua e repetidamente (MELO et al., 2005). A utilizagdo de células
imobilizadas em bioprocessos ¢ um desenvolvimento relativamente recente e tem
apresentado uma série de vantagens como: possibilidade de utilizacdo de altas
concentragdes celulares no volume reacional; eliminagcdo de reciclos externos de
células; provavel obtengdo de maiores fatores de conversdo de substrato ao produto
desejado; um melhor controle do processo; redu¢do no custo operacional; uma melhor
uniformidade do produto, além de se poder trabalhar com altas taxa de dilui¢cdo sem que
haja arraste da cultura (FONSECA, 2003; PINHEIRO et al., 2005).

Sistemas com células imobilizadas possuem uma barreira adicional a difusdo para
muitos substratos que ¢ a membrana celular, quando comparados com sistemas de
enzimas imobilizadas. Em processos nos quais a células ndo viadveis podem ser
empregadas, como € o caso da sintese enzimadtica do sorbitol e acido gliconico pela
GFOR, este problema pode ser contornado através da permeabilizacao celular, que pode

resultar na perda de atividade celular, mas na conservagdao da atividade enzimadtica.
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Além disso, a permeabilizagdo evita que os produtos formados se acumulem dentro das
células permeabilizadas (BRODELIUS e VANDAMME, 1984).

O método de oclusdo em gel ¢ o mais amplamente empregado na imobilizacdo
celular. Neste utiliza-se frequentemente um agente de reticulagdo como o glutaraldeido,
que melhora a reten¢do das células e estabiliza o gel formado na presenca de células.
Cerca de 100 % das células sdo imobilizadas, entretanto, nem todas estao disponiveis
para a reacdo, devido a limitacdes difusionais. A depender do tipo de suporte utilizado,
0 mecanismo envolvido no confinamento pode ser meramente fisico, enquanto que com
outros polimeros tais como pectina e carragenato sdo formadas adicionalmente ligagdes
covalentes entre a célula e o suporte. O uso de suportes sintéticos como os géis de
poliacrilamida pode resultar na perda de viabilidade celular devido a sua toxidade.
Contudo, a porosidade destes géis pode superar os problemas difusionais (FONSECA,
2003).

Nos ultimos 10 anos, os reatores de membranas tém recebido grande atencdo para
a produgdo de uma variedade de produtos, devido principalmente a possibilidade de
usar o catalisador na forma soluvel ou insoluvel (TOMOTANI e VITOLO, 2006). O
confinamento de células em membranas de fibras ocas tem sido usado como uma
técnica de imobilizagdo alternativa e promissora. Obviamente, os poros das membranas
tem que ter um tamanho menor que o das células e, além disso, oferecer baixa
resisténcia ao transporte dos produtos e do substrato (FERRAZ et al., 2001). Algumas
das vantagens da imobilizagdo de células em membranas de fibras ocas sdo (FERRAZ,

1999):

e Apresenta uma alta produtividade volumétrica, conseqiiéncia da grande
densidade de empacotamento;

e Possibilita a separagao simultanea dos produtos;

e Evita perda das células;

e O modulo ¢ facilmente reaproveitado;

e Menores custos de esterilizagdo, pois muitas fibras s3o esterilizaveis

quimicamente.

Nos biorreatores com membranas, o biocatalisador usualmente esta presente em

duas formas: imobilizado ou confinado nos da membrana. No primeiro caso, a
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imobilizacdo do biocatalisador diretamente na membrana pode ser obtida por ligagdo
quimica ou adsor¢do. No ultimo caso, a membrana ¢ usada para reter o biocatalisador
solavel (PRAZERES e CABRAL, 1994). Como exemplo desta aplicacdo, SATORY et
al. (1997) avaliaram um sistema para a produgdo de sorbitol e acido lactobionico, em
um reator do tipo CSTR acoplado a uma unidade de ultrafiltragdo, onde o catalisador, a

enzima GFOR purificada, ¢ retida e entdo recirculada.

2.4.4 — Producio de Sorbitol e Acido Gliconico por Células Permeabilizadas e

Imobilizadas de Zymomonas mobilis

As vantagens decorrentes da permeabilizagdo e da imobilizacdo das células de
Zymomonas mobilis tornaram a producdo enzimatica do sorbitol e acido gliconico um
processo de grande potencial comercial. Serdo mostrados a seguir na Tabela 2.3 o
resumo de alguns artigos relevantes relacionados a produgdo de sorbitol e acido
gliconico por células permeabilizadas e imobilizadas de Zymomonas mobilis.

A Tabela 2.3 mostra as diferentes condi¢des empregadas, como por exemplo,
estudos relacionados aos diferentes agentes permeabilizantes para as células de
Zymomonas mobilis, os métodos de imobilizacdo empregados (oclusdo em gel e
confinamento em membranas de fibras ocas), diferentes concentracdes de agucares,
além de reportar os diferentes modos de operagdo do sistema (batelada ou continuo),
bem como a integracdo da etapa de reagdo e separacdo do acido gliconico por

eletrodialise.
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Tabela 2.3 — Resumo de alguns artigos relevantes sobre a producdo de sorbitol e 4cido gliconico pela enzima GFOR.

Autor / Produtos Condigoes Resultados Observacoes
Células livres (permeabilizadas c€lulas livres Limitagdes difusionais
- . 1,41 Zsorbitol/Eeelula-h decorrentes da
com tolueno) e imobilizadas em . e~ ~
. 1 ~ imobilizacdao. Formacgao
alginato de calcio. Concentracao . . . .
dos acticares foram de 300 o/L e células imobilizadas de etanol, devido a
CHUN e ROGERS ¢ : & 1,17 Zeorbitol/Zectutah permeabilizagio
pH mantido em 6,2. . .
(1988) ineficiente.
) Realizacao de cinco bateladas
Sorbitol e Acido consecutivas, com 100 g/L de
Gliconico agucares a uma taxa de dilui¢ao 7,6 Zsorbito/L.h Pequena perda de
de 0,085 h™', para avaliar a atividade apos
estabilidade da enzima GFOR 7,2 Zgliconato/L.h. 120 h de reacao
em células livres e imobilizadas
em alginato de célcio.
PATERSON ct al. Células p.errne'ablhzadas com
tolueno e imobilizadas em uma
(1988) Pequena
membrana de fibra oca, operado o .
. 10-20 gsorbitor/L- . desativagdo da enzima
) o continuamente, com uma . ~
Sorbitol e Acido ~ apods 250 h de reacao.
o concentragdo de 100 g/L de
Gliconico

cada substrato.

REHR et al. (1991)

Sorbitol e Acido
GlicOnico

Células livres (perm. com
CTAB) e imobilizadas em «-
carragenato. Concentracao dos

acucares foram de 300 g/L e pH
mantido em 6,2.

células livres:

198 gsorbitol/ gcélula-h - 231 ggliconato/ gcélula-h

células imobilizadas

1;4 gsorbitol/ gcélula-h - 1,8 ggliconato/ gcélula-h

Limitacdes difusionais
devido a imobilizagao.
Sem formacao de etanol,
mostrando que a
permeabilizacdo
utilizada foi eficiente.
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Observacoes

Tabela 2.3 — Resumo de alguns artigos relevantes sobre a producdo de sorbitol e 4cido gliconico pela enzima GFOR (continuagao).

Condigoes

Resultados

Autor / Produtos
WILBERG (1995)

Sorbitol e Acido
Gliconico

Células livres (perm. com

CTAB), com o pH mantido em

6,2, e as concentragdes de
cada substrato variaram
de 100 a 400 g/LL

Os resultados
evidenciaram uma maior
afinidade da enzima
GFOR pela frutose.

As taxas variaram de
1:50 a 3754 ggliconato/ gcélula-h.

FERRAZ (1999)

Sorbitol e Acido
Gliconico

Imobilizacdo das células
(permeabilizadas com

CTAB) em alginato de célcio e

um modulo de membranas de

fibras ocas com o pH mantido
6,2 e os substratos a 100 g/L.

Realizag¢do do acoplamento do

biorreator de membrana a

unidade de eletrodialise para a
remocao simultanea do acido
gliconico formado durante a

reacao.

O acido gliconico foi
eficientemente removido
ao realizar a acoplamento.

Observou-se uma maior
estabilidade a enzima,
permitindo uma operagao
por mais de 60 horas sem
nenhuma diminui¢ao da
atividade enzimatica.

células confinadas no modulo de
membranas

33 ggliconato/ gproteina-h

células imobilizadas em alginato de
calcio
4 ggliconato/ gproteina.h

Para concentracoes

SILVEIRA et al.
(1999)

Sorbitol e Acido
GlicOnico

Células livres (permeabilizadas
com CTAB), com o pH mantido
em 6,2, ¢ as concentragdes de
cada substrato variando de 100 a

750 g/L em razdo equimolar.

horas) com produtividades de 1,6 e 1,5

Rendimento de maximo de 91 % (8 superiores a 650 g/L no
foi observado nenhuma
melhora adicional no
Rendimento.

Este trabalho mostrou o

g/gc..h para o 4cido gliconico e
sorbitol, para os substratos a 650 g/L..

FONSECA (2003)

Sorbitol e Acido
Gliconico

Células imobilizadas

(permeabilizadas com CTAB)
em K-carragenato, em um reator
do tipo cesta agitada a 200 rpm
e 200 g/L de cada substrato.

esquema operacional
utilizado agrega
estabilidade e
reprodutibilidade ao
sistema enzimatico.

0583 ggliconato/gcélula.h-
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Tabela 2.3 — Resumo de alguns artigos relevantes sobre a producdo de sorbitol e 4cido gliconico pela enzima GFOR (continuagao).

Autor / Produtos

Condigoes

Resultados

Observacoes

ERZINGER e
VITOLO (2006)

Sorbitol e Acido
GlicOnico

Foram utilizadas células livres
(permeabilizadas com CTAB e
intactas) e células imobilizadas
em alginato de célcio, o pH foi
mantido em 6,2 com de adi¢cao
de NaOH, ¢ a concentragao dos
substratos foram de 100 g/L.

O acido gliconico e o sorbitol tiveram

Produtividades iguais e

correspondentes a 177,1 (células livres

e ndo permeabilizadas), 112,7

(células livres e permeabilizadas)
e 93,7 g/L.h (células imobilizadas

em alginato de célcio)

SATORY et al.
(1997)

Sorbitol e Acido
Lactobidnico

Utilizou sistemas em modo
batelada, batelada alimentado e
continuo, utilizando a enzima
purificada e os substratos a 0,5
M. O pH foi mantido em 6,2.
No modo continuo o sistema fez
uso de uma membrana de UF
com massa molecular de corte
de 10 kDa e com um tempo de
residéncia de 16,7 horas.

Modo batelada: rendimento maior
que 95 % em um tempo de 60 horas.

Modo batelada alimentada: a

conversdo foi mantida a um valor
constante de 90 % por mais de 150

horas. No modo continuo uma

conversao estavel de 44 % foi obtida,

com uma produtividade de
110 g/L.dia durante 3 dias.

CARRA et al. (2005)

Sorbitol e Acidos
Aldonicos

As aldoses utilizadas nos
ensaios glicose, maltose, lactose
e galactose, contendo
240 mL de solugao 0,7 M de
frutose/aldose e 25 g/L de
células livres (permeabilizadas
com CTAB). O pH foi mantido
em 6,4.

Rendimentos de 95 e 86 %,
respectivamente para os acidos

glucdnico e altobidnico, e de 80 %

para o lactobionico e galactonico.

A maxima velocidade de formagao de
produto, medida nas primeiras horas

de processo, foi de 0,49 mol/L.h
(acido gluconico), 0,16 mol/L.h

(acido maltobidnico), 0,12 mol/L.h
(acido galactonico) e 0,095 mol/L.h

(acido lactobidnico).

Afinidades decrescentes
do complexo enzimatico
foram observadas com
misturas de frutose com
glicose, maltose, galactose
e lactose.
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2.5 — Processo de Separa¢io por Membranas

A integragdo das etapas de produ¢do e separacdo, visando reduzir o tempo e os
custos de processamento, ¢ fundamental para a consolidacdo dos processos
biotecnologicos (SCHUGERL ¢ HUBBUCH, 2005). Acidos organicos, como, por
exemplo, os acidos latico, gliconico, succinico e citrico, sdo intensamente usados na
industria de alimentos e quimica. Para se obter estes acidos com as propriedades
requeridas para seu uso final, é necessario utilizar varios estagios de separacdo. Os
processos tradicionais tém sido projetados com um ou varios estagios de precipitacao,
os quais produzem uma grande quantidade de efluentes com altas concentracdes de sais.
De modo a reduzir este impacto ambiental, os processos de separacdo por membranas
surgem como uma rota alternativa para a producao destes acidos (NAGARALE et al.,
2006).

Os processos de separacdo por membranas vém despertando um crescente
interesse para aplicacdes industriais em areas de alta tecnologia como a biotecnologia e
nanotecnologia, em vdarios processos de purificacdo. Estes processos t€ém como
vantagens o baixo consumo de energia e o facil escalonamento. Os avangos na
tecnologia de membranas, especialmente em novos materiais, podem tornar esta
tecnologia mais competitiva do que os processos tradicionais que requerem intensa
energia e sdo ambientalmente desfavoraveis (NAGARALE et al., 2006).

A eletrodidlise ¢ um método promissor € com muitas perspectivas de uso devido
ao desenvolvimento dos processos de separagdo por membranas durante as décadas de
80 e 90 (HABOVA et al., 2004). A eletrodialise, em muitos casos, ¢ um processo de
separacdo bastante eficiente quando componentes carregados precisam ser separados a
partir de determinadas solucdes. A eletrodidlise tem sido utilizada em varias aplicagdes
industriais, como por exemplo, na recuperacdo de dacidos, recuperacdo de metais

pesados e tratamento de agua (NAGARALE et al., 2004, WANG et al., 2006).

2.5.1 — Eletrodialise

Eletrodialise ¢ um processo que se baseia no transporte seletivo de ions através de
uma membrana devido ao gradiente de potencial elétrico aplicado entre as membranas
contendo grupos idnicos fixos. Na eletrodidlise, quando uma diferenca de potencial ¢

aplicada em uma solucdo salina, os ions positivos (cations) migram para o eletrodo
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negativo (o catodo), enquanto que os ions negativos (anions) migram para o eletrodo
positivo (o anodo). Moléculas neutras ndo sdo afetadas por essa forga motriz e,
conseqlientemente, os componentes i6nicos podem ser separados. Membranas contendo
grupos i6nicos fixos em sua estrutura sdo utilizadas para controlar a migracdo dos ions.
Essas membranas sdo eletricamente condutoras (BASTOS, 2005).

O principio do processo de separagdo por eletrodialise ¢ ilustrado na Figura 2.10,
que apresenta o esquema de uma montagem tipica de uma célula de eletrodialise,
mostrando uma das formas mais comuns de eletrodidlise utilizada para dessalinizagdo e
deionizacdo. Membranas cationicas e anionicas sdo colocadas alternadamente entre um
catodo e um anodo, cada par formando uma célula individual. Os anions ndo passam
pela membrana carregada negativamente, assim como os cdtions ndo atravessam a
membrana carregada positivamente. Fazendo que a concentragdo de espécies iOnicas
diminua na alimentacdo, gerando uma corrente diluida, € a0 mesmo tempo uma corrente
concentrada em espécies idnicas vai sendo gerada como ilustra a figura (BAKER,

2004).

+ - |+ T -1+ T - |+ T - |+ -
Anodo t gl § +
\ + +; +;.
Corrente
3 e - v- concentrada
— < |—- < |—- /
Alimentagﬁo A T A A A t A } \ 4
Catodo

Figura 2.10 — Esquema ilustrando o principio da eletrodidlise.

O desempenho dos processos de eletrodialise em aplicagdes praticas ndo esta
somente relacionado com as propriedades da membrana, mas também com os
parametros de processo, tais como vazdo de de alimentagdo e projeto da célula e do
espagador. Esses parametros afetam diretamente o custo do processo. O principal
arranjo utilizado nos eletrodialisadores ¢ denominado de placa-quadro, conforme

ilustrado na Figura 2.11. Em geral, um sistema de eletrodialise industrial pode conter de
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200 a 1000 membranas de troca anidnicas e catidnicas formando 100 a 500 pares de

célula.

Membrana de troca catidnica Espagadar Membrana de toca anigmica
Concentrade —*“':::7;!-} - .-f""" Concenrade
Diido ] | G sttt [ a et

o

Alimetagio — ] bt !!F_,i ﬁr— Alimentagio

Célula diluida Celula concentrada

Figura 2.11 — Eletrodialisador utilizando um esquema de célula tipo placa-quadro

(STRATHMANN, 1995).

Uma das principais dificuldades em um eletrodialisador ¢ assegurar uma
distribuicdo uniforme da vazdo de alimentagdo nos varios compartimentos. Essa
distribuicao ¢ fundamental no controle da polarizagdao da concentracao e da formacao de
incrustagdes (“fouling”) na membrana. A polarizacdo da concentracdo conduz a uma
diminuicdo de ions na camada limite proximo a superficie da membrana, na célula
contendo a solucdo diluida, ¢ um aumento de ions na camada limite proximo da
superficie da membrana, na célula contendo a solucdo concentrada. A intensidade do
efeito de polarizacdo da concentragdo ¢ determinada pela densidade da corrente elétrica,
pelas caracteristicas da célula, pelo modelo do espacador e pela velocidade de
escoamento das solu¢des diluidas e concentradas. Para reduzir a polarizacdo da
concentragdo ¢ os efeitos relacionados a formagdo de incrustacoes, a distribui¢do da
vazao de alimentacdo da solucdo deve ser uniforme através de cada compartimento.
Neste sentido, o espacador deve promover o méximo de agitagdo na corrente de

alimentagdo e causar o minimo de perda de carga (STRATHMANN, 1995).

2.5.2 — Membranas de Troca Ionica

O desenvolvimento dos processos baseados em membranas de troca idnica

comecaram em 1890 com o trabalho de Ostwald, que estudou as propriedades de
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membranas semipermeaveis e descobriu que as membranas podem ser impermeaveis
para alguns eletrolitos. Em 1911, Donnan desenvolveu uma equacao matematica para
descrever a concentra¢do de equilibrio, que foi denominado de “potencial de exclusdo
de Donnan”. Em 1930, Sollner apresentou a idéia de membranas anfbteras, ambas
contendo grupos idnicos carregados positivamente e negativamente ¢ mostrando
distintas propriedades no transporte de ions. Em torno de 1940, interesses na aplicagao
industrial levaram ao desenvolvimento de uma membrana de troca idnica sintética com
base na policondensac¢do do fenol-formaldeido. Ainda na década de 40, Meyer e Strauss
propuseram um processo de eletrodidlise no qual membranas anidnicas e catidonicas sao
colocadas de maneira alternadas em séries para formar varios compartimentos paralelos
da solucdo entre os dois eletrodos (XU, 2005).

Juda e McRae da Ionics Inc., em 1950 desenvolveram uma membrana de troca
i0nica estavel, altamente seletiva e com baixa resisténcia elétrica, e isso fez com que a
eletrodidlise baseada em membranas de troca ionica fosse rapidamente utilizada em
processos industriais para a desmineralizagao e concentragdo de solucdes eletroliticas.
Desde entdo as membranas de troca idnica e eletrodidlise t€ém sido melhoradas e
amplamente usadas em muitos campos. Por exemplo, em 1960, a primeira producao de
sal a partir da 4gua do mar foi realizada pela empresa Asahi Co. utilizando membranas
seletivas para ions monovalentes; em 1969, o termo eletrodialise inversa foi
introduzido, referindo-se a um modo de operagdo no qual a unidade trabalha por um
grande periodo sem a precipitacdo ou deposi¢do de sal sobre as membranas e eletrodos;
em 1970, uma membrana trocadora de cations quimicamente estavel baseada em
politetrafluoretileno foi desenvolvida pela Dupon, denominada Nafion®, sendo usada
em larga em escala a produgdo industrial de alcalis e estocagem de energia ou sistemas
de conversao (células combustiveis) (XU, 2005).

Através do desenvolvimento de novas membranas de troca ionica com melhor
seletividade, baixa resisténcia elétrica e melhores propriedade mecanicas, térmicas e
quimicas, surgiram outras aplica¢des além da dessaliniza¢do da 4gua do mar. Elas vém
ganhando um amplo campo de interesse na industria de alimentos, medicamentos e
processos quimicos bem como na biotecnologia e no tratamento de agua (XU, 2005).

Uma importante caracteristica das membranas de troca idnica ¢ a sua
permeabilidade aos contra ions e a sua impermeabilidade aos co-fons (ions com a
mesma carga do grupo fixado na membrana), conforme pode ser observado na Figura

2.12 (NUNES e PEINEMANN, 2001).

35



' coo™ | _
4 \ [ L coo
oo~ \ / <
__;(\ _ { T
7 €00 / .
\ ) [ coo™
coo” . M
5 oo~ Jb_% e
T \ \,i
] J .-"
Coo™ (Velom / y
[ COO I"‘r” coo-

Figura 2.12 — Membrana catidnica com grupos carboxilicos fixados na matriz
polimérica, sendo permeavel a cations como o sédio e impermeavel a anions como 0s

cloretos (BAKER, 2004).

Os parametros importantes para a caracterizagdo de membranas de troca i6nica sdo
as propriedades hidrofobica e hidrofilica da matriz polimérica, a distribui¢do de
densidade de cargas e a morfologia da propria membrana. Todos esses parametros nao
somente determinam as propriedades mecanicas, como também possuem uma influéncia
consideravel na sor¢do de eletrélitos e nao eletrolitos. A dificuldade na otimizacdo das
propriedades de membranas de troca idnica ocorre porque, geralmente, os pardmetros
que favorecem uma determinada propriedade tém efeitos opostos sobre as demais. Por
exemplo, um alto grau de reticulacdo confere maior resisténcia mecanica a membrana,
mas também aumenta a resisténcia elétrica. Uma alta concentracdo de cargas iOnicas
fixadas na matriz da membrana resulta em uma baixa resisténcia elétrica, mas, em geral,
causa um alto grau de inchamento combinado com reducdo na estabilidade mecanica

(BASTOS, 2005).

2.5.3 — Aplicacoes

As aplicagoes da eletrodialise para a induastria de alimentos e biotecnologia
incluem a desmineraliza¢do do suco da cana de agucar, dessalinizagdo de soro do queijo

usado na formulacdo de sorvetes, bolos, paes e molhos, desacidificagdo de suco de

frutas e estabilizagdo de vinhos (NAGARALE et al., 2006).
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Acido tartarico, por exemplo, pode ser recuperado a partir de aguas residuais da
indastria de sucos (ANDRES et al., 1997). Os acidos acético e propidnico, produzidos
durante fermentagdo usando Propionibacterium (WEIER et al., 1992) podem ser
recuperados do meio fermentativo. O é4cido fenilacético, um subproduto indesejavel da
hidrolise da penicilina G, a qual é matéria-prima na fabricacdo das penicilinas semi-
sintéticas, também pode ser removido do meio reacional (CHEN et al., 1995). Muitos
aminoacidos podem ser separados e concentrados usando esta técnica (KIKUCHI et al.,
1995).

FERRAZ et al. (2001) avaliaram a produgao de sorbitol e acido gliconico por uma
unidade de eletrodidlise acoplada a um reator com cé€lulas permeabilizadas e
imobilizadas de Zymomonas mobilis. Os resultados apresentados pelos autores
mostraram que a unidade de eletrodialise acoplada ao biorreator permitiu uma eficiente
remocao do acido gliconico do meio reacional, bem como uma melhora na estabilidade
da enzima, ndo sendo observada nenhuma redu¢do da taxa de reagdo, mesmo depois de
60 horas de reacao. Por outro lado, quando o NaOH foi aplicado para neutralizar o 4cido
gliconico produzido, verificou-se uma redugdo de 80 % da taxa de reacdo no mesmo
periodo. Com base nos resultados, os autores formularam uma hipotese de que a
estabilidade da enzima est4 associada com o acumulo de gliconato no meio reacional.

E na produgdo do &cido lactico, dentre todos os acidos produzidos por
fermentagdo, que a eletrodialise tem sido mais estudada. BOYAVAL et al. (1987)
usaram Lactobacillus helveticus para produzir acido lactico, que era convertido em
lactato de sodio pela adi¢do de hidroxido de so6dio, empregado para manter o pH em 5,5.
O lactato formado era, entdo, removido por eletrodialise. J&4 HONGO et al. (1986)
usaram Lactobacillus delbrueckii mas, diferentemente, o pH do meio era controlado
pela remocdo continua do acido produzido por eletrodidlise, sem necessitar da adi¢ao de
neutralizante.

A eletrodidlise pode ser usada também para converter o lactato produzido em
acido lactico (NARABSKA e KURANTOWICZ, 1998), Neste caso, o uso de
membranas bipolares ¢ mais adequado. Membranas bipolares sdo importantes
instrumentos para obten¢do de acidos e bases a partir de seus sais correspondentes
(STRATHMANN, 1995). O funcionamento de uma unidade empregando membranas

bipolares ¢ ilustrado na Figura 2.13.
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Figura 2.13 - Disposicao de uma unidade de eletrodidlise contendo uma membrana

bipolar para a produgdo de acido e base a partir do sal correspondente (FERRAZ, 1999).

HABOVA et al. (2004) utilizaram um método de eletrodialise em dois estagios,
sendo no primeiro estdgio realizado a concentracdo do lactato de sodio usando
membranas de troca idnica. No segundo estagio foi feita a conversao do lactato de sddio
a acido latico por eletrodialise com membranas bipolares. O acido latico foi recuperado
tanto a partir de solu¢cdes modelos bem como a partir do caldo fermentado. As tentativas
com soluc¢des modelos tiveram como objetivo determinar as condic¢des satisfatorias para
os experimentos de eletrodialise e também a investigacdo do tempo de duragdo do
processo sob diferentes condi¢des. Antes dos experimentos de eletrodidlise, o meio
fermentado foi pré-tratado por ultrafiltracdo visando a remocdao de cor e de ions
metalicos multivalentes. Apds o primeiro estagio da eletrodidlise, a concentragdao obtida
do lactato foi de 175 g/L e, apds o segundo estagio, a concentracao final do acido latico
regenerado foi de 151 g/L.

WANG et al. (2006) estudaram a remogdo de acidos organicos (acido adipico e
butirico) a partir de efluentes salinos oriundos da manufatura do ciclohexanona
utilizando apenas eletrodidlise com membranas de troca anidnica. Com base nos
resultados obtidos, observou-se que a utilizagdo da eletrodidlise para a remog¢ao desses
acidos se mostrou tecnicamente viavel quando comparado a destilagdo, pelo fato de ndo
ocorrer mudanga de fase e pelo baixo consumo de energia.

PERETTI (2006) avaliou a utilizacio de técnica de eletrodidlise como uma
alternativa para a separacdo de acido lactobidnico a partir de solu¢des contendo frutose,
lactose e sorbitol, provenientes do processo biotecnologico catalisado pela enzima
GFOR de Zymomonas mobilis. Estes experimentos foram feitos em um sistema de

eletrodidlise contendo trés compartimentos. No compartimento intermediario era
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adicionada a solu¢do de acido lactobidnico proveniente da conversdo e nos outros
compartimentos eram colocadas as solugdes de NaCl para os eletrodos. Foram
utilizados apenas um par de membranas de troca idnica separados por uma distancia de
7 cm. Neste trabalho foram avaliadas diferentes voltagens aplicadas a unidade de
eletrodialise, sendo 15 V a melhor condicdo, tendo uma recuperacao de 38,7 % em 250
min para uma solucdo sintética de acido lactobionico a 20 g/L. J& a recuperacao do
acido lactobidnico proveniente de uma solucdo contendo todos os componentes do

ensaio de conversdo (lactose, frutose e sorbitol) foi de 14 % no mesmo periodo.

Neste capitulo foi observado que grande parte dos estudos que empregam a
enzima GFOR presente nas células de Zymomonas mobilis, estdo relacionados a
produgdo sorbitol e acido gliconico. De acordo com JONAS e SILVEIRA (2004), este
bioprocesso ¢ invidvel devido ao baixo valor agregado do acido gliconico, entretanto, €
possivel tornar viavel este bioprocesso produzindo um acido aldénico de maior valor
agregado, como o acido lactobionico, que € cerca de 70 vezes mais caro que o acido

gliconico. Diante disso, os objetivos especificos desta pesquisa sdo:

e Avaliar a influéncia das células provenientes de diversos meios de cultivo da
bactéria Zymomonas mobilis sobre a taxa de formagdo do acido lactobidnico e
sorbitol catalisada pela enzima GFOR, bem como avaliar a reprodutibilidade e
repetividade dos experimentos;

e Estudar o efeito do pH, temperatura, concentracdo de células e de agucares,
sobre a taxa de formacdo do acido lactobionico e sorbitol através de um
planejamento experimental;

e Estudar a influéncia da vazao de circulacdo ¢ o modo de confinamento das
células sobre a taxa de formacgdo do acido lactobidnico e sorbitol catalisada
pela enzima GFOR no biorreator a membrana;

e Avaliar alguns pardmetros importantes sobre a taxa de remocdo do acido
lactobidnico no sistema de eletrodidlise, através de um planejamento
experimental;

e Realizar a integracdo do processo através do acoplamento do sistema reacional

ao sistema de separacao.
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3-METODOLOGIA

3.1 — Microorganismo e Manutencio

O microorganismo utilizado neste trabalho foi a bactéria Zymomonas mobilis
linhagem CP4 (ATCC 31821), fornecida pelo Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco. A manutengdo foi feita em um meio de cultivo
contendo 5 g/L. de extrato de levedura e 20 g/L de glicose. Apds a inoculacdo, as células
eram incubadas por 24 horas a 30 °C e, entdo, estocadas a 4 °C.

Neste trabalho foram avaliados 8 meios de crescimento para a realizacdo das
fermentacdes, cuja composi¢ao pode ser vista na Tabela 3.1. Como ¢ possivel observar,
foram utilizados meios ricos € meios com composi¢do definida, variando em alguns a
concentragdo de glicose no meio de cultivo, com objetivo de avaliar a influéncia deste
componente durante as reagdes enzimaticas. Nao foi avaliado nenhum meio com
concentragdo de glicose acima de 150 g/L devido a inibi¢ao por substrato (ERZINGER
etal., 2003).

As solugdes de glicose e a de cada um destes sais apresentados na Tabela 3.1
foram esterilizadas separadamente a 121°C por 20 minutos e misturadas a frio,
assepticamente. A solugdo de sulfato ferroso teve o seu pH ajustado para 3,0 a fim de se

evitar a precipitacdo do mesmo.
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Tabela 3.1 — Composi¢ao dos meios.

Nutrientes Meio 1' Meio 2° Meio 3A Meio 3B° Meio 4A* Meio 4B Meio 5A° Meio 5B
Glicose (g/L) 100,00 100,00 100,00 150,00 100,00 150,00 100,00 150,00
Extrato de
5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 — —
Levedura (g/L)
(NH4)»SO4 (g/L) 1,00 1,00 2,00 2,00 --- - - -
MgS0,.7H,0 (g/L) 0,50 1,00 1,00 1,00 - --- 2,00 2,00
KH,PO, (g/L) 1,00 - 3,50 3,50 - - 3,50 3,50
Pantotenato
--- 0,01 --- -— --- -—- 0,005 0,005
de calcio (g/L)
FeS0,.7H,0 (g/L) --- --- 0,01 0,01 - --- 0,005 0,005
Citrato de
--- - 0,20 0,20 - - - -
sodio (g/L)

NH,C1 (g/L) - - - - — - 1,00 1,00
K,HPO, (g/L) - - - — — — 1,75 1,75
ZnSO,4.7H,0 (g/L) --- -— -— --- --- --- 0,0012 0,0012
MnSO,.7H,0 (g/L) --- -— -— --- --- -—- 0,0007 0,0007
KCl (g/L) --- -— -— --- -—- --- 0,008 0,008
NacCl (g/L) --- -— --- -—- -—-- - 0,008 0,008

1 — ERZINGER et al., 2003; 2 — WILBERG et al., 1995; 3 — ERZINGER & VITOLO,
2006; 4 — FERRAZ et al., 2001; 5 — ALVES, 1993; A — meios com 100 g/L de glicose;

B — meios com 10 g/L de glicose; mesma composi¢do dos meios 4, 3 e 5,

respectivamente, variando apenas a concentragao de glicose.

3.2 — Cultivo

Células de Zymomonas mobilis foram cultivadas a 30 °C, sem agitacdo ¢ sem

controle de pH. O preparo do indculo para cada meio foi feito padronizando-se o tempo

de cultivo, como mostra a Figura 3.1. A inoculagdo das células foi feita em 18 h de

cultivo para todos os meios de crescimento, utilizando-se um in6culo a 5 ¢ 10 % (v/v)

para os meios com 100 e 150 g/L, respectivamente.
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Figura 3.1 — Esquema de preparo de inoculo e cultivo: (a) procedimento utilizado
para os meios contendo 100 g/L de glicose, (b) procedimento utilizado para os meios

contendo 150 g/L de glicose.

Para avaliar a influéncia dos diferentes meios de cultivo sobre a taxa enzimatica de
formagao do acido lactobionico catalisada por células permeabilizadas de Zymomonas
mobilis. Os estudos cinéticos foram feitos de acordo com o diagrama da Figura 3.2,
avaliando-se a reprodutibilidade e a repetitividade dos exerpimentos.

A reprodutibilidade de experimentos se refere ao grau de concordancia entre os
resultados das medi¢cdes de um mesmo mensurando. Desta forma, para cada meio de
cultivo, foram feitas trés fermentagdes, avaliando-se a variabilidade induzida por cada
fermentacgdo sobre a taxa de reacdo enzimatica.

A repetitividade dos ensaios se refere ao grau de concordancia entre os resultados
das reagdes enzimaticas realizadas em triplicata para cada fermentagdo, sendo efetuadas
sob as mesmas condigdes de medigao.

Assim, para a avaliagdo dos meios de cultivo foram realizadas trés fermentacdes
distintas, e com as células provenientes de cada uma das fermentacdes foram realizadas

trés reacdes enzimaticas, totalizando nove reagdes para cada meio.
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Figura 3.2 — Diagrama para avaliacao da reprodutibilidade e repetitividade.

3.3 — Permeabilizacao Celular

Apo6s a fermentacdo, as células foram centrifugadas a 11.682 g (10.000 rpm) por
10 min (centrifuga Jouan CR3i), sendo em seguida permeabilizadas com brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) em uma propor¢ao de 0,04 gcrap/gecna (REHR et al.,
1991). A suspensao foi homogeneizada e mantida sob agitacdo constante através de um
agitador magnético por 30 minutos a temperatura ambiente, em seguida, as células

foram centrifugadas e ressuspensas em agua, com pH ajustado para 6,2.

3.4 — Metodologia Analitica

3.4.1 — Concentraciao Celular

A concentra¢do celular para cada meio estudado foi determinada através da
medida de absorbancia a 600 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu UV mini 1240),
convertida para concentragao através de uma curva de calibragdo obtida por gravimetria
(massa seca). Para a analise da massa seca, apos a fase exponencial de crescimento, 3
aliquotas de 50 mL de cada meio de cultivo foram retiradas sob agitacdo constante e
centrifugadas por 10 minutos a 11.682 g (10.000 rpm). As células foram ressuspensas
com cerca de 4 mL de dgua e transferidas para recipientes previamente pesados, e sendo

submetida a secagem em estufa a 85 °C, durante 24 horas, até a massa ficar constante.
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3.4.2 — Concentracao dos substratos e produtos

O monitoramento da concentracao de lactose durante as reagdes enzimaticas foi
realizado a partir de aliquotas retiradas do meio reacional que foram posteriormente
centrifugadas e logo ap6s analisadas por um método enzimatico. Para isto foi utilizada a
enzima f—Galactosidade (Sigma G5160-25 KU) para promover a quebra de lactose em
galactose e glicose, sendo em seguida utilizado o kit de Glicose SL da CELM
(Companhia Equipadora de Laboratérios Modernos). Este kit ¢ composto de reativo
tampao fenol/fosfato pH 7,4, de uma solucdo estabilizada de enzimas glicose-oxidase,
peroxidase e 4-aminofenazona e de uma solugdo padrao de glicose de 100 mg/dL.

A metodologia utilizada por SANCHEZ-MANZANARES et al. (1993), para
determinar lactose a partir de um método enzimatico, foi modificada neste trabalho.
Eram adicionados 80 pL. de amostra, 20 pL de dgua destilada, 200 uL. de tampao citrato
a pH 6,6 ¢ 50 pL de uma solu¢do contendo a enzima P—Galactosidase com 3000
UA/mL. As amostras permaneciam em agitagdo constante durante 1 hora em agitador
orbital (Certomat MOII , B. Braun Biotech International) a 25 °C e 400 rpm; apds esse
periodo, adicionava-se a cada tubo 1,0 mL do reativo do kit de Glicose SL, incubando-
os a 37 °C por 10 minutos, e procedendo-se a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 510 nm.

As concentragdes de produtos e reagentes envolvidos na reagdo enzimaticas foram
determinadas a partir da massa de NaOH adicionada ao reator para fazer o controle do
pH. Além dessa metodologia, foi utilizada também a cromatografia liquida de alta
performance para determinar estes componentes. Foi utilizado um HPLC da Shimadzu
(DGU-20A5), usando uma coluna para acidos organicos SCR 102-H e pré-coluna SCR-
N (Shimadzu), dotada de um detector de indice de refragdo. A fase movel era adgua
ultrapura (obtida em aparelho Milli-Q) a uma vazao de 0,6 mL/min até 8,7 minutos,
apos isso a vazao foi diminuida para 0,05 mL/min de 8,7 a 9,1 e mantida a 0,05 mL/min
até 11,5 minutos, retornando em seguida para 0,6 mL/min, a temperatura da coluna 80
°C.

Nos experimentos utilizando o sistema de eletrodidlise, a concentracdo de acido
lactobionico foi também monitorada indiretamente pela condutividade da alimentacao
(condutivimetro Quimis), por permitir uma medida rapida e em linha.

As curvas de calibracdo para cada uma das metodologias empregadas, bem como

o detalhamento das mesmas, encontram-se no Apéndice A.
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3.5 — Confinamento das Células em Membranas de Fibras Ocas

Os modulos de membranas de microfiltragdo utilizados para o confinamento das
células permeabilizadas foram fornecidos pela empresa PAM Membranas Seletivas
LTDA (RJ). As dimensdes tipicas dos modulos eram de 25 cm de comprimento, com
diametro interno do modulo de 2,2 cm, area de permeacao de 0,06 mz, 100 fibras. A
permeabilidade hidraulica situava-se em torno de 100 L/h.m”.bar para um efluente saido
do tratamento bioldgico, a uma pressao de 0,5 bar e vazdo de 2,9 L/h (dados fornecidos
pela PAM Membranas Seletivas).

Quanto ao confinamento das células, dois tipos de configuragdes podem ser
utilizados. No primeiro tipo (Figura 3.3 (A)), as células sdo aprisionadas no interior das
fibras cujas extremidades sdo, entdo, vedadas. O substrato ¢ circulado por fora,
juntamente com os produtos formados. Em outro modo (Figura 3.3 (B)), a suspensdo
concentrada de células ¢ introduzida no espago externo as fibras e as saidas sdo
obstruidas. A alimentacdo ocorre por dentro das fibras (Ferraz, 1999). Ambas as

configuracdes sdo ilustradas na Figura 3.3.

{—f" células no

x f_\ interior das

| leeree™) fibras
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Figura 3.3 - Modos de confinamento das células no méddulo de fibra oca. (A)
células confinadas no interior das fibras, (B) células confinadas no exterior das fibras

(FERRAZ, 1999).
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Como o modulo utilizado ¢ de microfiltragdo, as células possuem um tamanho
maior que o dos poros da membrana, ficando retidas na regido em que foram
confinadas. As moléculas de substrato difundem-se através dos poros da membrana para
o compartimento adjacente onde sdo convertidas pelo biocatalisador, e os produtos

difundem-se de volta, recirculando com o substrato ndo convertido.

3.6 — Unidade de Eletrodialise

Uma célula de eletrodidlise foi projetada e construida, consistindo de 9
compartimentos feitos de acrilico, separados por membranas de troca idnica, com uma
area efetiva total de 226,2 cmz, como mostra a Figura 3.4. Entre cada um dos
compartimentos, era colocado um anel de vedacdo, afim de evitar problemas com
vazamentos. A unidade de eletrodidlise era composta por 4 membranas de troca
catidnica e 4 de troca anionica, colocadas alternadamente e separadas por um distancia
de 7 mm cada. Foram empregadas membranas de troca catidnica e anionica fornecidas
pela empresa Hidrodex LTDA e também membranas da Ionics (CR 67 HMR-412 e AR
204 SZRA-412) (GE Waters).

De acordo com a Figura 3.4, nos testes em batelada, a alimentagdo (1) contendo
solucdes sintéticas de frutose, lactose, sorbitol e &dcido lactobidnico (volume total de 150
mL) era bombeada para os canais 5, 7 ¢ 9. Como a frutose, lactose e sorbitol sdo
moléculas sem cargas, as mesmas ndo sdo atraidas pelas membranas de troca idnica,
saindo pela corrente diluida (2), enquanto que acido lactobidonico permeia para os
compartimentos 4, 6, 8 e 10, saindo pela corrente concentrada (12), sendo recolhido no
tanque (15). A corrente concentrada continha, inicialmente, apenas dgua destilada. Todo
o sistema era mantido em recirculacdo com o auxilio de duas bombas (Cole Parmer,
modelo Gear Pump Console Drive), uma para cada corrente. No compartimento dos
eletrodos (3 e 11), que comportavam cerca de 400 mL cada, foram utilizadas solugdes
de NaCl em diferentes concentragdes, como serd mostrado no Capitulo IV. Uma
diferenca de potencial era aplicada aos eletrodos de carbono (13 e 14) usando uma fonte
de corrente continua (Instrutherm, modelo FA-3050), gerando corrente elétrica. A

Figura 3.5 mostra a foto da unidade de eletrodialise utilizada nos experimentos.
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Figura 3.4 — Representagdo esquematica da célula de eletrodidlise usada nos
experimentos. A alimentagdo (1) é feita nos compartimentos 5, 7 ¢ 9, sendo os
compostos nao-idnicos retirados na corrente diluida (2), enquanto que o 4acido
lactobionico ¢ removido pelos compartimentos 4, 6, 8 e 10, saindo pela corrente

concentrada (12) para o tanque (15). A voltagem era aplicada aos eletrodos de carbono

(13 e 14) que ficam imersos no compartimento da solugao eletrolitica (3 e 11).

Figura 3.5 — Fotografia da unidade de eletrodialise utilizada nos experimentos
onde: 1 — fonte de corrente continua; 2 — bomba; 3 — alimentagdo (corrente diluida); 4 —

permeado (corrente concentrada); 5 célula de eletrodialise; 6 — condutivimetro

47



Em alguns estudos do sistema integrado, foi utilizada, também, uma unidade
comercial de eletrodialise (PCCell, modelo GmbH ED 64-0-02), contendo 10 pares de
membranas com uma éarea total de 1280 cm?, separadas por uma distancia de 0,5 mm

uma da outra, contendo eletrodos de titdnio cobertos com platina.

3.7 — Estudos Cinéticos

3.7.1 — Células Livres

As reagoes envolvendo células livres foram realizadas com solugdes equimolares
de lactose (50 g/L) e frutose (25 g/L), que eram introduzidas no reator encamisado
mantido a temperatura constante de 39 °C, controlado por um banho termostatico
(Haake, modelo Fisions DC3). Para iniciar a reagao, as células livres eram adicionadas
ao meio sob agitacdao constante, de forma a se obter uma concentracao final de células
de 10 g/L. O volume do meio reacional foi de 30 mL e valor do pH do meio reacional
foi mantido em 6,2 e controlado por um pHmetro (Chemcadet, modelo 565200)
acionava uma bomba peristaltica (Masterflex, modelo 77120-50), adicionando uma
solucdo de hidroxido de sédio de concentragdo conhecida. As adigdes da solucdo de
NaOH eram registradas por uma por uma balanga digital (OHAUS Explorer).

As condicdes apresentadas anteriormente para os estudos cinéticos com células
livres foram adotadas na etapa de avaliagdo dos meios de cultivo. Apds estabelecer qual
o melhor meio de cultivo, foi realizado um planejamento experimental, tendo como
variaveis: pH, temperatura, concentragdo de agucares e de células. As Figuras 3.6 ¢ 3.7
mostram o esquema e uma foto, respectivamente, do sistema utilizado nos estudos com

células livres.
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Figura 3.6 — Arranjo esquematico utilizado nos estudos com células livres, onde: 1
— balanca; 2 — solugdo de NaOH; 3 — bomba; 4 — sistema de controle de pH; 5 —

biorreator.

Figura 3.7 — Foto do sistema utilizado nos estudos com células livres, onde: 1 —

balanca; 2 — solu¢do de NaOH; 3 — bomba; 4 — placa de agitagdo; 5 — sistema de

controle de pH; 6 — banho termostatico; 7 — biorreator encamisado.

3.7.2 — Células Confinadas no Modulo de Fibras Ocas

Nas reagdes envolvendo as células confinadas em fibras ocas, como pode ser visto
na Figura 3.8 e 3.9, a solucdo dos substratos era circulada com o auxilio de uma bomba
(Cole Parmer, modelo Gear Pump Console Drive) através do médulo de fibras ocas,
ligado a um rotametro (Conaut, modelo 440), retornando para o tanque de alimentacao.
O controle de pH era realizado da mesma forma como descrito anteriormente para

células livres.

49



0
0
0

.
.
.

4 .VVVV

L

Figura 3.8 — Arranjo esquematico utilizado nos estudos com células confinadas em
fibra oca, onde: 1 — balanga; 2 — solucao de NaOH; 3 — bomba; 4 — sistema de controle

de pH; 5 — tanque de alimentagdo; 6 — biorreator de membrana; 7 — rotametro.

Figura 3.9 — Fotografia sistema utilizado nos estudos com células confinadas em

fibras ocas, onde: 1 — balanca; 2 — solucdo de NaOH; 3 — bomba; 4 — sistema de
controle de pH; 5 — placa de agitacdo; 6 — tanque de alimentacdo; 7 — bomba

peristaltica; 8 — banho termostatico; 9 — biorreator de membrana; 10 — rotdmetro.

A etapa do sistema de reacdo e separagdo acoplado ¢ ilustrado na Figura 3.10.
Inicialmente, uma solugdo de lactose (L) e frutose (F) contida no tanque de alimentagao
(1) era bombeada para o modulo de membranas (2) produzindo sorbitol (S) e acido
lactobionico (La), que entravam na unidade de eletrodialise, juntamente com os
substratos ndo reagidos, promovendo a separagdo do acido lactobidnico do meio

reacional.
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Figura 3.10 - Acoplamento das etapas de reagdo e separacdo, onde: 1 — tanque de
alimentacdo; 2 — biorreator de membranas; 3 — unidade de eletrodialise; 4 — bomba; 5 —

tanque contendo acido lactobidnico; 6 — rotametro.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, serdo mostrados os resultados relativos a avaliagdo dos meios de
cultivo, com o objetivo de selecionar o meio de cultivo que proporciona uma maior
producdo da enzima GFOR com base na avaliagdo estatistica dos dados obtidos, além
de verificar a reprodutibilidade e repetitividade do sistema. Apos a escolha do melhor
meio de cultivo, foi feito planejamento experimental para as reagdes enzimaticas
utilizando células livres e permeabilizadas de Zymomonas mobilis para avaliar quais as
melhores condi¢des de pH, temperatura, concentracao de células e agucares. Apos estas
determinagoes, os estudos relacionados a imobilizagdo das células no biorreator foram
feitos com o intuito de verificar a influéncia da vazao de circulagdao, bem como a melhor
forma de confinamento das células no modulo de fibras ocas. Posteriormente, foram
determinadas as melhores condi¢des de remog¢ao do acido lactobidnico através de um
planejamento experimental no sistema de eletrodialise. Por fim, foi feito o acoplamento

dos sistemas de reagdo e separagao.

4.1 — Quantificacdo da Lactose

De acordo com os trabalhos realizados no Laboratorio de Bioprocessos
COPPE/UFRJ, bem como alguns outros trabalhos encontrados na literatura que
estudaram a producdo de sorbitol e 4cido gliconico a partir de frutose e glicose
utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis, ¢ possivel quantificar os
reagentes e produtos envolvidos apenas com o consumo de base adicionada ao meio
reacional para fazer o controle do pH (WILBERG, 1995; FERRAZ, 1999; FONSECA,
2003; ERZINGER e VITOLO, 2006). Devido ao fato de se tratar de uma reagao
equimolar, o nimero de moles de NaOH consumido para neutralizar o 4acido gliconico €
idéntico ao de formagdo de um dos produtos, seja sorbitol ou acido gliconico. Assim, ¢
possivel calcular o consumo de glicose e frutose ao longo do tempo.

A mesma relacdo entre moles de base consumidos e moles de acido produzidos
tem sido considerada na produgdo do acido lactobionico (CARRA et al., 2005). Com
base nisso, foi realizado um estudo para verificar se apenas com o consumo de NaOH ¢
possivel calcular a concentracdo dos produtos e reagentes envolvidos na reagdo

enzimatica.
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Para tanto, foi realizado um experimento de conversdo de sorbitol e acido
lactobidnico a partir de frutose e lactose, respectivamente, utilizando células livres e
permeabilizadas de Zymomonas mobilis. Neste experimento, a concentragdo de lactose
foi monitorada através do consumo do NaOH e, paralelamente, foi utilizado um kit
enzimatico composto das enzimas B-galactosidase, glicose-oxidase e peroxidase, com o
objetivo de quantificar a lactose no meio reacional. A Figura 4.1 mostra a variacdo da
concentragdo de lactose ao longo tempo determinada pelo consumo de NaOH e pelo kit
enzimatico. Este experimento foi feito a uma temperatura de 39 °C, pH 6,2,
concentragdes de agucares de 50 g/L. e concentracdo de células de 10 g/L. Para uma
estimacao do erro experimental, as medidas utilizando o kit enzimatico foram

conduzidas em triplicata.
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50 4 « Kit enzimatico
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Figura 4.1 — Monitoramento da concentragdo de lactose pelo consumo de NaOH e

atrvaés do uso de kit enzimatico.

De acordo com a Figura 4.1 ¢ possivel observar que apenas com o consumo de
NaOH, uma medida direta e rapida, ¢ possivel quantificar indiretamente a lactose, e
assim inferir sobre a concentracdo de sorbitol e dcido lactobidonico formado. Assim, os
estudos a seguir mostram os resultados relacionados com a avaliagdo dos meios de
cultivo utilizando apenas o consumo de NaOH para se determinar a taxa especifica de

formacao de acido lactobidnico.
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4.2 — Avaliacao dos Meios de Cultivo

4.2.1 — Determinacio das Taxas Especificas Médias de Reagao

Ha poucos trabalhos na literatura que falam sobre a producgdo de sorbitol e acido
lactobidnico utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis. Entretanto,
existe uma grande quantidade de trabalhos que tratam da producdo de sorbitol e acido
gliconico por Zymomonas mobilis. Um fato que chama a atengdo nos trabalhos
relacionados 4 producdo de sorbitol e acido gliconico é a grande variedade de meios de
cultivo utilizado pelos autores para o cultivo da mesma bactéria visando a produgdo da
enzima GFOR.

Devido a isso, e ao fato de a produ¢do de sorbitol e acido lactobidnico por
Zymomonas mobilis se tratar de um assunto relativamente recente, este trabalho teve
como um dos objetivos avaliar a influéncia dos meios de cultivo de bactéria Zymomonas
mobilis, comumente utilizados para producdo de acido gliconico e sorbitol, sobre o
desempenho catalitico da GFOR em células permeabilizadas. Além disso, foi avaliado
se a metodologia de preparacdo do indculo padronizado apenas pelo tempo de cultivo
(18 h) mostra-se valida, através de testes estatisticos, como a repetitividade e
reprodutibilidade.

Os resultados dos experimentos que serdo mostrados a seguir, utilizando células
permeabilizadas dos diversos meios de cultivo, foram obtidos nas seguintes condigdes:
temperatura de 39 °C, pH 6,2, concentragdo de lactose 50 g/L e frutose 25 g/L, e
concentragdo de células 10 g/L. O volume total do meio reacional foi de 30 mL.

As Figuras 4.2 a 4.9 mostram o comportamento da taxa especifica de formagao do
acido lactobionico ao longo do tempo catalisada pela enzima GFOR proveniente de
todos os meios investigados. As barras verticais mostram o intervalo de confianga das
reagOes realizadas para cada fermentacdo. Estatisticamente, este teste ¢ denominado
teste t, tendo como objetivo avaliar a existéncia de um intervalo comum as medigdes,
gerando uma confiabilidade estatistica para a média. O intervalo de confianga de cada
medida ao longo do tempo das reagdes com células permeabilizadas de cada

fermentagao foi calculado através da Equagao 4.1.

)_(_
ty, = S“ (4.1)
IN
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onde: N ¢ o nimero de réplicas o experimentos; X ¢ a média amostral; S ¢ o
desvio padrao obtido; ty.1 € o valor da distribuicdo t com N-1 graus de liberdade.

Os resultados apresentados mostram que os perfis de taxa especifica obtidos a
partir das reagdes realizadas com as células permeabilizadas de cada fermentacao nao
podem ser considerados estatisticamente diferentes, com 95% de probabilidade. A
excegdo sdo as taxas especificas obtidas com as células provenientes dos meios 4A e
4B, conforme mostram as Figuras 4.6 ¢ 4.7, nas quais intervalos de confianga indicam,
com 95 % de confiang¢a, que as taxas especificas obtidas sdo estatisticamente diferentes.
Isto pode ser devido a ocorréncia de alguma variabilidade induzida, relacionado a
padronizagdo do indculo das células cultivadas nos meios 4A e 4B.

Nota-se que a taxa especifica de formagdo para todos os meios aumenta
rapidamente no inicio e depois diminui ao longo do tempo tendendo a ficar constante.
Este comportamento pode ser atribuido ao fato de que, nos primeiros minutos de reacao,
ainda ndo ¢ estabelecido um equilibrio entre producdo do acido e neutralizagdo do
mesmo pela base adicionada. Comportamento semelhante ocorre para o pH da reacao,
pois quando as cé€lulas sdo adicionadas ao reator contendo a solucao de agucares, o pH
da reagdo diminui e, apos alguns minutos ¢ atingido o pH estabelecido para a reagdo

(“set point”).
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Figura 4.2 — Taxas especificas de formacdo do acido lactobidnico através das

células de cada fermenta¢ao do MEIO 1, com seus respectivos intervalos de confianca.
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Figura 4.3 — Taxas especificas de formag¢do do 4cido lactobidnico através das

células de cada fermenta¢do do MEIO 2, com seus respectivos intervalos de confianca.
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Figura 4.4 — Taxas especificas de formacdo do acido lactobidnico através das
células de cada fermentacio do MEIO 3A, com seus respectivos intervalos de

confianca.
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Figura 4.5 — Taxas especificas de formag¢do do 4cido lactobidnico através das

células de cada fermenta¢do do MEIO 3B, com seus respectivos intervalos de confianga.
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Figura 4.6 — Taxas especificas de formacdo do acido lactobidnico através das

células de cada fermentacio do MEIO 4A, com seus respectivos intervalos de

confianca.
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Figura 4.7 — Taxas especificas de forma¢do do 4cido lactobidnico através das

células de cada fermenta¢do do MEIO 4B, com seus respectivos intervalos de confianga.
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Figura 4.8 — Taxas especificas de formacdo do acido lactobidnico através das

células de cada fermentacdo do MEIO 5A, com seus respectivos intervalos de

confianca.
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Figura 4.9 — Taxas especificas de formag¢do do 4cido lactobidnico através das

células de cada fermenta¢do do MEIO 5B, com seus respectivos intervalos de confianga.

As Figuras 4.2 a 4.9 mostram que a variabilidade no inicio das reacdes ¢ grande,
aumentando a incerteza da medida até aproximadamente 0,1 h. Entretanto, ao longo do
tempo, as incertezas das medidas das reagdes enzimaticas com as células provenientes
de cada meio vao diminuindo e tornando a medida mais precisa, para todos os
experimentos. A Tabela 4.1 mostra as taxas especificas médias calculadas para cada
meio a partir de 0,1 até 0,5 h.

Na Tabela 4.1, observa-se que as células cultivadas no meio 5B apresentam as
maiores taxas especificas médias quando comparadas as propagadas nos demais meios
de cultivo. Este ¢ um meio de composi¢do definida (meio minimo) com uma
concentragdo inicial de glicose igual a 150 g/L. Comparando-se este resultado com os
obtidos para as células cultivadas no meio 5A, que apresenta a mesma composi¢ao, mas
uma concentragao de glicose de 100 g/L, fica evidente a influéncia da concentragdo de
glicose sobre a expressao da enzima GFOR por unidade de massa de células,
aumentando assim a taxa especifica de formacao do acido lactobidnico. Esta influéncia
ja havia sido relatada anteriormente por ZACHARIOU e SCOPES (1986) ao estudar a
produgdo de acido gliconico. Nesse estudo, os autores mostraram que uma maior
atividade da GFOR ¢ obtida quando ¢ usado um meio contendo glicose como tUnica

fonte de carbono e em altas concentragdes.
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Tabela 4.1 — Taxas especificas médias de formagdo do 4acido lactobidnico

(mmol.g.".h™) utilizando células permeabilizadas dos diversos meios de cultivo.

Todas as
Fermentacoes

Taxa Desvio Taxa Desvio Taxa Desvio Taxa Desvio
Esp. Padrio Esp. Padrio Esp. Padrio Esp. Padrao

Fermentacio1l  Fermentacdo2  Fermentac¢ao 3
Meio

1 0,65 0,05 0,77 0,06 0,68 0,04 0,70 0,07

2 0,77 0,08 0,94 0,02 0,95 0,05 0,90 0,10
3A 0,53 0,07 0,78 0,07 0,72 0,02 0,68 0,13
3B 1,23 0,14 1,45 0,08 1,26 0,05 1,32 0,14
4A 0,42 0,02 0,58 0,02 0,73 0,03 0,58 0,13
4B 0,60 0,02 0,62 0,02 0,91 0,02 0,71 0,15
S5A 0,73 0,02 0,78 0,03 0,65 0,03 0,73 0,07
5B 1,78 0,23 1,55 0,15 1,95 0,13 1,76 0,23

O mesmo acontece para as células cultivadas nos meios 3A e 3B que contém,
respectivamente, 100 g/L e 150 g/L de glicose. Mais uma vez, as células cultivadas em
um meio com maior concentracao de glicose proporcionaram uma maior taxa especifica
de reacdo. Entretanto, ao comparar-se as células cultivadas nos meios 4A e 4B, ndo se
observa uma diferenga muito significativa na taxa especifica de reagdo com o aumento
da concentragdo de glicose. Como estes meios contém apenas glicose e extrato de
levedura em sua composicdo, pode-se inferir que a atividade da enzima deve estar
relacionada ndo s6 ao aumento da concentragdo de glicose, mas também a presenca de
outros nutrientes que devem estar presentes no meio de cultivo, conferindo uma enzima
com maior atividade e, conseqiientemente, proporcionando uma maior taxa de reacgao.

A Figura 4.10 mostra os perfis das taxas especificas de reacdo das células
provenientes de cada meio. Os perfis estdo representados pela média de nove reagdes e
os intervalos de confianca sdo representados pelas barras verticais. Pode-se dizer que as
células cultivadas nos meios 5B e 3B, apresentaram resultados estatisticamente
diferentes, com 95 % confianca, entre si e em relacdo aos demais meios ao longo do
tempo de reacdo. Com relagdo aos demais meios, pode-se dizer, com 95% de confianga,
que as taxas especificas convergem para um mesmo valor ap6s 0,1h de reacio.

Comparando-se as reagdes obtidas com as células oriundas dos meios 3B e 5B, vé-
se que a variabilidade dos resultados obtidos com as células cultivados no meio 5B sdo

maiores do que a observada com as células cultivadas em todos os demais meios.
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Figura 4.10 — Intervalo de confianca para os perfis das taxas especificas para as

nove reacoes de cada meio.

4.2.2 - Avaliacdo da Repetitividade dos Experimentos

Diante dos resultados apresentados, ficou constatada a influéncia das células
cultivadas nos diversos meios de cultivo sobre a taxa especifica de formacao do acido
lactobidnico. A fim de identificar o tipo de influéncia e suas causas, foram realizados
testes estatisticos esquematizados na Figura 4.11.

Os testes baseiam-se na analise da varidncia e visam, fundamentalmente, verificar
se existe diferenca significativa entre as amostras e se as varidveis independentes

exercem influéncia em alguma variavel dependente.

61



Reprodutibilidade - o, —

T ] s DU :
E ‘ 1° Fermentacéio ‘ ‘ 2° Fermentagéio ‘ ‘ 3° Fermentagdo ‘ i
I R 1 1
(Rt [R2][R3 [R1] [R2] [R3 (R1|[R2 ] [R3
\ J - J \ J
Yo Y pe
% Ok, Ors
—

Repetitividade

Figura 4.11 — Diagrama esquematico ilustrando a metodologia de avaliacao da

reprodutibilidade e repetitividade pela andlise do teste F. R1, R2 e R3 representam as

reagdes realizadas empregando células obtidas de cada fermentagio e o7,, o7,, o7, €

2 Al s , ~ ~
o), representam as variancias das taxas especificas de reagdes de cada fermentagdo e

do meio de cultivo, respectivamente.

Com base nas variancias das reacdes realizadas com as células oriundas das
fermentagdes de cada meio, € possivel analisar a repetitividade e a reprodutibilidade dos

experimentos através do teste F, calculado conforme a Equacao 4.2.

x N

= (4.2)
o

Xy

< N

onde: Fy* é o valor de F calculado; e o e 05 sdo as variancias dos grupos

amostrais.

Em seguida, avalia-se se o valor de Fy* obtido encontra-se dentro dos limites

estabelecidos na Equagdo 4.3.

(%,vz,vl} F < (F,, vV, ) (4.3)

100- p%
onde: V; e V; representam o grau de liberdade dos conjuntos amostrais analisados e

Fpo € F1o0-p% sdos valores tabelados de F para um determinado nivel de confianga.
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Assim, para 95 % de confianca (p = 0,025 %), se o valor do F* (F calculado) for

maior que Fy 25 ou menor que , ou seja, ficar fora do limite tabelado, isto mostra

0,975
que os erros nao sdo equivalentes. Vale ressaltar que todos os testes estatisticos
mostrados admitem implicitamente que as medidas experimentais estdo distribuidas de
forma normal.

Nos testes de repetitividade, realiza-se o teste F entre as variancias das taxas
especificas de reagdo obtidas com as células de cada fermentagdo (of,, 07, e o2,),

com o objetivo de comparar se os erros obtidos nas taxas especificas de reagdes com as
células de cada fermentagdo para um determinado meio s3o equivalentes, ou seja, se 0s

erros sao semelhantes ou ndo. J4 para os testes de reprodutibilidade, realiza-se o teste F

“ A . ~ . . 2
entre as varidncias de todas as nove reagdes de um determinado meio (o, ) € as

variancias de cada uma das trés reagdes realizadas com as células de cada fermentagao,
com o objetivo de avaliar os erros introduzidos pelas fermentacdes.

As Figuras 4.12 a 4.19 mostram os valores calculados de F obtidos para as reagdes
entre as células oriundas de cada uma das fermentagdes para um determinado meio, bem
como os intervalos de confianca a 95 % representado pelas linhas horizontias. Observa-
se que, para todos os meios, com 95 % de confianca, as varidncias podem ser
consideradas equivalentes ja que apenas alguns dados observados nos meios 2, 3A, 3B e
4A, ficaram fora do intervalo confianga. Neste caso, o teste F mostra que as variancias
das reacdes com células provenientes de cada uma das fermentagdes apresentam
variabilidades equivalentes. Entretanto, isto ndo quer dizer que as taxas especificas
também sejam.

De acordo com as Figuras 4.6 e 4.7, que mostram os perfis das taxas especificas
das reagoes utilizando as células dos meios 4A ¢ 4B de cada uma das fermentacoes,
através dos intervalos de confianca (Teste t), observa-se que as taxas especificas com as
células provenientes de cada fermentagdo sdo diferentes, entretanto, suas variancias sao
equivalentes. Isto quer dizer que o Teste F feito mostra que os erros experimentais das
reagoes com células de cada uma das fermentacdes sao equivalentes, entretanto suas

taxas especificas sdo diferentes.
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Figura 4.12 — Valores do teste F entre as reacdes feitas com as células de cada

fermentacdo para o MEIO 1 e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo975 (—)).
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Figura 4.13 — Valores do teste F entre as reacgdes feitas com as células de cada

fermentagdo para o MEIO 2 e os valores tabelados do teste F (F 025 (—) € Fo975 (—)).
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Figura 4.14 — Valores do teste F entre as reacdes feitas com as células de cada

fermentacdo para o MEIO 3A e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.15 — Valores do teste F entre as reacgdes feitas com as células de cada

fermentagdo para o MEIO 3B e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.16 — Valores do teste F entre as reacdes feitas com as células de cada

fermentacdo para o MEIO 4A e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.17 — Valores do teste F entre as reacgdes feitas com as células de cada

fermentagdo para o MEIO 4B e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.18 — Valores do teste F entre as reacdes feitas com as células de cada

fermentacdo para o MEIO 5A e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.19 — Valores do teste F entre as reacgdes feitas com as células de cada

fermentagdo para o MEIO 5B e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
4.2.3 - Avaliaciao da Reprodutibilidade dos Experimentos
Nesta se¢do, o Teste F é empregado com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade.

Calcularam-se também se as variancias das taxas especificas das nove reacgdes

realizadas com as células do sistema experimental de um determinado meio para
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verificar a equivaléncia com as variancias obtidas de cada uma das trés reagdes
realizadas com as células de cada fermentagdo. Esta andlise permite avaliar, por
exemplo, se a padronizagdo do indculo adotada neste trabalho, feita apenas pelo tempo
de cultivo, foi eficaz.

As Figuras 4.20 a 4.27, mostram os valores do Teste F aplicado para avaliar a
reprodutibilidade dos experimentos, € que apenas os resultados obtidos para os meios 4
e 6 (Figuras 4.23 e 4.25) apresentaram F* fora do intervalo de confianga de 0,025 < F*
< 6,06, mostrando que suas variancias ndo sdo equivalentes. Isto quer dizer que as taxas
especificas de reacdo obtidas com as células cultivadas nestes meios ndo apresentam
resultados reprodutiveis indicando a existéncia de alguma fonte de erro que ocasiona
grande variabilidade. Ja para as células cultivadas nos demais meios os resultados se
mostraram reprodutiveis. A ampliacdo das Figuras 4.25 a 4.27 foi realizada para

verificar se os valores de F* se encontravam dentro do intervalo de confianca.
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Figura 4.20 — Valores do teste F entre todas as reacdes do MEIO 1 (grau de
liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentagdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 25 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.21 — Valores do teste F entre todas as reagdes do MEIO 2 (grau de
liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentagdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.22 — Valores do teste F entre todas as reagcdes do MEIO 3A (grau de
liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentagdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.23 — Valores do teste F entre todas as reagdes do MEIO 3B (grau de

liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentagdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.24 — Valores do teste F entre todas as reacdes do MEIO 5B (grau de

liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentacdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo.975 (—)).
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Figura 4.25 — Valores do teste F (a) entre todas as reacdes do MEIO 5A (grau de

liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentacdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 25 (—) € Fo975 (—)).No detalhe, uma

amplia¢do da regido em torno do valor de Fy 975 (b).
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Figura 4.26 — Valores do teste F (a) entre todas as reacdes do MEIO 4A (grau de

liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentagdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 025 (—) € Fo975 (—)). No detalhe, uma

ampliacdo da regido em torno do valor de Fy 975 (b).
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Figura 4.27 — Valores do teste F (a) entre todas as reagdes do MEIO 4B (grau de

liberdade 8) com as reagdes com as células de cada uma das fermentacdes (grau de

liberdade 2), e os valores tabelados do teste F (Fo 25 (—) € Fo975 (—)).No detalhe, uma

ampliacdo da regido em torno do valor de Fy 75 (b).

A padronizacdo do indculo feita apenas pelo tempo de cultivo se mostrou vélida,

exceto para os meios 4A e 4B, que contém apenas glicose e extrato de levedura.

Conforme foi mostrado na Figura 4.9, as taxas especificas obtidas com células

cultivadas no meio 5B apresentaram erros maiores quando comparada com as taxas

especificas dos outros meios. Mesmo sendo reprodutivel, esta fonte de erro pode estar

relacionada com a composi¢ao do meio, uma vez que as células cultivadas no meio 5A,
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0 qual contém a mesma composi¢do do meio 5B, porém com uma concentragdo de

gliCOSG menor, apresentaram erros menores.

4.2.4 - Analise das Curvas de Crescimento

Nesta secdo, sdo apresentadas as curvas de crescimento da bactéria Zymomonas
mobilis para cada um dos meios de cultivo estudados. As Figuras 4.28 (a) e (b) mostram
as curvas para os meios com 100 e 150 g/L de glicose, respectivamente. A linha vertical
mostrada nestas figuras representa o tempo no qual as células foram retiradas para servir
de in6culo

Com base nos resultados mostrados anteriormente sobre a reprodutibilidade dos
experimentos, verificou-se que os valores de taxas especificas obtidos com as células
dos meios 4 e 6 ndo foram reprodutiveis, indicando que h4 alguma fonte de erro
envolvida durante o cultivo das células nesses meios.

Uma das possiveis fontes de erro pode estar relacionada ao preparo do indculo. As
Figuras 4.28 (a) e (b) mostram que o Unico meio que ndo estava na fase exponencial,
nas 18 horas de cultivo, era 0 meio 4A, que se jd encontrava na fase estacionaria,
enquanto que o meio 4b estava na fase de desaceleracdo. Isso mostra que uma das
possiveis fontes de erro estd relacionado a fase de crescimento no momento da
inoculagao.

No processo de inoculagdo, varidveis como a concentracdo inicial de células no
indculo e o estado fisiologico do indculo podem influenciar o crescimento no
fermentador, fazendo com este seja um fator que pode introduzir consideraveis
diferencas na reprodutibilidade do bioprocesso, gerando uma maior dispersdo nos
resultados (ABUD, 2005).

Avaliagdo dos meios permitiu verificar a influéncia das células cultivadas nos
diversos meios de cultivo sobre a taxa especifica de formacao do acido lactobionico,
mostrando que o meio 5B, meio de composi¢do definida com 150 g/L de glicose,
apresentou as maiores taxas especificas. No que diz respeito aos testes de repetitividade,
conclui-se que nas diferentes reagdes realizadas para as fermentagdes de cada meio, as
variabilidades induzidas por cada uma destas reagdes sao semelhantes. Além disto,
apenas para os meios 4A e 4B a padronizacdo apenas pelo tempo de cultivo ndo se

mostrou valida.
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Figura 4.28 — Acompanhamento do crescimento celular em cultivo de Zymomonas

mobilis para os meios com (a) 100 e (b) 150 g/L de glicose.

Constatou-se que o preparo do indculo € uma fonte de variabilidade do processo e
que, para diminuir essa variabilidade, uma outra forma de realizar a inoculagdo visando
diminuir os erros experimentais ¢ a realizagdo do acompanhamento da taxa especifica
de crescimento bem como a determinagdo de um volume especifico do meio de cultivo
para a inoculagdo, para obter um controle mais adequado do processo. Além disso, a
atividade das células utilizadas nas reacdes enzimaticas esta relacionada possivelmente

com a atividade da enzima produzida em cada meio de cultivo.
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4.3 — Planejamento Experimental — Células Livres
4.3.1 — Obtencao do Modelo Empirico

Com base no estudo mostrado anteriormente sobre a avaliagdo dos meios de
cultivo, o meio 5B, meio de composi¢ao definida com 150 g/L de glicose ,foi escolhido
como sendo o melhor para o cultivo das células de Zymomonas mobilis. Os estudos
feitos por ZACHARIOU e SCOPES (1986), que purificaram a enzima GFOR a partir de
células de Zymomonas mobilis, mostraram que o melhor substrato para a enzima ¢é a
glicose e frutose, produzindo acido gliconico e sorbitol respectivamente. Além disso,
eles também determinaram as melhores condigdes de temperatura e pH para a reagdo
enzimatica tendo como substrato a glicose e frutose e observaram que pH 6timo foi em
torno de 6,2 e a temperatura 6tima foi de 39-40 °C. Vale ressaltar que o estudo realizado
por ZACHARIOU e SCOPES (1986) foi feito com a enzima purificada. Varios outros
trabalhos na literatura relacionados a producao de sorbitol e acido gliconico utilizam
células permeabilizadas de Zymomonas mobilis, e ndo a enzima purificada.

No que diz respeito a produgdo de sorbitol e acido lactobidnico por células de
Zymomonas mobilis, os poucos trabalhos que existem tomam como base as condig¢des
estabelecidas para a produgdo de sorbitol e 4cido gliconico encontradas na literatura.
Por se tratar de um substrato diferente e buscando compreender melhor os fendmenos
envolvidos nessa reacdo enzimatica, foi realizado um estudo para avaliar o efeito das
variaveis temperatura, pH, concentracao de células e concentragdo de agucares sobre a
taxa especifica de formagao do 4cido lactobidnico. Para isto, foi feito um planejamento
experimental DCCR (delineamento composto central rotacional) do tipo 2*. A Tabela

4.2 mostra os niveis e valores de cada uma das variaveis utilizadas.

Tabela 4.2 — Niveis das variaveis utilizadas para o planejamento experimental

utilizando células livres e permeabilizadas de Zymomonas mobilis.

Variavel Variavel Niveis
Normalizada -2 -1 0 +1 42
pH oH"™ 50 55 60 65 7.0
Temperatura (°C) Tmom 28 31 34 37 40
Concentragio de agucares (g/L) crom 50 100 150 200 250
Concentracio de células (g/L) xorm 5 10 15 20 25

76



Conforme a Tabela 4.2, o pH foi variado de 5 a 7. Nao foram utilizados valores de
pH inferiores a 5 para evitar a desativacdo da enzima e nem superiores a 7,
considerando a futura integracdo da etapa de eletrodidlise. No que diz respeito a
temperatura, ndo foram utilizados valores acima de 40 °C para evitar a desnaturacao da
enzima. Ja para as concentragdes de acucares, os valores mostrados na Tabela 4.2 sdo
referentes a concentragdo de lactose enquanto que a concentragdo de frutose foi
calculada de forma a corresponder a mesma concentragdo molar de lactose. Nao foram
utilizados valores de concentragdes de lactose acima de 250 g/L por ser este seu limite
de solubilidade em agua. Ja a concentragdo de células foi variada em torno de 15 g/L,
baseando-se em estudos relatados na literatura (SILVEIRA et al., 1999; ERZINGER et
al., 2003; CARRA et al., 2005).

As Equacgdes 4.4 a 4.7 representam as varidveis normalizadas, pH""™, T"™, C"™

(concentragdo de acucares) e X",

pH ™ :—pHO_Sé’O (4.4)
Trom = % 4.5)
crm = % (4.6)
x om = % ;15 (4.7)

A Tabela 4.3 mostra a matriz planejamento contendo 29 experimentos, sendo 5
réplicas no ponto central, tendo como resposta a taxa especifica de formacao do acido
lactobionico (mmol.ge ' .h™).

E possivel observar na Tabela 4.3 que as maiores taxas especificas obtidas (2,19 e
2,11 mmol.g..;".h™") foram para os experimentos 2 (pH 6,5, 31 °C, 10 g/L de células e
100 g/L de agucares) e 6 (pH 6,5, 31 °C, 10 g/L de células e 200 g/L. de agticares),
respectivamente. Os valores de taxa especifca obtidos nas réplicas dos pontos centrais
variaram de 1,02 a 1,34 mmol.gcel'l.h'l.

Baseando-se nos valores obtidos através do planejamento experimental, ¢ possivel
analisar os efeitos de cada uma das variaveis sobre a taxa de formagdo do acido

lactobionico, bem como verificar a significancia destas. Isso pode ser feito através da
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obtencdo de um modelo empirico juntamente com a analise da superficie de resposta.
Esta andlise so € possivel para o caso envolvendo apenas duas variaveis independentes e
fixando a varidvel dependente (a resposta), gerando assim um grafico com trés eixos.
Quando se faz uso de mais de 2 variaveis, como nesse estudo, andlise de superficie ¢ util
apenas para uma interpretacdo qualitativa dos resultados. Neste caso, os graficos de
superficie de resposta sempre sdo gerados combinando as variaveis duas a duas junto

com a resposta, sendo analisados separadamente e comparados com o modelo obtido.

Tabela 4.3 — Matriz de planejamento para experimentos utilizando células

permeabilizadas.
norm -Fnorm  ~norm  /norm o Conc. Ac  Conc. Cel Taxa Esp.
Exp. pH™ T €77 X0 pH TCC) 7o) (@)  (mmol.geh™)

1 -1 -1 -1 -1 55 31 100 10 0,95
2 +1 -1 -1 -1 65 31 100 10 2,19
3 -1 +1 -1 -1 55 37 100 10 0,64
4 +1 +1 -1 -1 6,5 37 100 10 1,54
5 -1 -1 +1 -1 55 31 200 10 1,23
6 +1 -1 +1 -1 65 31 200 10 2,11
7 -1 +1 +1 -1 55 37 200 10 0,81
8 +1 +1 +1 -1 65 37 200 10 1,50
9 -1 -1 -1 +1 5,5 31 100 20 0,69
10 +1 -1 -1 +1 6,5 31 100 20 1,28
11 -1 +1 -1 +1 5,5 37 100 20 0,88
12 +1 +1 -1 +1 6,5 37 100 20 1,58
13 -1 -1 +1 +1 5,5 31 200 20 0,84
14 +1 -1 +1 +1 6,5 31 200 20 1,57
15 -1 +1 +1 +1 55 37 200 20 0,84
16 +1 +1 +1 +1 6,5 37 200 20 1,69
17 0 0 0 0 60 34 150 15 1,12
18 0 0 0 0 60 34 150 15 1,34
19 0 0 0 0 60 34 150 15 1,02
20 0 0 0 0 60 34 150 15 1,06
21 0 0 0 0 60 34 150 15 1,03
22 +2 0 0 0 70 34 150 15 1,74
23 -2 0 0 0 50 34 150 15 0,48
24 0 +2 0 0 60 40 150 15 0,89
25 0 -2 0 0 6,0 28 150 15 1,14
26 0 0 +2 0 60 34 250 15 1,16
27 0 0 -2 0 60 34 50 15 1,27
28 0 0 0 +2 6,0 34 150 25 1,32
29 0 0 0 26,0 34 150 5 1,40

Vale ressaltar que, ao longo desse trabalho, a andlise das superficies de resposta

sera feita apenas em termos comparativos com o modelo, portanto todas as conclusdes
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que serdo obtidas a partir deste planejamento serdo com base no modelo empirico
gerado.

As Figuras 4.29 a 4.34 mostram as superficies de resposta geradas para cada
conjunto de duas varidveis, tendo como resposta a taxa especifica de formagao do acido
lactobionico. Na Figura 4.29, observa-se a taxa especifica em funcdo do pH e da
temperatura, mostrando que quanto maior o pH e menor a temperatura, maior ¢ a taxa.
A Figura 4.30, que leva em conta o pH e a concentragdo de aclcares, mostra que esta
ultima ndo exerce efeito significativo sobre a taxa especifica de reagdo. Ja a Figura 4.31
mostra a superficie de resposta para o pH e concentracdo de células, sendo possivel
observar que a taxa especifica de reagdao ¢ maior para valores elevados de pH e nos
pontos extremos do intervalo de concentragao de células.

A Figura 4.32 mostra que para qualquer concentracdo de aglicar ¢ ideal trabalhar
com temperaturas em torno de 30 °C, enquanto que a Figura 4.33 mostra haver uma
combinagdo de efeitos entre a temperatura e concentragdo de células, havendo um
aumento da taxa especifica quando sdo combinados uma menor temperatura e
concentragdo de células ou uma maior temperatura e concentracdo de células. A Figura
4.34 ¢ evidenciado mais uma vez que a concentragdo de agucares ndo influencia
significativamente a taxa especifica de reagao.

De modo geral ¢ possivel observar que ndo ha muita influéncia da concentragao de
acucares sobre a taxa especifica de formacao do 4cido lactobidnico, e que a taxa tende a
aumentar 2 medida em que ocorre um aumento de pH, diminui¢do de temperatura e
extremos da concentragdo de células, mostrando que a concentracdo de células passa
por um minimo. Vale ressaltar que ao mencionar o aumento da taxa para menores ou
maiores valores de uma determinada variavel, isso ¢ valido apenas para a faixa

estudada.
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Figura 4.29 — Taxas especificas de formacao em fun¢do do pH e temperatura.

Figura 4.30 — Taxas especificas de formagao em fun¢do do pH e concentragdo de

acucares.
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Figura 4.32 — Taxas especificas de formacdo em func¢do da temperatura e

concentracdo de agucares.
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Figura 4.33 — Taxas especificas de formagdo em funcdo da temperatura e
concentragao de células.
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Figura 4.34 — Taxas especificas de formagdo em func¢do da concentragdo de
células e agucares.
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De acordo com o modelo empirico (Equacdo 4.8) obtido a partir dos dados da
Tabela 4.3, ¢ possivel observar que os parametros significativos a 95 % de confianca
foram pH, temperatura e concentracdo de células, enquanto que a concentracdo de
acucares nao exerce influéncia estatisticamente significativa sobre a taxa de formagao

do acido lactobionico.

cel*

+(0,1620,039)- T™™. X™™.4 (0,1 15+0,029)- X "™

Taxa_Esgmmolg;}.h")=(1,136+0,038 +(0,379+0,032)- pH™™(0,078+0,032). T™™

(4.8)

A Tabela 4.4 mostra o coeficiente de correlacdo do modelo, bem como a variancia
obtida pelo modelo e a dos pontos centrais do planejamento, realizando assim o Teste F
entre estas variancias, mostrando que 0 Fegjculado €5t dentro do intervalo do Fiapetado. O
Teste F realizado mostra que os erros de predi¢do do modelo sao semelhantes aos erros

experimentais, e que, por isto, o modelo pode ser considerado satisfatorio.

Tabela 4.4 — Teste F para as variancias dos pontos centrais ¢ do modelo (Equagado

4.8).

Variancia F Fiabelado Coeficiente de
Ponto central Modelo = "% Inferior Superior Correlagio
0,016 0,024 0,672 0,295 8,510 0,938

A Equacdo 4.8 mostra que o pH ¢ a varidvel que mais influencia a taxa especifica.
A taxa especifica varia linearmente com o aumento do pH. Além disso, também existe
uma combinacao de efeitos entre a temperatura e concentragdo de células, além da
temperatura apresentar uma dependéncia linear, entretanto, para valores menores de
temperatura had um aumenta na taxa. E a concentrag¢do de células passa por um minimo,
ou seja, a taxa especifica aumenta a medida que se utilizam os extremos das
concentragoes de células.

A comparacdo feita entre a analise das superficies de respostas juntamente com o
modelo mostrou que as conclusdes feitas com base nestas coincidiram com o modelo.
Entretanto, este fornece informacdes sobre a influéncia de cada variavel sobre a taxa

especifica de formacao do 4cido lactobidnico.
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4.3.2 — Novos Experimentos para Avaliacido do Modelo Empirico

A Tabela 4.5 mostra alguns experimentos que foram realizados com objetivo de
determinar quais condigdes forneceriam uma maior taxa especifica de formagao dentro
da faixa de operacdo de cada uma das variaveis utilizadas, baseando-se nas informagdes
fornecidas pelo modelo. Como a concentragdo de agucares ndo influencia, optou-se por
trabalhar com uma concentragdo de 50 g/L, pois a medida que a concentragcdo aumenta,
a viscosidade da solu¢do também, dificultando a operacdo do processo.

Os dados apresentados na Tabela 4.5 mostram os valores de taxa especifica
preditos pelo modelo bem como os experimentais, sendo possivel perceber que os dados
preditos pelo modelo ndo coincidem satisfatoriamente com os dados experimentais.
Entretanto, nota-se que o modelo ¢ bem sucedido em prever qualitativamente o efeito de
cada variavel sobre a taxa especifica de formacdo. Por exemplo, é possivel perceber
pelo modelo que a taxa aumenta com o aumento do pH e reducdo da temperatura,

embora seus valores absolutos nao reproduzam o observado experimentalmente.

Tabela 4.5 — Comparagdo entre os valores preditos e experimentais de taxa

especifica de formacio do acido lactobidnico (mmol.g.; ' .h™).

Exp. pHnorm Tnorm - cnorm - yenorm pH T (°C) AEO(I;;J) Cgo(ngC/L) pT::(;l eTX:);i
30 +1 +2 -2 +2 6,5 40 50 25 2,46 1,57
31 +1 -2 -2 265 28 50 5 2,78 1,93
32 +2 +2 -2 +2 7,0 40 50 25 2,84 1,94
33 +2 -2 -2 27,0 28 50 5 3,16 2,87

Assim, uma nova estimacgao dos parametros foi realizada, incluindo na Tabela 4.3
os experimentos da Tabela 4.5 e obtendo um novo modelo empirico, como mostra a

Equagdo 4.9.

Taxa Esdmmol g}h")=(1143+0,048+(0382+:0,038- pH™™— (0.1 1 1+0,033-T™™ wo)
+(0,100£0,027)- X™™ '

A principal diferenca do novo modelo obtido (Equagdo 4.9) quando comparado
com o anterior (Equacdo 4.8) ¢ a auséncia do termo que leva em conta a combinagdo

dos efeitos da temperatura e concentragdo de células. A Tabela 4.6 mostra o Teste F
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feito para o novo modelo (Equagdo 4.9) e que as flutuagdes experimentais observadas
sao semelhantes aos erros de predigao do modelo.

Tabela 4.6 — Teste F para as variancias dos pontos centrais € do modelo (Equagdo

4.9).
Variancia F Fiabelado Coeficiente de
Ponto central Modelo = "% Inferior Superior Correlagiio
0,016 0,043 0,387 0,306 8,468 0,923

A Equagdo 4.9 mostra que o maior valor da taxa se encontra em um dos extremos
da faixa de pH e temperatura investigada (pH 7,0, e temperatura 28 °C). Entdo, para
verificar a consisténcia do modelo empirico obtido, o experimento 33 da Tabela 4.5 foi
realizado novamente s6 que em triplicata, € comparado com o resultado predito pela

Equagdo 4.9, como mostra a tabela a seguir.

Tabela 4.7 — Comparacao entre os valores preditos e experimentais com base na

Equacao 4.9.
pH T (°C) Conc. Ac. (g/LL) Conec. Cel. (g/L)
7 28 50 5
pHnorm Tnorm Cnorm anI’m
+2 -2 -2 -2
Taxa especifica (mmol.g.;'.h™")
Modelo Experimento
2,533 2,590 + 0,248

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4.7, o resultado predito pelo
modelo estd coerente com os obtidos experimentalmente. A dependéncia quadratica da
concentragdo de células se manteve no novo modelo. Antes de tentar explicar
fenomenologicamente esta dependéncia, foram realizados novos experimentos
variando-se apenas a concentra¢ao de células, a fim de confirmar esse comportamento.
O pH, a temperatura e a concentracdo de agucares foram mantidas em 7,0, 28°C e 50
g/L respectivamente, ¢ as concentragdes de células utilizadas foram de 5, 15 e 25 g/L.
Complementando a Tabela 4.5, foram realizados experimentos para as concentragdes

de células de 15 e 25 g/L, como mostra a Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 — Taxa especifica de formagao do acido lactobionico (mmol.gcel'l.h’l)

para os experimentos variando apenas a concentragao de células.

EXp. pHnorm Tnorm - snorm - yenorm pH T (OC) ASO(I;fL) Cgo(ngc/L) (m;{;’fgfl?h-l)
33 +2 -2 -2 2 70 28 50 5 2,87
34 +2 -2 -2 0 7,0 28 50 15 1,95
35 +2 -2 -2 +2 7,0 28 50 25 1,73

O procedimento para a obtencdo da Equacdo 4.9 foi refeito, acrescentando-se estes
novos experimentos, totalizando agora 35 experimentos. A estimacdo dos parametros

foi feita novamente obtendo o seguinte modelo empirico:

Taxa Esdmmol g;.h")=(1,209+0,030+(0375£0,029- pH™™(0,08 10,027 - T™" ‘10
—(0,071£0,028- X™™+(0,090£0,019- X"™. "™ (+10

A Equacao 4.10 mostra que o pH continua sendo a varidvel que mais influencia no
processo, € que a medida que diminui a temperatura, dentro da faixa estudada, ha um
ganho na taxa. Entretanto, observa-se que, agora, a concentra¢do de células apresenta
dependéncia linear, sendo um pardmetro negativo, mostrando que ocorre um aumento
na taxa com a diminuic¢ao da concentragdo de células.

Além disso, ha uma combinagdo de efeitos entre a temperatura e concentragao de
células. Essa combinacdo de efeitos indica a existéncia de componentes nao lineares no
problema experimental investigado, j4 que a resposta ndo pode ser descrita como uma
simples soma de contribui¢des individuais, que no caso sdo os parametros lineares do
modelo empirico obtido.

A Tabela 4.9 contém o Teste F para o modelo obtido (Equagdo 4.10), mostrando,
mais uma vez, que os erros de predicdo do modelo sdo semelhantes as flutuagdes

experimentais observadas.

Tabela 4.9 — Teste F para as variancias dos pontos centrais ¢ do modelo (Equacao

4.10).

Variancia F Fiabelado Coeficiente de
Ponto central Modelo = "% Inferior Superior  correlagio
0,016 0,030 0,555 0,308 8,461 0,947
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Da Equacao 4.10 encontram-se que as melhores condigdes para a taxa especifica
de formacao do acido lactobionico dentro da faixa de cada uma das variaveis estudadas
foram para um pH de 7,0, 28 °C e 5 g/L de células. Assim, nas etapas futuras desse
trabalho foram empregadas essas condi¢cdes. Quanto a concentracdo de agucares, esta
foi mantida no valor minimo investigado, de 50 g/L, uma vez que esta variavel ndo
exerce influéncia sobre a taxa especifica de formagao.

Como mostrado em todas as tabelas relacionadas sobre a analise estatistica do
modelo, foi possivel observar que o coeficiente de correlacdo variou de 0,92 a 0,95, e,
de acordo com essa informagdo, foi feito um grafico dos valores observados Versus os

valores preditos pelo modelo (Equagao 4.10), como mostra a Figura 4.35.
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Figura 4.35 — Valores observados ¢ preditos pelo modelo (Equagao 4.10).

O intervalo de confianca das réplicas dos pontos centrais esta representado pela
barra preta na Figura 4.35, mostrando a incerteza experimental, conforme foi mostrado
na Tabela 4.3. Assim pode-se dizer que o modelo mostrado na Equagdo 4.10 se mostrou
bem sucedido, pois os dados preditos por ele conseguiram explicar os resultados
experimentais com incertezas compativeis com aquelas observadas experimentalmente
(SCHWAAB e PINTO, 2007).

Um dos objetivos de se realizar um planejamento experimental ¢ investigar a
existéncia de vinculos entre as diversas varidveis dependentes, bem como a relevancia
destas varidveis no caso estudado. Para isto, € necessario que a matriz de covariancias

dos parametros seja diagonal (ou seja, que todas as covariancias (correlagdes) sejam
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iguais a zero e, portanto, as incertezas a respeito de um efeito particular nao perturbem a
analise dos demais efeitos) e que os termos da diagonal principal sejam minimos (ou
seja, que as incertezas existentes sobre os efeitos analisados apds a realizacdo dos
experimentos sejam as menores possiveis) (SCHWAAB e PINTO, 2007).

A Tabela 4.10 mostra a matriz de correlagdo dos parametros estimados da
Equagdao 4.10, sendo possivel observar que as correlagdes ndo sdao iguais a zero,
tornando a matriz ndo diagonal. Entretanto, nota-se que os parametros nio estdo

fortemente correlacionados, pois todas as correlagdes se encontram abaixo de 0,70.

Tabela 4.10 — Matriz de correlacdo dos parametros estimados.

al al a2 a3 a4
a0 1,00 -0,18 0,10 -0,08 -0,18
al -0,18 1,00 0,24 -0,18 -0,27
a2 0,10 0,24 1,00 -0,32 -0,24
a3 -0,08 -0,18 -0,32 1,00 0,22
a4 -0,18 -0,27 -0,24 0,22 1,00

De acordo com planejamento experimental, foi possivel observar a partir do
modelo empirico obtido que a taxa especifica de formagdo do acido lactobionico
aumenta a medida que ha um aumento do pH e uma diminuicdo da temperatura e
concentragdo de células. No que diz respeito ao pH, o valor 6timo encontrado diferiu
daquele observado por ZACHARIOU e SCOPES (1986), que foi de 6,2, lembrando que
os autores utilizaram GFOR purificada e utilizaram a glicose como substrato, enquanto
que no presente trabalho foram utilizadas células permeabilizadas e um outro substrato,
que ¢ a lactose.

Outros trabalhos na literatura também mostram alguns estudos realizados para
verificar a influéncia do pH sobre a produ¢ao de sorbitol e acido gliconico a partir de
c¢lulas permeabilizadas e imobilizadas de Zymomonas mobilis, encontrando valores
diferentes dos obtidos por ZACHARIOU e SCOPES (1986). Os estudos feitos por
REHR et al. (1991) observaram uma faixa 6tima de pH entre 6,5 e 7,0 para a produgao
de sorbitol e acido gliconico por células de Zymomonas mobilis permeabilizadas e
imobilizadas em carragenato. No trabalho realizado por MALVESSI et al. (2007),
também se avaliou a influéncia do pH sobre a produgdo de sorbitol e acido gliconico a
partir de células de Zymomonas permeabilizadas e imobilizadas em alginato de calcio.
Os autores observaram que os melhores resultados foram para a faixa de pH entre 7,7 e

8,7.
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No caso da produgdo de sorbitol e 4cido lactobidnico a partir da lactose e frutose,
o fato de as melhores taxas terem sido obtidas em um pH 7,0 (ou acima, caso a mesma
estrutura do modelo empirico da Equagdo 4.10 seja valida acima do pH 7,0) pode estar
relacionado ao pH do micro ambiente onde a enzima se encontra, pois como sdo
utilizadas células permeabilizadas e ndo a enzima purificada, pode haver uma
resisténcia a transferéncia de massa neste sistema, fazendo com o pH do meio reacional
seja maior do que o do micro ambiente, onde a rea¢do ocorre. Além disso, deve-se levar
em conta que o sistema estudado nesse trabalho ¢ diferente do normalmente encontrado
em trabalhos anteriores, de forma que novas condi¢cdes diferentes daquelas
determinadas na literatura sao esperadas.

O fato da taxa especifica aumentar a medida que ocorre a diminuicdo da
temperatura dentro da faixa estudada, pode estar relacionado a afinidade da enzima pelo
substrato (lactose e frutose). Como a faixa de temperatura adotada foi de 28 a 40 °C,
possivelmente se fosse utilizada uma faixa mais ampla de temperatura, a dependéncia
desta varidvel poderia ndo ser linear, passando por um maximo em algum valor de
temperatura que nao foi avaliado ainda.

O modelo também mostra que a taxa especifica aumenta a medida que a
concentragdo de células diminui. Isso pode ser devido a efeitos relacionados a
transferéncia de massa, uma vez que a enzima esta no interior da célula permeabilizada,
havendo limitagdes a transferéncia de massa dos agticares ao sitio catalitico da enzima
para reagirem com a mesma. A medida que a concentracio de células vai aumentando
pode ocorrer a formagao de aglomerados dificultando o acesso dos agticares ao interior
das células.

Vale lembrar que a partir dos resultados obtidos sobre a avaliacdo dos meios de
cultivo que mostraram que o meio 5B apresentava os melhores resultados, com uma
taxa especifica em torno de 1,76 + 0,23 mmol.gcel'l.h'l, o planejamento experimental
realizado permitiu a obten¢do de taxas especificas desde de 0,48 até 2,87 mmol. gcel'l.h'l,
havendo assim uma melhora na taxa especifica de rea¢do. Além disso, foi possivel
mostrar que toda rotina de planejamento experimental deve ser encarada como um

processo iterativo, ao longo do qual os pressupostos vao sendo revistos e aperfeigoados.
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4.4 — Confinamento das Células em Membranas de Fibras Ocas

A partir dos experimentos ja realizados, foi possivel definir qual o melhor meio de
cultivo, bem como as variaveis que mais influenciam a taxa especifica de formacao do
acido lactobionico. Nessa etapa, avaliou-se a imobilizagdo celular em mddulos contendo
membranas do tipo fibras ocas. Todos os experimentos foram feitos utilizando as
células cultivadas no meio 5B, meio de composi¢do definida, a um pH 7,0, temperatura
de 28 °C, concentragdo de agucares de 50 g/L. (lactose) e de 25 g/L. (frutose) e
concentragdo de células de 5 g/L, como determinado anteriormente.

Nos estudos cinéticos que foram realizados confinando as células no exterior da
fibra, o volume de células utilizado foi de 70 mL, correspondendo a 350 mg de células,
e o volume da solugdo de agucares foi de 100 mL. Para avaliar o efeito da vazao de
circulagdo foram feitos experimentos em triplicata para as seguintes vazoes de 15, 20 e
25 L/h.

A Figura 4.36 mostra o efeito da vazao de circulacdo da solucdo de agucares para
as células confinadas no exterior das fibras, sendo possivel observar que ha um aumento
na taxa especifica de formagdo ao elevar a vazdo de 15 para 20 L/h. Entretanto, as
limitagdes de transferéncia de massa cessam acima de 20 g/L pois ndo hd nenhuma
diferenca significativa entre os perfis de taxa especifica quando se aumenta a vazao de

circulagdo para 25 L/h.
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Z3- + Ext. da fibra - 15 L/h
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§ )\ e Ext. da fibra - 25 L/h
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Figura 4.36 — Efeito da vazao de circulagdo sobre a taxa especifica de formagao do
acido lactobidnico com as células imobilizadas no exterior da fibra. As barras

representam os intervalos de confianga.
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Para realizar os estudos cinéticos com as células no interior da fibra, bem como
fazer uma comparacao com experimentos realizados no exterior da fibra, foi necessario
colocar no interior das fibras a mesma massa de células (350 mg). Para tanto, o volume
de células colocadas no interior das fibras foi de, aproximadamente, 2 mL e o volume
da solug¢do de agucares foi de 100 mL.

A Figura 4.37 mostra o efeito da vazao de circulacao para as células confinadas no
interior das fibras. Para a vazao de 20 L/h, o experimento foi feito em triplicata. Ja para
os experimentos realizados a 25 L/h, ndo foi possivel confinar repetidamente a mesma
massa de células no interior das fibras, impossibilitando a realizagdo das réplicas dos
experimentos. A dificuldade em confinar a mesma de células deve-se ao reduzido
didmetro interno das fibras ocas utilizadas, o que ocasionava uma perda de carga
durante ao preenchimento das mesmas com a suspensdo celular, levando a permeagao

de liquido e, conseqiientemente, a introdu¢ao de volumes variados da suspensao.
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Figura 4.37 — Efeito da vazao de circulagdo sobre a taxa especifica de formagao do
acido lactobidnico com as células imobilizadas no interior da fibra. As barras

representam os intervalos de confianga.

A Tabela 4.11 mostra os valores das taxas especificas para os experimentos
realizados com as células confinadas no interior e exterior das fibras. Verifica-se na
Tabela 4.11 que todos os experimentos realizados com as células confinadas no exterior
da fibra apresentaram uma taxa maior do que os experimentos com as células

confinadas no interior da fibra. Isto pode estar relacionado a limitag¢des difusionais, pois
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ao confinar as células no interior das fibras ocorre uma aglomeracdo das células

dificultando o acesso dos aguicares ao interior das mesmas.

Tabela 4.11 — Taxas especificas médias de formagdo do acido lactobidnico

-1 9.-1 4
(mmol.ge .h™) para as células confinadas em membranas de fibras ocas.

Confinamento das células Vazao (L/h) (m::::ﬁlgzﬂlf il'l) Desvio padrao
15 0,65 0,07
Exterior 20 1,35 0,17
25 1,25 0,21
20 0,46 0,05
Interior 25 0,30 —
25 0,14 -

A Tabela 4.12 mostra uma comparagao entre as taxas especificas de formacao do
acido lactobidnico obtidas desde a avaliagdo dos meios de cultivo até o confinamento

das células em membranas de fibras ocas.

Tabela 4.12 — Taxas especificas de formacao do acido lactobionico (mmol.goe{l.h'

") para as células confinadas em membranas de fibras ocas.

Taxa Esp.

Etapa Melhor condicao 1. -
p ¢ (mmol.g. 'h 1)

Avaliacado dos
meios de cultivo
Planejamento experimental ~ pH 7,0, 28 °C, 5 g/L de células,
com células livres 50 g/L lactose e 25 g/L frutose
Confinamento das células em  Vazio de 20 L/h para as células
membranas de fibras ocas  confinadas no exterior das fibras

Meio de cultivo 5B 1,76 £ 0,23

2,87+0,13

1,35+0,17

E possivel observar na Tabela 4.12 que a taxa especifica obtida para as células
confinadas no exterior das fibras ¢ aproximadamente metade da taxa obtida no
planejamento experimental com as células livres. Mesmo sendo menor, devido a
limitacdes difusionais, para fazer a integragdo do processo de reacdo e separagdo por
eletrodidlise, ndo seria possivel trabalhar com as células livres. FERRAZ (1999)
realizou a integracao do processo de reacao e separacao de sorbitol e acido gliconico
utilizando células livres e acoplada a uma unidade de eletrodidlise, e verificou que
grande parte das células estava aderida as membranas de troca idnica, provocando assim

um aumento da resisténcia elétrica.
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Diante desses resultados, optou-se por fazer a integracdo do processo utilizando as

células confinadas no exterior das fibras.

4.5 — Separacio por Eletrodialise

Foram realizados testes preliminares com as membranas de troca ionica Hidrodex
para a remocao de acido lactobionico. A Figura 4.38 mostra os testes preliminares
variando apenas a tensao (30 e 60 Volts) e a concentracdo de NaCl no compartimento
dos eletrodos, tendo como alimentag¢do apenas a solucao de 4cido lactobidnico a 10 g/L,

mantido em circula¢do a uma vazao de 20 L/h.

L1
e + NaC1100 g/L ¢ 60 V
00 | iy * NaCl20 g/L e 60 V
s ¢ deiasa ANaCl20 gL e30V
2 * [ ]
| T%es, e, s  NaCl 100 g/L ¢ 30 V
0,7 *e,
L 4 : o
S 0,6 0‘ ., o A .
O 05 . *« & A
04 .
03 - .,
0,2 * . .
0,1 MR
0,0 T T T 1
0 50 100 150 200

Tempo (min)

Figura 4.38 — Influéncia da concentragdo de NaCl no compartimento dos eletrodos

e da tensao durante a remog¢ao de acido lactobidnico.

Nesses experimentos, comparou-se a taxa de separacdo do acido lactobidnico
quando a remogao era de 50 % (Tabela 4.13). De acordo com a Tabela 4.13, observa-se
que a medida em que a tensao e a concentragao de NaCl nos eletrodos aumentam, a taxa
de remogao do acido lactobidnico aumenta. Como o experimento realizado a 60 V e 100
g/L de NaCl no compartimento dos eletrodos apresentou a maior de taxa de remogao,
prosseguiu-se entdo com o mesmo para verificar o tempo necessario para uma remogao

de 90% do acido que, nesse caso, foi de cerca de trés horas para o experimento 4.
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Tabela 4.13 — Testes preliminares para avaliar a remocao de acido lactobidnico.

Concentracio de NaCl Taxa para remover 50 % do

Experimento  Tensao (V) nos eletrodos (g/L) acido (g.min'l.L'l)
1 30 20 0,032
2 30 100 0,049
3 60 20 0,059
4 60 100 0,089

Apesar do bom desempenho das membranas Hidrodex na separagdao do acido
lactobionico, observou-se um elevado transporte de dgua durante o experimento, pelo
qual cerca de 40 % do volume da alimentagdo era transportado para corrente do
concentrado. Assim, visando aumentar a eficiéncia do processo, selecionaram-se novas
membranas, do fabricante Ionics (CR 67 HMR-412 e AR 204 SZRA-412).

Nesses testes, foi utilizado o ion gliconato, mais disponivel e de menor custo,
como modelo para o lactobionato. Empregou-se uma solu¢do de gliconato de sodio a 80
g/L (300 mL), mantida em circulagdo a uma vazdo de 20 L/h, aplicando-se uma
diferenga de potencial de 18 V, sendo adicionado no compartimento dos eletrodos uma
solucdo de NaCl a 20 g/L. A concentragdo do gliconato foi monitorada por
condutivimetria.

A Figura 4.39 mostra o resultado da avaliagdo das duas membranas utilizadas para
promover a remocao do gliconato de sodio. As membranas da lonics apresentaram um
melhor desempenho quando comparadas com as da Hidrodex, além disso, as
membranas da lonics ndo possuiram um transporte significativo de 4gua durante o
tempo de operacdo do experimento, tendo-se escolhido essas membranas para a

continuidade dos estudos.
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Figura 4.39 — Comparagdo entre as membranas Hidrodex e Ionics na remogao de

ions gliconato.

O mesmo experimento havia sido realizado por FERRAZ (1999) em um sistema
semelhante, obtendo uma remog¢do de mais de 90 % de gliconato de so6dio em
aproximadamente 5 horas, enquanto que nesse trabalho foi possivel atingir a mesma
remoc¢do em menos de 2 horas. Isto se deve ao fato de que a célula de eletrodialise
utilizada por FERRAZ (1999) possuia apenas 1 par de membranas de troca i0nica,
enquanto que a célula de eletrodialise projetada para ser usada nestes experimentos
possui area de membrana 4 vezes maior e 4 pares de membranas de troca i0nicas.

Outra observagdo ¢ que, ao comparar os resultados obtidos para a remog¢do do
acido lactobidnico com o gliconato de sodio, verifica-se que ¢ possivel remover o
gliconato de sddio com mais facilidade. Para a remocao do gliconato sodio, foi utilizado
20 g/L de NaCl no compartimento dos eletrodos e 18 V, removendo mais de 90 % em
cerca de 120 minutos. Em condi¢des semelhante, 30 V e 20 g/L de NaCl no
compartimento dos eletrodos, nota-se que ¢ necessario cerca de 160 minutos para
remover apenas 50 % do acido lactobidnico. Esta diferenca pode ser atribuida ao fato de
que o lactobionato possui massa molar maior que o gliconato (praticamente o dobro).

Diante dos resultados obtidos nos testes preliminares apresentados na Tabela 4.13,
foi feito entdo um planejamento experimental utilizando as membranas lonics, para
verificar quais as melhores condigdes de taxa especifica de remocdo do &cido

lactobidnico.
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O planejamento experimental empregado foi do tipo DCCR (delineamento
composto central rotacional) do tipo 2°, tendo como variaveis a tensdo, concentracdo de
NaCl nos eletrodos e na corrente do concentrado. Esta ultima variavel foi utilizada com
o intuito de aumentar a condutividade, diminuindo, assim, a resisténcia ao transporte
entre as membranas. A Tabela 4.14 mostra os niveis de cada uma das variaveis

utilizadas.

Tabela 4.14 — Niveis das varidveis utilizadas para o planejamento experimental na

unidade de eletrodialise.

Variavel Niveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Tensdo 20 28,09 40 51,9 60

Concentragao de NaCl no
compartimento dos eletrodos (g/L)
Concentracao de NaCl na
corrente do concentrado (g/L)

244 55 100 145 175,6

0,0 0,619 1,512 2,404 3,0

Na Tabela 4.14, observa-se que a tensao foi variada de 20V a 60V. Nao foram
utilizados valores menores que 20 V devido a baixa eficiéncia de remoc¢do nessa
condicdo e ndo foram utilizados valores acima de 60 V para ndo exceder a capacidade
da fonte de corrente continua empregada nos estudos. No caso das outras variaveis, seus
intervalos foram escolhidos em funcao de resultados obtidos em testes preliminares.

norm

As Equagdes 4.11 a 4.13 representam as varidveis normalizadas, V'™ (tensdo),

NaCl.EI™™ (concentragdo de NaCl no compartimento dos eletrodos), NaCl.Conc™™

(concentracdo de NaCl na corrente do concentrado).

o _ Voltagem — 40 @.11)
11,91
Naclgrm - NaCl.EL—100 (4.12)
45
NaCl.Conc™m — Nacl.conc —1,512 (4.13)

0,893

A Tabela 4.15 mostra a matriz planejamento contendo 17 experimentos, sendo 3
réplicas no ponto central, tendo como resposta a taxa especifica de remog¢do do acido

lactobidnico (g.min™ m?).
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Todos os experimentos foram feitos a 30 °C e a uma vazio de 20 L/h utilizando
150 ml de solugdes sintéticas de lactose, frutose, sorbitol e acido lactobionico. Como
serdo utilizadas nas reagdes enzimaticas solugdes com 50 g/L de lactose e 25 g/L de
frutose, foram feitas solu¢des simulando uma conversao de 10 %, utilizando-se, assim,
solugdes contendo 40 g/L de lactose, 20 g/L de frutose, 5 g/L de sorbitol e 10 g/L de
acido lactobidnico. As taxas especificas de remog¢ao mostradas na Tabela 4.15 foram
calculadas quando a concentracdo de 4cido lactobidnico na alimentag¢do chegou a 1 g/L,
concentragdo maxima desejavel na saida do biorreator a membranas para o caso de
haver inibi¢ao da atividade enzimatica pelo produto.

As Figuras 4.40 a 4.43 mostram as curvas de remoc¢do do acido lactobionico em
fung¢do do tempo para todos os experimentos da Tabela 4.15. As Figuras 4.40 e 4.41
mostram os experimentos de 1 a 4 e 5 a 8, respectivamente, variando apenas a tensdo e
concentra¢do de NaCl no compartimento dos eletrodos, enquanto que a concentragio de
NaCl na corrente do concentrado ¢ constante (2,404 g/L. — Figura 4.40; 0,619 g/L —
Figura 4.41). Em ambas as figuras observa-se que a medida que a tensao aumenta, a
taxa de remog¢do aumenta também, sendo possivel notar que a concentragdo de NaCl no
compartimento dos eletrodos ndo exerce muita influéncia sobre a remog¢dao do acido
lactobidnico.

Ja na Figura 4.42 sao mostradas as curvas de remogdo para as réplicas no ponto
central, experimento 9 a 11, apresentando uma boa reprodutibilidade. A Figura 4.43 esta
relacionada as curvas de remog¢do dos pontos axiais do planejamento experimental,
sendo possivel observar uma grande influéncia da tensdo como mostram os
experimentos 12 e 13, pois, ao aumentar a tensdo de 20 V para 60 V, o tempo para
remover mais de 95 % de acido lactobidnico cai de aproximadamente 100 min para 50
min. Entretanto, ndo foi observada nenhuma diferenga sobre a taxa especifica de
remocdo do &cido lactobidnico ao variar a concentragdo de NaCl nos eletrodos
(experimentos 14 e 15). Ja para concentracdo de NaCl na corrente do concentrado
observa-se, também, hd uma grande influéncia desta variavel sobre a remog¢do de acido

lactobidnico.
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Tabela 4.15 — Matriz de planejamento para os experimentos realizados na unidade

de eletrodialise.

VM NaCLEI™™  NaCl.Conc™™ Volt. NaCl nos NaClno Taxa Esp. de remocao

Exp. (V) eletr. (g/L) conc.(g/L) (g.min'l.m'z)
1 +1 -1 +1 51,9 55 2,404 1,48
2 +1 +1 +1 51,9 145 2,404 1,33
3 -1 -1 +1 28,09 55 2,404 0,84
4 -1 +1 +1 28,09 145 2,404 0,80
5 +1 -1 -1 51,9 55 0,619 1,13
6 +1 +1 -1 51,9 145 0,619 0,92
7 -1 -1 -1 28,09 55 0,619 0,75
8 -1 +1 -1 28,09 145 0,619 0,76
9 0 0 0 40 100 1,512 1,16
10 0 0 0 40 100 1,512 1,01
11 0 0 0 40 100 1,512 1,03
12 -1,68 0 0 20 100 1,512 0,58
13 +1,68 0 0 60 100 1,512 1,31
14 0 -1,68 0 40 24.4 1,512 1,04
15 0 +1,68 0 40 175,6 1,512 1,01
16 0 0 -1,68 40 100 0,0 0,67
17 0 0 +1,68 40 100 3,0 0,88

1,2
10 4 ¢ Exp 1-51,9V;55¢g/L; 2,404 g/LL
’ ® Exp 2-51,9 V; 145 g/L; 2,404 g/L
A
081 % A A Exp 3-28,09 V; 55 g/L; 2,404 g/L
g ¢ Exp 4 -28,09 V; 145 g/L; 2,404 g/L
Soc - o, 4
=~ 0,6 ¢
o o,
°
i e ¢ 4
0,4 w -
000. o A i
0,2 - “. M SN
*Puy ) t oo 4
0,0 ‘ — e . bean ‘
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 4.40 — Curvas de remocao do acido lactobidnico para os experimentos 1 até

4, mostrados na Tabela 4.15.
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1,2
A Exp5-51,9V;55¢g/L; 0,619 g/L
1,0 = ® Exp 6-51,9 V; 145 g/L; 0,619 g/L
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0. - '. A Exp 7 - 28,09 V; 55 g/L; 0,619 g/L
!’.‘ + Exp 8 - 28,09 V; 145 g/L; 0,619 g/L.
o ot
\0,6 7 » *
@} » *
° ¢ .A
0,4 A .. OA A
A ) . AA
A © .’ o A
0,2 7 A A © ® * A A
A A N [ J : * : :
A2 * A
0,0 ‘ ‘ 2.6 *.tta, ‘
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 4.41 — Curvas de remogdo do acido lactobidnico para os experimentos 5 até

8, mostrados na Tabela 4.15.

1,2 -
Loe A Exp9-40 V; 100 g/L; 1,512 g/L
0.8 .:. + Exp 10-40 V; 100 g/L; 1,512 g/LL
8-
*e e Exp 11-40 V; 100 g/L; 1,512 g/L
80,6 1 .
)
’0
0,4 - ¢
*
2 20"
4 4
0,2 e ¢ .
A A, ..A Q. t o .
0,0 T T T T A 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 4.42 — Curvas de remocgdo do acido lactobidnico para os experimentos 9 até

11 (pontos centrais), mostrados na Tabela 4.15.
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Figura 4.43 — Curvas de remocao do acido lactobionico para os experimentos 12

até 17 (pontos axiais), mostrados na Tabela 4.15.

De acordo com os valores obtidos através do planejamento experimental, ¢
possivel analisar os efeitos de cada uma das varidveis sobre a taxa especifica de
remog¢do do acido lactobidnico, bem como verificar a significdncia destas. Da mesma
forma como foi feito no planejamento experimental para as células permeabilizadas, foi
realizada uma andlise das superficies de resposta juntamente com o modelo empirico.
Vale ressaltar, mais uma vez, que uma analise mais rigorosa dos resultados deve ser
feita com base apenas no modelo empirico.

As Figuras 4.44 a 4.46 mostram as superficies de respostas geradas para cada
conjunto de duas variaveis tendo como resposta a taxa especifica de remogao do acido
lactobidnico. Na Figura 4.44 observa-se a taxa especifica de remog¢do em fungdo da
tensdo e concentragdo de NaCl no compartimento dos eletrodos, mostrando que quanto
maior a tensao, maior a remogao, sem influéncia significativa da concentracdo de NaCl
no compartimento dos eletrodos sobre a taxa. A Figura 4.45, que leva em conta a tensao
e a concentragdo de NaCl na corrente do concentrado, mostra que, quanto maior a
tensdo e concentragdo do sal, maior ¢ a taxa especifica de remog¢ao, sendo possivel
observar que a concentracao de NaCl na corrente do concentrado passa por um maximo.
Ja a Figura 4.46, em funcdo da concentracao de NaCl no compartimento dos eletrodos e

na corrente do concentrado, mostra a concentracdo de sal nos eletrodos nao exerce
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efeito significativo na taxa especifica de remocgao, entretanto, o efeito da concentragdo
de sal na corrente do concentrado aparenta passar por um maximo.

De modo geral, observa-se que ndao ha muita influéncia da concentragdo de NaCl
no compartimento dos eletrodos sobre a taxa especifica de remog¢do do &cido
lactobionico. A taxa especifica de remogdo tende a aumentar & medida que ocorre um
aumento da tensao e concentragdo de NaCl na corrente do concentrado. Vale ressaltar

que, ao mencionar o efeito de uma determinada variavel sobre a taxa, isso ¢ valido

apenas para faixa estudada.
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Figura 4.44 — Grafico da superficie de resposta tendo como variaveis a

concentragdo de NaCl no compartimento dos eletrodos e tensao.
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Figura 4.46 — Grafico da superficie de resposta tendo como varidveis a

concentracdo de NaCl na corrente do concentrado e no compartimento dos eletrodos.
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A partir dos dados da Tabela 4.15 foi obtido um modelo empirico (Equagao 4.14),
pelo qual ¢ possivel observar que os pardmetros significativos a 95 % de confianca
foram a tensdo e a concentragdo de NaCl na corrente do concentrado, enquanto que a
concentragdo de NaCl no compartimento dos eletrodos nao exerce influéncia sobre a

taxa especifica de remocao do 4cido lactobidnico.

TERg.min" m?)=(1,045+0,028 +(0215+0,023 V™™ +(0,091+0,023 - NaClCon¢®™
+(0,078+0,031)-V™™. NaCICon¢®™ —(0,078+0,042) - NaCICond™™ e
A Tabela 4.16 mostra o coeficiente de correlagdo do modelo, bem como a
variancia obtida pelo modelo e a dos pontos centrais do planejamento. Empregando-se o
Teste F entre estas varidncias, obtém-se que 0 Feacundo €std dentro do intervalo do
Fiabelado, permitindo concluir que os erros de predicdo do modelo sdo semelhantes aos

erros experimentais observados, confirmando, assim, a sua qualidade.

Tabela 4.16 — Teste F para as variancias dos pontos centrais e do modelo (Equagao

4.14).

Variancia F Fiabelado Coeficiente de
Ponto central Modelo ~ "™ Inferior Superior correlagiio
6,544.10°  7,666.10° 0,853 0,196 39414 0,953

A Equacdo 4.15 mostra que a tensdo ¢ a variavel que mais influencia a taxa
especifica de remogao, sendo um parametro linear e positivo, ou seja, quanto maior ¢ a
tensao maior € a taxa, € que esta varia linearmente com o aumento da tensdao. Observa-
se também que existe uma combinacdo de efeitos entre a tensdo e a concentragdo de sal,
indicando a existéncia de ndo linearidades no problema experimental investigado. De
acordo com a Equagdo 4.14, o efeito da concentracio de NaCl na corrente do
concentrado passa por uma maximo. Com o auxilio do Software Mathcad foi utilizada
uma func¢do para achar quais os valores das varidveis, dentro da faixa estudada,
maximizam a taxa especifica de remocao. A melhor condi¢ao encontrada foi uma tensdo
de 60 V e uma concentracdo de 3,0 g/L de NaCl na corrente do concentrado.

A Figura 4.47 mostra resisténcia aparente da unidade de eletrodialise calculada
para os experimentos 12 e 13, de forma a avaliar o efeito da tensdo, e os experimentos

16 ¢ 17, com o intuito de mostrar a influéncia da concentragdo de sal na corrente do
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concentrado. A resisténcia aparente da unidade de eletrodialise foi calculada com base

na Equagdo 4.15, como mostra a seguir:

R(Ohm)

v

(4.15)

onde V ¢ i sdo a tensdo aplicada e a corrente elétrica do sistema.

E possivel verificar na Figura 4.47, no caso dos experimentos 12 e 13 que, ao

aumentar a tensdao de 12 V para 20 V, a resisténcia elétrica do sistema diminui pois a

corrente elétrica também aumenta. Para o experimento 13 que utiliza a maior tensdo, ha

uma menor resisténcia ao transporte ao longo de todo o tempo quando comparado com

o experimento 12 a 20 V.

O efeito da concentracao de sal na corrente do concentrado também ¢ evidenciado

na Figura 4.47 pois, no inicio do experimento (tempo = 0), a resisténcia aparente da

unidade sem adi¢@o de sal ¢ de aproximadamente 500 Ohms, enquanto que ao adicionar

3 g/L de sal na corrente do concentrado a resisténcia inicial fica em torno de 60 Ohms,

cerca de 8 vezes menor que o experimento feito sem a adicdo de NaCl. Isso se deve ao

fato de que o sal aumenta a condutividade no compartimento entre as membranas,

diminuindo, assim, a resisténcia ao transporte.
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Figura 4.47 — Resisténcia elétrica aparente do sistema de eletrodidlise dos

experimentos 12, 13, 16 e 17 da Tabela 4.15.
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Nos testes preliminares, evidenciou-se a influéncia da concentracdo de NaCl no
compartimento dos eletrodos, ¢ um dos motivos que pode ter feito com que no
planejamento experimental realizado ndo tivesse sido observado a influéncia desta
varidvel pode ser o fato de a membrana ser diferente, pois nos testes preliminares foram
utilizadas membranas fornecidas pela Hidrodex LTDA e, no planejamento
experimental, membranas da lonics (GE Waters).

Nos experimentos preliminares, ocorreu a transferéncia de ions do compartimento
dos eletrodos para a corrente do concentrado. A medida que a concentragio de sal nos
eletrodos aumentava, ocorria um aumento no transporte destes ions. Como os
experimentos realizados no planejamento experimental ja continham sal na corrente do
concentrado, mesmo ocorrendo o transporte de ions do compartimento dos eletrodos
para os canais do concentrado, esse transporte provavelmente ndo foi tdo significativo
frente a concentracdo de NaCl existente na corrente o concentrado.

Para todos os experimentos do planejamento experimental ocorreu uma remogao
de mais de 95 % de acido lactobidnico, diferentemente do trabalho desenvolvido
PERETTI (2006), que estudou a utilizacdo da eletrodidlise para a separagdo de acido
provenientes do processo biotecnologico catalisado pela enzima GFOR de Zymomonas
mobilis. Nas melhores condigdes encontradas pelo autor, houve uma remogao de 38,7 %
em 250 min a partir de solugdes sintéticas com 20 g/L de acido lactobionicoa 15 V. Ja a
recuperacdo do 4acido lactobidnico proveniente de uma solucdo contendo todos os
componentes do ensaio de conversao (lactose, frutose e sorbitol) foi de 14 % no mesmo
periodo.

Com base nas melhores condigdes obtidas experimentalmente através do
planejamento experimental, foram feitos outros testes simulando uma nova condi¢do
que fosse o mais proxima possivel daquela que seria obtida apos a etapa de rea¢do no
biorreator a membrana. Deste modo, foram utilizadas 150 mL de solucdes sintéticas
contendo 49 g/L de lactose, 24,5 g/L de frutose, 1 g/L de acido lactobionico e 0,5 g/L de
sorbitol. A solucdo era recirculada através do sistema de eletrodialise a uma vazao de 20
L/h e 30 °C. Como as melhores condi¢des foram para uma tensdo de 60 V e 3,0 g/L de
NaCl na corrente do concentrado, foram feitos testes variando apenas a concentragdo de
sal com o objetivo de verificar se haveria alguma melhora na remocdo, pois a
condutividade para solugdes de 1 g/L de acido lactobidnico ¢ baixa.

Os experimentos mostrados na Figura 4.48 foram feitos utilizando 3, 5 ¢ 7 g/L de

NaCl na corrente do concentrado. Para cada condi¢do o experimento foi realizado em
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triplicata. Em todas as condi¢des, a Figura 4.48 mostra que ocorre uma remog¢ao de mais
de 90 % em cerca de 30 minutos, e que o desempenho para as concentracdes de 5 e 7

g/L de sal mostra-se melhor do que para 3 g/L.

1,2 -
1,0 ® NaCl - 3 g/L
0,8 _ g A NaCl - 5 g/L
- ¢ NaCl-7g/L
Q0,6 - u
0,4 - %
0,2 - ' g
i | . *
0,0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tempo (min)

Figura 4.48 — Curvas de remocdo do 4cido lactobionico variando apenas a

concentracdo de NaCl na corrente do concentrado.

Assim, os estudos realizados no sistema de eletrodidlise, bem como os demais
feitos até o momento, forneceram base para realizar a integracdo do processo de reagao

e separac¢do, que sera discutida a seguir.

4.6 — Integracao do Processo

Os resultados que serdo mostrados a seguir estdo relacionados a integragdo dos
processos de reagdo, no biorreator & membrana, e separacdo através da eletrodidlise.
Com base em todos os estudos discutidos até esse ponto, foi possivel estabelecer as
condicdes para a realizagdo desta integracdo. Assim, todos os experimentos para o
sistema acoplado foram conduzidos a 30 °C, pH entre 6,5 ¢ 7,0, 50 g/L lactose, 25 g/L
de frutose, vazao de 20 L/h, 350 mg de cé€lulas confinadas no exterior das fibras, tensao
de 60 V, 5 g/L de NaCl na corrente do concentrado e 25 g/L. de NaCl no compartimento

dos eletrodos.
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Para avaliar o desempenho do processo integrado realizaram-se reacdes de
conversao total para os sistemas utilizando cé€lulas livres e células confinadas no
modulo de fibras ocas, com ou sem remocao por eletrodidlise. Os ensaios de conversao
total para as células livres e confinadas foram realizados com base nas melhores
condicdes obtidas para cada processo, utilizando um volume reacional de 150 mL. Ja no
experimento do processo integrado foi utilizado um volume de 300 mL de solucao de
acucares.

A Figura 4.49 mostra o monitoramento da condutividade ao longo do tempo para
os trés sistemas reacionais, sendo possivel observar que as reagdes com as células livres
e confinadas no modulo de fibras ocas mostram um aumento na condutividade. Isso se
deve a produgdo de acido lactobionico ao longo da reacdo, o qual permanece no meio
reacional. Ja para o sistema acoplado, a baixa condutividade do meio reacional ao longo

de todo o experimento indica que ocorreu a remocdo simultdnea do 4acido via

eletrodialise.
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Figura 4.49 — Monitoramento da condutividade dos ensaios de conversao total.

A Figura 4.50 mostra os valores de conversdes ao longo do tempo para os
sistemas reacionais empregando cé¢lulas livres e confinadas no exterior das fibras. De
acordo com a Figura 4.50, ¢ atingida uma conversao em torno de 90 % a partir de 50
horas para os processos empregando células livres e confinadas no modulo de fibras
ocas. No trabalho realizado por FERRAZ (1999), que trata da produgdo de sorbitol e

acido gliconico, foi obtida uma conversdo 75 % ao final de 5 dias com células
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confinadas no interior das fibras. J4 os estudos feitos por SATORY et al. (1997),
relacionados a produgdo de sorbitol e 4cido lactobidnico, que estudaram diferentes
modos de operagdo, como batelada e batelada alimentada (com conversdo de 95 % a
partir de 60 horas) e operando em modo continuo fazendo uso de uma membrana de UF
reter a enzima (com uma conversao de 44 %). Os resultados mostrados até o momento,
neste trabalho, utilizando células livres e imobilizadas foram melhor que os encontrados

na literatura.
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Figura 4.50 — Acompanhamento da conversdo dos sistemas empregando células

livres e confinadas no exterior das fibras.

A Figura 4.51 mostra os valores de conversdo ao longo do tempo para o sistema
acoplado. O primeiro experimento, com mostra a Figura 4.51, mostrou que em menos
de 10 horas de reagdo, obteve-se uma conversdao em torno de 30 %, enquanto que nos
sistemas empregando as células livres ou confinadas, esse valor de conversdo s6 era
obtido em torno de 30 horas de reagdo. Entretanto, no sistema acoplado, a conversao se
manteve constante, em torno de 40 %, por quase 60 horas. Este comportamento pode ser
decorrente de problemas experimentais ocorridos no sistema de eletrodidlise, como a
formacao de incrustagdes nos canais de circulagdo do corrente do concentrado, que pode
ter afetado o desempenho da unidade. O primeiro experimento fez uso apenas de um
modulo de fibras ocas para o confinamento das células.

Devido ao problema relatado na unidade de eletrodidlise, foi feito outro

experimento no sistema acoplado, nas mesmas condi¢des, utilizando agora dois
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modulos de membranas para confinar as células operando em paralelo. Para este
experimento foram utilizados a mesma massa de células em cada modulo (350 mg).

E possivel observar na Figura 4.51 que, para este segundo experimento, em
aproximadamente 15 horas de processo foi obtido uma conversdao em torno de 65 %,
confirmando o bom desempenho do acoplamento. Nos sistemas empregando células
livres e ou confinadas, para se obter a mesma conversao foram necessarias mais de 30
horas de processo. Entretanto, conversdes maiores nao foram atingidas por problemas
de incrustacdes nos canais de circulacdo da corrente do concentrado, bem como pela

ocorréncia de vazamentos na unidade.
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Figura 4.51 — Acompanhamento da conversao para o sistema acoplado.

Tais problemas, mencionados anteriormente, prejudicam o desempenho da
unidade de eletrodidlise em longos tempos. Dessa forma, foi empregada uma unidade
piloto de eletrodidlise (PCCell GmbH ED 64-0-02), contendo 10 pares de membranas,
com uma area total de 1280 cm’, separadas por uma distincia de 0,5 mm, contendo
eletrodos de titdnio cobertos com platina. Para os experimentos utilizando esta unidade,
foram adotadas as mesmas condi¢des dos experimentos anteriores, com a diferenca de
que a tensdo aplicada foi de 25 V, a maxima permitida por esse equipamento.

A Figura 4.52 mostra os resultados obtidos para todos os sistemas reacionais
empregados, sendo possivel notar a realizagdo de um ensaio de conversao total para os
dois modulos de membranas operando em paralelo. Os experimentos mostrados para

células livres e confinadas em apenas um moédulo sdo os mesmos apresentados
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anteriormente. Para todos os experimentos feitos sem a remog¢ao do acido lactobionico €
possivel observar que, a partir de aproximadamente 45 horas, ¢ obtida uma conversao
em torno de 90 %.

Foram feitos dois experimentos para o sistema acoplado, sendo o primeiro
utilizando 750 mL de solugdo de agucares na alimentagdo ¢ o segundo, 1250 mL. Em
ambos os experimentos, foram confinados 350 mg de células em cada um dos modulos
de membrana. A anélise da Figura 4.51 mostra que o sistema acoplado apresentaram um
desempenho muito melhor do que os outros sistemas em que ndo ha a remogdo

simultanea do acido lactobidnico do meio reacional.
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Figura 4.52 — Acompanhamento da conversdo para os sistemas contendo células
livres e confinadas, e para o sistema integrado utilizando a unidade de eletrodialise

piloto.

Os resultados obtidos tanto na unidade construida no laboratério quanto na
unidade piloto confirmam que o acoplamento da eletrodidlise traz vantagens ao
processo. O desempenho da unidade piloto foi ainda superior ao da unidade de
laboratério devido ao fato da mesma apresentar uma area de membranas muito maior,
bem como pelas melhores condi¢des hidrodindmicas da célula piloto. Cabe ressaltar que
uma otimizagdo das condigdes experimentais dessa célula certamente levaria a um
desempenho ainda melhor, mas esta etapa foge ao escopo desse trabalho.

Cromatogramas de amostras retiradas no inicio € no final de um experimento

acoplado podem ser vistos na Figura 4.53. Nesta Figura, ¢ possivel observar a presenca
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apenas de lactose e frutose antes do comeco da reagdo, Figura 4.53 (a). No final da
reagdo, observa-se a formacao de sorbitol, bem como auséncia do acido lactobidnico no
tanque de alimentacdo, Figura 4.53 (b), mostrando que ocorreu realmente a remogao
deste pelo sistema de eletrodialise. E por fim, foi feito uma andlise do tanque do
concentrado mostrando conter apenas o 4acido lactobidnico, Figura 4.53 (c),
confirmando ser possivel produzir e separar simultaneamente o acido lactobidnico do
meio reacional, bem como aumentar a eficiéncia do processo.

A Tabela 4.17 mostra os valores de taxa especifica de formagdo do sorbitol
(mmolsorbitol.gce{l.h'l) para os experimentos mostrados na Figura 4.51. A tabela mostra
que as taxas para o sistema acoplado sdo cerca de 10 vezes maiores do que para os
outros sistemas que ndo utilizam a eletrodidlise para a remoc¢do do acido do meio
reacional. A remocdo do acido confere uma melhora na atividade da enzima durante o

processo de producdo de sorbitol e 4cido lactobidnico.

Tabela 4.17 — Comparagdo das taxas especificas para os diferentes sistemas

reacionais.

Taxa Especifica
(mm()lsorbitobgcel-l~h-1)
Células Livres 0,44

Células Confinadas no Exterior

Ensaio

das Fibras (1 médulo) 0,49
Células Confinadas no exterior 122
das Fibras (2 modulos) ’
Sistema Acoplado (750 mL) 12,50
Sistema Acoplado (1250 mL) 8,44

Esta melhora ao remover o acido do meio reacional também foi observada por
FERRAZ (1999), durante os estudos de remocao do 4cido gliconico por eletrodialise,
obtendo uma taxa especifica de reagdo constante por mais de 60 horas, indicando uma
maior estabilidade da enzima nesta condi¢ao de operagao.

Com base nos resultados relacionados ao sistema acoplado € possivel levantar
uma hipotese de que a estabilidade da enzima esta relacionada a baixa concentragdo de
acido lactobionico no meio reacional. Quando hd acimulo do acido gliconico
produzido, ocorre uma inibi¢do da hidrélise da lactona, com conseqiiente acimulo desta
no meio reacional. Segundo FURLINGER et al. (1998), a intera¢ao da enzima com a

lactona formada causaria a inativacdo da enzima GFOR. Desta forma, a separagdo do
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acido lactobidnico pela eletrodidlise teria um efeito favoravel impedindo o acumulo de

lactona no meio reacional.
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Figura 4.53 - Cromatogramas obtidos pela andlise das amostras de um
experimento empregando eletrodidlise para a remog¢ao do 4cido lactobidnico. Antes de
comegar a reagao, t€ém-se os picos relacionados somente a frutose e lactose (a); apds o
término da reagdo, observa-se a formagdo do sorbitol, e uma pequena quantia que ndo
reagiu de lactose e frutose (b); na corrente do concentrado, observa-se o pico relativo ao

acido lactobionico (c).
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Os trabalhos encontrados na literatura que tratam da producdo de sorbitol e acido
lactobionico sdo os de CARRA et al. (2005), que alcangaram uma conversdo de 80 %
em 24 horas de processo, ¢ o0 de SATORY et al. (1997), que obtiveram conversdes em
torno de 90 % a partir de 60 horas, para os sistemas batelada e batelada alimentada, e 44
% para o sistema operado em modo continuo.

De acordo com os resultados mostrados no presente trabalho, observou-se que o
sistema acoplado conseguiu uma conversao de 90 % em torno de 20 horas. Estes
resultados sdo melhores do que os obtidos para sistemas utilizados neste trabalho, que
ndo empregam a remog¢ao do acido por eletrodidlise, além de serem melhores que os

resultados encontrados na literatura para a produgdo de sorbitol e acido lactobidnico.
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5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho relacionados a producdo de sorbitol
e 4cido lactobidnico a partir da enzima glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) de
Zymomonas mobilis mostraram o grande potencial para aplicagdo industrial do processo
proposto. Sua principal vantagem em relagdo aos processos tradicionais de obtencao
destes dois produtos ¢ a operagdo em condi¢des mais amenas, resultando em um menor
gasto energético.

As conclusdes que serdo mostradas a seguir serdo divididas com base nos topicos

abordados no Capitulo 4.

Avaliacdo dos Meios de Cultivo:

Nesta etapa foi possivel verificar a influéncia das células cultivadas nos diversos
meios de cultivo sobre a taxa de formagao do acido lactobionico e sorbitol catalisada
pela enzima GFOR. Este estudo mostrou que a atividade da enzima pode estar
relacionada ndo s6 ao aumento da concentragdo de glicose no meio de cultivo como a
presenca de outros nutrientes.

As taxas médias de formacdo do acido lactobionico obtidas para as células
oriundas dos diversos meios variaram de 0,58 a 1,76 mmol.gcel'l.h'l, os maiores valores
de taxa foram para as células cultivado em um meio com composic¢ao definida e 150 g/L
de glicose (meio 5B).

Além disso, realizou-se uma analise estatistica dos dados das reagdes com as
células de cada meio com o objetivo de verificar a repetitividade e reprodutibilidade dos
resultados, permitindo também verificar se a metodologia empregada no preparo do
inéculo, baseada apenas no tempo de cultivo, mostrou-se valida. No que diz respeito a
repetitividade dos experimentos, pode-se concluir que os erros cometidos para as
reacOoes de cada fermentacdo proveniente dos diversos meios de cultivo foram
semelhantes.

Os testes de reprodutibilidade mostraram que padronizacdo do inoculo feita
apenas pelo tempo de cultivo se mostrou valida para todos os meios, exceto os meios

contendo apenas glicose e extrato de levedura (meios 4A e 4B).
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Planejamento Experimental — Células Permeabilizadas:

O planejamento experimental realizado com as células permeabilizadas mostrou
que o pH ¢ a varidvel que exerce maior influéncia sobre a taxa de formag¢do do acido
lactobionico, enquanto que a concentracdo de agucares nao influencia na taxa.

Os valores de taxa de especifica de formagao do acido lactobidonico encontrados
durante a realizagdo do planejamento experimental variaram de 0,48 a 2,87 mmol.g.’
'h', além disso, foi estabelecida as melhores condicdes dentro faixa de variacdes de
cada uma das variaveis, que foram para um pH 7,0, temperatura em torno de 28-30 °C,
5 g/L de células, 50 g/L de lactose e 25 g/LL de frutose.

O uso do planejamento de experimentos mostrou que toda rotina de planejamento
experimental deve ser encarada como um processo iterativo, ao longo do quais os

pressupostos vao sendo revistos e aperfeicoados.

Confinamento das Células em Membranas de Fibras Ocas:

Nos estudos realizados com as células confinadas no médulo de membrana de
fibras ocas, constatou-se que as melhores condi¢des foram para as células confinadas no
exterior das fibras com uma vazao de circulacdo de 20 L/h, ¢ uma taxa de 1,37
mmol.gcel'l.h'l.

Apesar de este valor de taxa ser aproximadamente metade do valor da melhor taxa
obtida no planejamento experimental com as células permeabilizadas livres, a
imobilizacao das células ¢ mais conveniente para a integracdo do processo. Quando
células livres sdo utilizadas, estas podem ficar aderidas as membranas de troca idnica,

reduzindo o desempenho do processo.

Separacdo por Eletrodialise:

O planejamento experimental da etapa de separagdo do acido lactobionico por
eletrodialise mostrou que as Unicas varidveis que influenciam a taxa de remocao do acido
lactobidnico sdo a concentracdo de NaCl na corrente do concentrado e a voltagem, uma vez
que com aumento destas varidveis hda um aumento da for¢a motriz, facilitando, assim a

remogdo. A melhor condi¢@o para a separagdo do acido dentro faixa estudada de cada uma
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das variaveis foi para tensdo de 60 Volts, 3 g/ de NaCl na corrente do concentrado ¢ 25
g/L de NaCl no compartimento dos eletrodos.

Os valores obtidos de taxa de remog¢do neste planejamento variaram de 0,58 a 1,48
gécido/min.mz, e em todos os experimentos foi possivel remover mais de 95 % de acido

latobionico, apresentando assim resultados melhores os descritos na literatura.

Integracdo do Processo:

A integracdo da unidade reacdo e separacdo apresentou bons resultados quando
comparados ao demais sistemas que ndo utilizam a eletrodidlise para remover o acido
lactobionico a medida que ele ¢ produzido. Esse ¢ mais um indicio de que a
estabilidade da enzima estd relacionada & remog¢ao do acido lactobidnico do meio
reacional.

Mesmo tendo obtido bons resultados durante a integragdo do processo, ainda ¢
necessario realizar mais estudos visando otimizar a produgdo de sorbitol e acido
lactobidnico, bem como buscar elucidar os fenomenos envolvidos no processo.

Este trabalho mostrou que o sistema acoplado conseguiu uma conversao de 90 %

em torno de 20 horas, resultados estes que sdo melhores do que os relatados na literatura

para a producdo de sorbitol e 4cido lactobidnico.

A seguir sdo apresentadas algumas sugestdes para trabalhos futuros visando uma
melhora na producdo de sorbitol e 4&cido lactobidnico a partir das células

permeabilizadas de Zymomonas mobilis.

e Avaliar a influéncia das células provenientes de diferentes cepas da
bactéria Zymomonas mobilis sobre a taxa de formacdo do acido
lactobidnico;

e Realizar a continuacdo do planejamento experimental para as células
permeabilizadas visando buscar as condi¢gdes 6timas de operagdo com base
nos resultados obtidos;

e Dar continuidade aos estudos com as células confinadas no interior das
fibras, mas utilizando fibras com um didmetro interno maior, para facilitar

o confinamento das células;
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Fazer novos testes na unidade comercial de eletrodidlise, para verificar as
melhores condi¢des de remogao de acido lactobidnico;

Investigar o controle do pH do meio reacional através da remogao do acido
lactobidnico por eletrodidlise, sem adi¢ao de hidréxido.

Estudar o processo em operagdo continua para o sistema acoplado,
verificando assim a estabilidade da enzima;

Realizar a modelagem fenomenologica do processo integrado visando
otimizar as melhores condigdes para a produgcdo do sorbitol e acido

lactobidnico.
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APENDICE A

A.1 — Curva de Calibrag¢ao para a Determinacio da Concentraciao de Células

Nas Figura A.1 até A.8, mostram as curvas de calibragdes para os 8 meios de
cultivos estudados obtidas a partir das medidas de absorbancia das aliquotas do meio
cultivo que foram diluidas com agua destilada, buscando obter concentragdes de 0,02 a

0,15 g/L.

0,12 - MEIO 1
0,10 -
y = 0,2487x - 0,0005
0,08 - R? = 10,9992
=
30 0,06 -
<
0,04 -
0,02 -
0,00 T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Absorbincia (600 nm)

Figura A.1 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 1.
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0,14 -
MEIO 2
0,12 -
0,10 7 y = 0,2517x + 0,0004
3 0,08 - R’ =0,9996
)
% 0,06
0,04 -
0,02 -
0,00 T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbancia (600 nm)

Figura A.2 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 2.

0,12 -
MEIO 3A
0,10 -
0,08 - y= 0,22105x +0,0002
g R"=0,9999
&0 0,06
o
0,04 -
0,02 -
0,00 ‘ ‘ ‘ | | |
0’0 091 0,2 0’3 0’4 0,5 0,6

Absorbancia (600 nm)

Figura A.3 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 3A.
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0,12 -

MEIO 3B
0,10 -
0,08 - y =0,2572x - 0,0006
= R*=0,9997
2 0,06 -
&
0,04 -
0,02 -
0,00 1 1 T T |
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbancia (600 nm)

Figura A4 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 3B.

0,14 1 MEIO 4A
0,12 -
0,10 y =0,2751x + 0,0004
= 0,08 - R?=0,9991
b
E
» 0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00 1 1 1 T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Absorbancia (600 nm)

Figura A.5 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 4A.
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0,12 - MEIO 4B
0,10
v =0,2719x - 0,0019
_0.087 R’ = 0,998
=
% 0,06
>
0,04 |
0,02 -
0,00 \ \ \ \ \
0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5

Absorbancia (600 nm)

Figura A.6 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 4B.

0,14 -
’ MEIO 5A
0,12 -
0,10 - y = 0,2663x + 0,0003
= 0,08 - R’ =0,9997
E
% 0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00 T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Absorbancia (600 nm)

Figura A.7 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio SA.
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0,16 -
0,14 -
0,12 -

MEIO 5B

y =0,3054x + 0,0015
0,10 7 R’ =0,9991
0,08

0,06 -
0,04 -
0,02

0,00 \ T \ \ \
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbancia (600 nm)

X (g/L)

Figura A.8 — Curva de calibracdo da concentracdo de células da bactéria

Zymomonas mobilis para o meio 5B.

A.2 — Curva de Calibracgao para a Determinacio da Concentracio de Lactose

por Kit Enzimatico

As reagdes envolvidas no método enzimatico utilizado, descrito no Capitulo 3, sao
mostradas a seguir bem como a curva de calibragdo para determinacdo da concentragdo
de lactose (Figura A.9).

f-galactosidadey GGalactose + Glicose

Lactose

Glicose + O, + HyQ —Slicose=Ondase o 4 +ido Gliconico + H,O,

2H,0, + 4AF + FenolM)4-p-benzoquinona-monoiminofenazona.(510 nm) + 4H20,
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0,8 -

0,7
y =0,9438x + 0,016

0,6 - R? = 0,9989

0,5 -

0,4

Absorbancia (510 nm)

0,1 -

0 T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Concentraciio de Lactose (g/L)

Figura A.9 — Curva de calibracdo da concentragdo de lactose.

A.3 — Curva de Calibracio para a Determinac¢ido da Concentracio de Acido

Lactobionico Medida por Condutivimetria

Nos experimentos utilizando o sistema de eletrodidlise a concentragdo de acido
lactobidnico foi determinada medindo-se a condutividade de varias solugdes contendo
lactose (40 g/L), frutose (20 g/L), sorbitol (5 g/L) e acido lactobionico (0,025 a 10 g/L),

como mostra a curva de calibra¢do na Figura A.10.
12 -

10 ~

y = 4E-05x" - 0,0007x + 0,0616
R” =0,9992

Concentracao de
Ac. Lactobionico (g/L)

0 v T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Condutividade (microS/cm)

Figura A.10 — Curva de calibracdo da concentracdo de acido lactobionico por

condutividade.
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A.4 — Curva de Calibrac¢ao para a Determinacdo da Concentracido de Acido

Lactobiénico e Lactose medida por HPLC

Para a obtenc¢do da curva de calibragdo, foram injetadas solugdes contendo lactose,
frutose, sorbitol e acido lactobionico na faixa de 0,5 a 10 g/L. A Figura A.11 mostra que
¢ possivel separar lactose e acido lactobidnico. Entretanto os picos de frutose e sorbitol
saem juntos. Como a reacdo ¢ equimolar, basta conhecer a concentragdo de um desses
componentes para inferir a dos demais. Além disso, ¢ possivel quantificar a remocao de

acido lactobionico nos experimentos com o sistema acoplado.

uRIL Max Intensity © 142 454

Sorbitol

Lactose

Ac. Lactobidnico

MicroRiu
G

50 g0 100 110 120 130 140 130

1.0 20 30 4.0 a0 E!U 7o
Tempo (min

Figura A.11 — Cromatograma obtido para o acido lactobidnico, lactose, frutose e

sorbitol.

Com base nisso, foram calculadas as d4reas relativas aos picos de acido
lactobidnico e lactose para fazer a curva de calibragdo como ¢ mostrada nas Figuras
A.12 e A.13.
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3000000 1 y =279973x +2730,8

R?=0,9993
2500000 -

2000000 -

1500000 -

Area

1000000 -

500000 -

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracio de Acido Lactobionico (g/L)

Figura A.12 — Curva de calibragdo para o acido lactobionico.

3000000 -

2500000 - y =268511x + 18133

R? =0,9998
2000000 -

1500000 -

Area

1000000 -

500000 -

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracio de Lactose (g/L)

Figura A.13 — Curva de calibracdo para a lactose.
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APENDICE B

B.1 — Cilculo da Taxa de Especifica de Formacio do Acido Lactobidnico

O calculo da taxa especifica de formagao do &cido lactobidnico feito com base no
balango de massa para reator, levando em conta a variagdo de volume devido a adi¢do

de base ao sistema para fazer o controle do pH, como mostra a Equagao B.1.

Taxa = 1 [mNaOH 'CNaOH j+(mNa0H 'CNaOH 'Fj — mOl-gce|_1-h_l (B.l)
X d-t d-Vv

Onde:

Xcel — massa de células (gcel);

MaoH — massa de hidroxido consumida (g);

Cnaon — concentragdo da solugdo de hidroxido (mol/L);
t — tempo (h);

d — densidade da solugédo de hidroxido (g/L);

F — vazao volumétrica;

V — volume do reator.
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