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RESUMO - O é&cido maltobidnico, na forma de acido ou sais, € produzido pela acdo do complexo enzimatico
periplasmatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono--lactonase (GL) de Zymomonas mobilis e vém se
destacando na area biotecnoldgica, devido as diversas aplicacBes industriais. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade antioxidante do &cido maltobidnico e do maltobionato de sédio produzidos pelo complexo enzimético
GFOR/GL presentes em células de Z. mobilis imobilizadas em espuma de poliuretano flexivel. Para isto, Z. mobilis e seu
complexo enzimatico foram imobilizados pela técnica in situ em espuma de poliuretano flexivel, seguido de ensaios de
bioconversdo para a producdo de maltobionato de sodio, precipitacdo, purificagdo e conversdo do sal em &cido. A
atividade antioxidante foi determinada pela capacidade antioxidante contra o radical DPPH, radical ABTS™* e por
habilidade quelante. O maltobionato de sodio apresentou atividade antioxidante expressa em habilidade quelante dos ions
ferro (Fe*?), com habilidade de 50% nas maiores concentragdes avaliadas (15 e 20 mg mL™), enquanto o acido
maltobidnico apresentou habilidade em torno de 21%. Todavia, a atividade antioxidante ndo foi manifestada nas demais
técnicas propostas, sugerindo estudos adicionais. Este trabalho apresenta contribui¢des para os estudos de produgdo e
aplicacdo de acidos ald6nicos e seus sais na area de alimentos.
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1 INTRODUCAO

A producdo, via rotas biotecnoldgicas, de acidos alddnicos, como acido gliconico, acido lactobidnico e acido
maltobidnico, assim como seus respectivos sais apresentam relevancias tecnologicas, a partir de tecnologias limpas,
menor consumo energético e reduzido residuos de processo, quando comparadas com as via quimicas, eletroquimicas ou
cataliticas (NEOSTRATA COMPANY, 2010; NIELSEN, 2010; CANETE-RODRIGUEZ et al., 2016; MINAL et al.,
2017).

Estes acidos aldonicos e seus sais podem ser produzidos pela agdo enzimatica do complexo enzimaético
periplasmatico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-lactonase (GL) presentes em células de Zymomonas
mobilis, responsavel pela conversdo de aldoses em &cidos alddnicos e frutose em sorbitol. Este micro-organismo é uma
bactéria Gram negativa e ndo patogénica para seres humanos (MALVESSI et al., 2013; DELAGUSTIN et al., 2017,
FOLLE etal., 2018; FLORES, 2019; CARRA et al., 2020).

Na &rea de alimentos, o 4cido maltobidnico desperta atencdo, sendo possivel encontrar patentes com interesse
de aplicacdo como agente acidificante, intensificador de sabor e estabilizante, devido a propriedades como antioxidante
e de ndo toxicidade (YUEN, 1974; MIYAKE e SATO; 1975; NIELSEN, 2010). Adicionalmente, na literatura
especializada séo poucos os estudos referentes a bioproducéo de &cido maltobiénico (STODOLA; LOCKWOOD, 1947;
KLUYVER; DE LEY; RIJVEN, 1951; MEIBERG; BRUINENBERG; SLOOTS, 1990; MALVESSI, 2008; NIELSEN,
2010; GARIN, 2016; MAO et al., 2018; FLORES, 2019; OH et. al., 2020).

Neste sentido, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade antioxidante do acido maltobidnico e do maltobionato
de s6dio produzidos via a¢do do complexo enzimatico GFOR/GL de Z. mobilis imobilizados em espuma de poliuretano
flexivel.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producao de células e enzimas

Para a producdo de células de Z. mobilis e do complexo enzimatico periplasmatico GFOR/GL seguiu-se a
metodologia descrita por Malvessi et al. (2006), envolvendo as etapas de ativacgao, preparo de indculo e cultivo em reator
encamisado de bancada (B. Braun Biotech International Biostat® B, Holanda). Posteriormente, o meio fermentado foi
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centrifugado (Centrifuge MPW-351R, MPW® Med. Intruments, Pol6nia), por 10 min a 6000 rpm, e a mas
determinada (Carra, 2012), fixando a concentragdo de 210 Jeeiula seca L™ para os ensaios subsequentes.

2.2 Imobilizagéo celular em espuma de poliuretano flexivel

A imobilizacdo da biomassa, contendo o complexo enzimatico intracelular, em poliuretano flexivel foi realizada
pela técnica in situ, envolvendo a mistura de proporc¢des de poliol e isocianato para a formacéo da espuma, de acordo com
as recomendacdes do fabricante (Dim Clay, Brasil) e do estudo de Mesquita et al. (2018), com adaptac¢des, utilizando 6 g
de biomassa concentrada a 210 Qeeiula seca L2, 0,02 g de surfactante de silicone (Tasca Estofados e Cia, Brasil) e os
reagentes na proporcéo de 2:1 (Jpotiol: Jisocianato) -

Apds 24 h de cura, as espumas foram fracionadas, com auxilio de mixer doméstico (Britania, Brasil) e tratadas
com glutaraldeido 0,5% (m/v), visando inibir o metabolismo celular, sem afetar a atividade enzimatica (FOLLE et al.,
2018). Para padronizagdo da dimensdo do imobilizado obtido, as espumas ap6s fracionadas e tratadas com glutaraldeido
passaram por peneiras, sendo utilizadas para o estudo apenas o sistema imobilizado com granulometria na faixa de 125 e
355 um (peneiras de 115 e 42 mesh, Bertel IndUstria Metalurgica Ltda, Brasil).

2.3 Ensaios de bioconversao

Os ensaios de bioconverséo foram realizadas em reator encamisado com 200 mL de volume de trabalho, agitacéo
magnética, solugdo equimolar de maltose e frutose a 0,7 mol L%, 39 °C e pH 6,4, mantido com solugdo de hidréxido de
sédio (NaOH) 2,5mol L'* (GARIN, 2016; FLORES, 2019), em meio reacional contendo 6,25 Qeeiula seca L de
biocatalisador imobilizado. As concentra¢fes dos produtos da bioconverséo e o consumo dos substratos foram estimadas
pelo volume e concentracdo de NaOH utilizado para neutralizar o &cido formado e controlar o pH em 6,4 (PEDRUZZI et
al., 2007), e a produtividade méssica e produtividade especifica determinadas, conforme descrito por Flores (2019). A
bioconverséo foi cessada apds um consumo de 90% dos substratos (maltose e frutose).

2.4 Separacdo e purificagcdo do maltobionato de sédio

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

2.5 Conversdo de maltobionato de sédio em acido maltobidnico e cristalizacio

Para converter o maltobionato de sodio a &cido maltobidnico foi utilizada a metodologia proposta por Flores
(2019), empregando o método de troca i6nica com resina catidnica acido forte Amberlite IRA-120 (Vetec Quimica Fina,
Brasil). A cristalizacéo foi realizada por liofilizagdo (Edwards, Brasil), com vacuo de 500 mmHg, -45 °C e 36 h.

2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por trés técnicas: (I) capacidade antioxidante contra o radical DPPH
(2,2-difenill-picrilhidrazina), (I1) capacidade antioxidante contra o radical ABTS™ ([2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)
6-acido sulfonico]) e (111) por habilidade quelante. O &cido maltobiénico e 0 maltobionato de sédio foram avaliados nas
concentragdes entre 0,01 e 20 mg mL-* e em triplicata.

Na determinacio da atividade antioxidante por DPPH, 500 puL de uma solugio etanélica de DPPH (0,1 mmol L%)
com 500 puL de solugdes contendo concentragdes crescentes de &cido maltobidnico e maltobionato de sédio em etanol ou
agua milli-Q foram incubados por 30 min, sobre o abrigo de luz e em repouso, seguida de leitura da absorbancia a 515 nm
em espectrofotdmetro (Pré-Analise, Modelo: UV-1600, Brasil), segundo Hamann et al. (2018).

Procedeu-se da mesma forma para a preparacdo da solu¢do denominada “controle” (Abs.amostra), porém
substituindo 500 pL da amostra por 500 pL de solvente etanol ou agua milli-Q. As solugdes denominadas “branco”
(Abs.branco) foram preparadas usando diferentes concentragGes do extrato em etanol ou agua milli-Q, sem DPPH. O
percentual de captacdo do radical DPPH foi calculado em termos da porcentagem de atividade antioxidante (AA%),
conforme a Equacéo 1:

(Abs.amostra — Abs.branco)

AA% =100 —

Abs.controle =100 (1)

Na segunda técnica proposta foi realizado o preparo prévio (16 h antes da analise da amostra) da solu¢édo com o
radical ABTS™, a partir da mistura de 1 mL de uma solugdo estoque de ABTS (7 mmol L) com 17,6 pL de uma solugéo
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estoque de persulfato de potassio (140 mmol L?), seguido de diluicdo com agua destilada até uma absorg
espectrofotdmetro (Pré-Andlise, Modelo: UV-1600, Brasil) de 0,700 nm, no comprimento de onda de 734 nm (BORO :
etal., 2015). As amostras de acido maltobi6nico e maltobionato de sddio foram diluidas em agua destilada, 20 pL de cada
amostra foram adicionadas a 2 mL da solucdo do radical ABTS* e, apds 6 min de repouso ao abrigo de luz, foi realizada
a leitura em espectrofotdmetro a 734 nm. O radical ABTS* forma um croméforo verde e a adicdo de um antioxidante
resulta na neutralizacdo desse radical, causando o desaparecimento desta coloracdo. Assim, quanto menor a absorbancia
obtida, maior a capacidade antioxidante da amostra analisada.

Na técnica de habilidade quelante dos fons ferro (Fe?*), 3,7 mL de amostras diluidas em &gua destilada foram
misturadas a 0,1 mL de cloreto de ferro (FeCl,, 2 mmol LY), realizado leitura em espectrofotémetro (Pro6-Analise, Modelo:
UV-1600, Brasil) a 562 nm (Ao), seguido de posterior adi¢do de 0,2 mL ferrozina (5 mmol L), agitagdo vigorosa por
1 min, repouso de 10 min ao abrigo de luz e nova leitura a 562 nm (A:). Como branco foi utilizado agua destilada
(AbSpranco). A habilidade quelante (%) foi determinacéo segunda a Equacdo 2. O &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA, 50 pmol L%, massa molar 292,24 g mol™) foi utilizado como controle positivo (BOROSKI et al., 2015).

[AbSpranco—(41—40)] «100 (2)

AbSpranco

Habilidade quelante =

2.7 Andlise estatistica

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

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producdo, separagdo e purificacdo de maltobionato de sédio e conversdo em acido maltobidnico

Na bioproducdo do maltobionato de sédio e sorbitol, por células/enzimas de Z. mobilis imobilizadas em espuma
de poliuretano flexivel, houve um consumo de 90% dos substratos, maltose e frutose, em 72 h, com concentra¢do maxima
de 493,39 mmol L e produtividade especifica de 1,37 mmol geelula_seca™ 2. O sorbitol foi produzido devido ao processo
catalitico da glicose-frutose oxidorredutase, em funcéo da redugdo da frutose, porém, por ndo ser o produto de interesse
neste estudo, foi reduzido a concentragdes minimas durante a etapa de purificacao.

Apos etapas de separacdo e de purificacdo, obteve-se 98,1% de maltobionato de sddio (sal do &cido maltobibnico)
e 1,90% de sorbitol, ndo sendo evidenciado picos de substratos residuais (Figura 1).

Figura 1 — Cromatograma (CLAE) de identificacdo do maltobionato de sodio (1) e sorbitol (2), apds etapa de separacdo
e purificag&o.
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Resultados semelhantes foram observados por Garin (2016), utilizando etanol na purificacdo de maltobionato
de sédio, obtendo pureza média de 90%, e por Flores (2019), obtendo maltobionato de calcio com pureza superior a 99%
e matobionato de s6dio com pureza final de 98%, utilizando metanol 80% (v/v).

3.2 Atividade antioxidante

O &cido maltobibnico e o maltobionato de sodio apresentaram habilidade quelante (Tabela 1) nas concentragdes
mais altas avaliadas, sendo mais expressiva para o0 maltobionato de sédio, com valores prédximos a 50%, nas concentracdes
de 15 e 20 mg mL™%, ndo havendo diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre estas. O padrdo EDTA (50 pmol L?)
apresentou 79,83 + 4,48% de habilidade quelante.

Todavia, pelos métodos dos radicais DPPH e ABTS*, ambos &cido maltobidnico e maltobionato de sédio nas
concentracdes de 0,01 a 20 mg mL-* ndo apresentaram atividade antioxidante. Ademais observou-se a precipitacdo destes
produtos na presenca da solugdo etandlica do DPPH.
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Tabela 1 — Habilidade quelante do acido maltobidnico e maltobionato de s6dio em diferentes concentragoes.
Habilidade quelante (%)

Concentracdo (mg mL™?)

Acido maltobidnico Maltobionato de sédio
20 20,712+ 0,33 49,422 + 1,53
15 15,55° + 0,42 45,472+ 2,44
10 14,14 + 0,47 31,92°+234
5 12,48°+ 0,15 16,11°+ 3,21
1 6,959 + 0,97 10,96¢ + 0,40

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

Na éarea de cosmetologia, é relatado que o &cido maltobidnico é um antioxidante natural, ajudando a prevenir
danos celulares de radicais livres, detém metais promotores de oxidacédo na pele, preserva a matriz dérmica, reduzindo a
atividade das enzimas de metaloproteinase de matriz destrutivas e previne (antioxidante) e corrige os sinais de
fotoenvelhecimento, além de formar um filme de gel transparente contendo 4gua complexada com suas moléculas
(GREEN; SCOTT,; YU, 2010; NEOSTRATA COMPANY, 2010). Complementarmente, Brouda et al. (2010) afirma que
0 4cido maltobi6nico é um ingrediente antienvelhecimento poderoso, mas suave, que oferece beneficio antioxidante. Os
autores relatam que o acido maltobidnico ¢ um inibidor moderado da peroxidagdo lipidica induzida por radiaca
ultravioleta, podendo atuar como um antioxidante protetor na pele humana; além de inibir fortemente a atividade da
metaloproteinase da matriz, podendo ajudar a prevenir a degradagéo do coldgeno em pele humana.

Os resultados obtidos no presente estudo foram a partir de métodos comumente utilizados na area de alimentos.
Porém, sugere-se que os efeitos antioxidantes do &cido maltobidnico e maltobionato de sédio possam ser melhores
explorados por outras técnicas ou em maiores concentracées, visto que foi relatada um potencial antioxidante para estes
produtos na literatura especializada.

4 CONCLUSAO

O maltobionato de sddio, na concentragdo de 15 mg mL, apresentou habilidade quelante de ions de ferro de
aproximadamente 50% e o acido maltobidnico de 21% (20 mg mL™?). Desta maneira, o estudo forneceu informagdes
relevantes e direcionadoras para futuras pesquisas e aplicacfes do &cido maltobidnico e maltobionato de sédio em
alimentos ou embalagens.
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