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RESUMO 

 

 

 

 Sorbitol e ácido glucônico são obtidos equimolarmente em reação 

catalisada por glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL), 

enzimas periplasmáticas de Zymomonas mobilis. Visto que a demanda comercial 

do sorbitol é muito superior à do ácido glucônico, este trabalho objetivou 

aprofundar o conhecimento sobre a capacidade do complexo GFOR/GL de oxidar 

outras aldoses a seus respectivos ácidos orgânicos. O cultivo de Z. mobilis foi 

analisado visando a obtenção de biomassa, GFOR/GL e etanol. Em cultivo 

descontínuo em meio com 7,5 a 10,0 g/L de extrato de levedura bruto, obtiveram-

se cerca de 24 unidades de GFOR/GL por grama de células secas (U/g). Em 

regime descontínuo alimentado, atividade de 27 U/g e rendimento em etanol de 

95% foram atingidos. A ação de GFOR/GL sobre diferentes pares frutose/aldoses 

foi avaliada com células permeabilizadas livres ou imobilizadas em alginato de 

cálcio. Com 0,7 mol/L de frutose/glicose, em sistema imobilizado, as mais altas 

atividades foram medidas entre 47 e 50°C com pH de 7,8 a 8,2, constatando-se 



 

 

xxiii 

xxiii 

   

que um valor de pH mais alto no meio permite a ocorrência de um pH próximo ao 

ideal (6,4) no interior das esferas de alginato. Conforme os substratos são 

consumidos, com conseqüente redução da velocidade reacional, pHs mais baixos 

no meio externo são exigidos. Entre as aldoses testadas, a maior afinidade 

enzima / substrato foi observada com maltose e a menor com lactose. Devido às 

aplicações comerciais do seu produto de oxidação – ácido lactobiônico – lactose 

foi estudada em detalhes. Com 0,7 mol/L de lactose/frutose, a máxima velocidade 

específica de formação de ácido lactobiônico foi, em média, de 4,0 mmol/g/h, com 

células livres, a 39°C e pH 6,4, e de 2,0 mmol/g/h, com o sistema imobilizado, a 

47ºC e pH 6,4. Os resultados indicam a viabilidade da produção de ácido 

lactobiônico por este processo, já que conversões superiores a 85 % são obtidas.  
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ABSTRACT 

 

 

  

 Sorbitol and gluconic acid can be obtained, in equimolar basis, by reaction 

catalysed by the periplasmic enzymes glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) 

and glucono-δ-lactonase (GL) of Zymomonas mobilis. Since the commercial 

demand for sorbitol is much larger than that for gluconic acid, the aim of this work 

was to achieve a deeper knowledge on the capacity of GFOR/GL complex in 

oxidising other aldoses to their respective organic acids. Z. mobilis cultivation was 

analysed with respect to growth and GFOR/GL and ethanol production. In batch 

cultivation in medium with 7.5 and 10.0 g/L of non-purified yeast extract, ca. of 24 

GFOR/GL units per gram of dry cells (U/g) were obtained. In fed-batch mode, an 

activity of 27 U/g and an ethanol yield over 95% were achieved. The action of 

GFOR/GL on different fructose/aldose pairs was assessed with permeabilised 

cells, either free or immobilised in calcium alginate. With 0.7 mol/L of 

fructose/aldose, in immobilised system, the highest activities were measured 

between 47 and 50°C at pH 7.8-8.2, observing that higher pH values in the 

reaction medium led to the occurrence of pH values close to the optimum (6.4) in 
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the inner space of alginate beads. As substrates were consumed, and as a 

consequence the reaction rate decreased, lower pH values in the external medium 

were needed. Among the aldoses tested, the highest enzyme - substrate affinity 

was observed for maltose and the lowest for lactose. Due to the commercial uses 

of its oxidation product – lactobionic acid – lactose was studied in details. With 0.7 

mol/L of lactose/fructose, the maximum lactobionic acid specific production rate 

was in average 4.0 mmol/g/h with free cells, at 39ºC and pH 6.4, and 2.0 mmol/g/h 

with immobilised system, at 47ºC and pH 6.4. The results indicate the feasibility of 

producing lactobionic acid by this process, since conversion over 85% are 

obtained. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A bactéria anaeróbia Zymomonas mobilis é conhecida por sua 

potencialidade para a produção de etanol. Em estudos sobre a utilização de 

diferentes carboidratos por esta bactéria, foi verificada a formação de quantidades 

apreciáveis de sorbitol e de ácido glucônico quando frutose e glicose, ou 

sacarose, foram utilizadas como substratos de fermentação. Posteriormente, 

identificaram-se as enzimas periplasmáticas glicose-frutose oxidorredutase 

(GFOR), com a coenzima NADP acoplada, e glucono-δ-lactonase (GL) como as 

responsáveis pela formação destes produtos.  

A partir deste sistema enzimático, buscou-se o desenvolvimento de 

bioprocessos de produção de sorbitol e ácido glucônico, em que o foco recaía 

especialmente sobre o poliol, industrialmente produzido por hidrogenação 

catalítica de glicose, tendo em vista que esta substância tem várias aplicações 

nas indústrias de alimentos e farmacêutica. Em todas estas propostas de 

processo são utilizadas as enzimas GFOR e GL contidas em células de Z. mobilis 

previamente cultivadas em glicose, sendo exigida a presença de ambos os 
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substratos – glicose e frutose – para que a reação ocorra. Através desta técnica, 

concentrações de sorbitol e ácido glucônico superiores a 30% (m/v) são 

alcançadas, em cerca de 8 horas de bioconversão com rendimentos superiores a 

90% em relação ao máximo teórico.  

Como estes produtos são formados em base equimolar, a aplicação prática 

do sistema enzimático GFOR/GL torna-se industrialmente inviável em razão da 

desproporcionalidade entre as demandas comerciais do sorbitol e do ácido 

glucônico, cerca de 15 a 20 vezes maior para o primeiro.  

Relatos posteriores na literatura especializada evidenciaram que o sistema 

GFOR/GL de Z. mobilis tem a capacidade de oxidar outras aldoses além da 

glicose, levando à formação de seus respectivos ácidos orgânicos, abrindo 

perspectivas para o processo de bioconversão catalisado por estas enzimas. No 

caso, através da utilização de substratos alternativos à glicose, seria possível 

compor um conjunto de produtos (ácidos orgânicos e seus diferentes sais) que 

proporcionariam um equilíbrio com a produção do sorbitol.  

No processo, primeiramente é realizada a etapa de produção de biomassa 

celular de Z. mobilis com alta atividade das enzimas GFOR/GL e etanol, produto 

importante no balanço econômico do processo. Em seguida, o complexo 

enzimático é usado na bioconversão de frutose e aldoses em sorbitol e 

respectivos ácidos orgânicos. Na literatura é relatado o emprego de células livres 

permeabilizadas ou ainda permeabilizadas e imobilizadas em diferentes tipos de 

suportes na etapa de bioconversão.  

Como a produtividade do processo de bioconversão depende, diretamente, 

da atividade do complexo GFOR/GL presente em células de Z. mobilis, torna-se 
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importante estabelecer condições de cultivo do microrganismo que resultem em 

mais altas atividades enzimáticas. Adicionalmente, é preciso aprimorar a técnica 

de bioconversão de frutose e aldoses em sorbitol e respectivos ácidos orgânicos.  

Neste contexto, o presente trabalho teve como finalidade contribuir para a 

viabilização técnica do processo através de estudos que enfocaram a produção de 

GFOR/GL e de etanol por Z. mobilis, a caracterização do complexo enzimático 

com relação a alguns parâmetros fundamentais e, ainda, o processo de 

bioconversão de frutose e aldoses em sorbitol e ácidos orgânicos, 

respectivamente, com células bacterianas livres e imobilizadas em alginato de 

cálcio. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Zymomonas mobilis 

 

Zymomonas mobilis é uma bactéria anaeróbia, Gram-negativa, podendo se 

apresentar de forma isolada, aos pares ou em cadeia. Suas dimensões variam de 1 

a 6 µm de comprimento e 1 a 1,4 µm de diâmetro, Não formam cápsulas nem 

esporos (SWINGS & DE LEY, 1977, VIIKARI, 1986). Em contraste com outras 

bactérias anaeróbias, Z. mobilis é relativamente insensível ao oxigênio (VIIKARI, 

1986).  

 Bactérias do gênero Zymomonas são microrganismos encontrados no meio 

ambiente, em áreas tropicais da América, África e Ásia, em associação com plantas 

com alto teor de açúcares nas seivas (SWINGS & DE LEY, 1977, VIIKARI, 1986). Z. 

mobilis apresenta efeito antagônico contra numerosas espécies de bactérias e 

fungos, como por exemplo, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e 

Candida albicans; porém, não é patogênica para seres humanos e animais 

(WANICK et al., 1970, LIMA et al., 1972). A resistência a grande variedade de 
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antibióticos por várias linhagens de Z mobilis foi relatada por SWINGS & DE LEY 

(1977). 

 

2.2. Metabolismo de carboidratos 

 

 Zymomonas mobilis é obrigatoriamente fermentativa, anaeróbia, 

apresentando aerotolerância. Como fontes de carbono, Z. mobilis utiliza somente 

glicose, frutose e sacarose, apresentando tolerância a altas concentrações de 

açúcares e etanol (VIIKARI, 1988; SPRENGER, 1996). Glicose, frutose e 

sacarose são metabolizadas na mesma via bioquímica, a via de Entner-Doudoroff 

(Figura 1), característica marcante do gênero Zymomonas, sendo também 

identificada como única bactéria anaeróbia a utilizar esta rota metabólica (GIBBS 

& DE MOSS, 1954; VIIKARI, 1984).  

STOKES et al. (1981) sugeriram que Zymomonas seria descendente de 

organismos aeróbios, que teria perdido a capacidade de sintetizar certas enzimas 

do ciclo de Krebs. A via de Entner-Doudoroff segue até a formação de piruvato 

(GIBBS & DE MOSS, 1954), com a obtenção de apenas um mol de ATP por mol 

de glicose metabolizada. Em comparação com as outras vias metabólicas, a via 

de Entner-Doudoroff é que produz menos energia (DOELLE, 1975).  

Z. mobilis, principalmente na década de 80, foi citada por vários autores em 

função de sua potencialidade na produção de etanol em larga escala, (LYNESS et 

al., 1981; FEIN et al., 1983; DOELLE & GREENFIELD, 1985; VIIKARI & 

KORHOLA, 1986; BUCCHOLZ et al., 1987).  
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Utilizando glicose como fonte de carbono, a produção de etanol por Z. 

mobilis representa cerca de 95% do valor máximo teórico, havendo a formação de 

outros produtos como acetoína, acetaldeído, glicerol, ácido acético e ácido lático, 

mas em pequenas concentrações (VIIKARI, 1988). Rendimentos inferiores em 

Figura 1. Vias metabólicas de formação de produtos da fermentação de carboidratos por 

Zymomonas mobilis. 1 - Glucoquinase; 2 - Glicose-6-P-desidrogenase; 3 - 6-P-

gluconolactonase; 4 - 6-P-gluconato desidratase; 5 - Aldolase; 6 - Gliceraldeído-P-

desidrogenase; 7 - fosfoglicerato quinase; 8 - Fosfoglicerato mutase; 9 - Enolase; 10 - 

Piruvato quinase; 11 - Frutoquinase; 12 – Glicose 6-P isomerase; 13 - Glicose-frutose 

oxidorredutase GFOR; 14 - Gluconolactonase (GL); 15 - Gluconato quinase; 16 - 

Piruvato descarboxilase; 17 - Álcool desidrogenase. Fonte: adaptado de SPRENGER 

(1996). 
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etanol são atingidos com o uso de sacarose, frutose ou de uma mistura de glicose 

e frutose, principalmente em altas concentrações (DOELLE & GREENFIELD, 

1985; VIIKARI & KORHOLA, 1986). Com a utilização de frutose como substrato, 

VIIKARI (1988) relatam que a produção de etanol por Z. mobilis atinge cerca de 

90% do valor máximo teórico, sendo observado a formação de dihidroxiacetona e 

manitol além dos mesmos subprodutos formados com o uso de glicose. Com 

sacarose, é observada uma redução mais acentuada na produção de etanol, 

cerca de 75-80% do máximo teórico. Levana e sorbitol são os principais 

subprodutos formados na fermentação alcoólica de sacarose por Z. mobilis 

(VIIKARI, 1984).  

 ERZINGER (1996) e WISBECK et al. (1997) relatam conversões de glicose 

em etanol superiores a 90%, em cultivos com diferentes linhagens de Z. mobilis, 

destacando, porém, a significativa redução da produtividade em processo em 

batelada usando altas concentrações iniciais de glicose. Também já foi mostrado 

que concentrações elevadas de glicose levam, ainda, à inibição do crescimento 

microbiano (ROGERS et al., 1982; VIIKARI, 1986). SIVA KESAVA et al. (1995) 

estudaram a produção de etanol por Z. mobilis ATCC10988 utilizando diferentes 

concentrações de glicose. Neste trabalho os autores relatam o aumento da 

duração da fase lag e a diminuição do rendimento em etanol com utilização de 

concentrações de glicose acima de 200 g/L. ERZINGER et al. (2003) relatam a 

eficiência do uso do regime descontínuo alimentado de fermentação como 

alternativa para evitar a inibição pelo substrato e incrementar a produção de 

etanol por Z. mobilis.  
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Tradicionalmente, o etanol tem sido obtido por fermentações em batelada 

com cepas de leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, que normalmente não 

toleram altas concentrações de etanol. Com isso, novos programas de 

melhoramento vêm sendo desenvolvidos para a obtenção de cepas tolerantes ao 

etanol (JOACHIMSTHAL et al., 1998; MOHAGHEGHI et al., 2004). Assim, Z. 

mobilis é considerada uma alternativa para a produção de etanol em larga escala, 

com vantagens em relação ao uso de leveduras, que incluem melhor rendimento 

na conversão de açúcares a etanol, menor produção de biomassa, maior 

tolerância ao etanol e facilidade de manipulação genética para melhoramento 

(SHENE & BRAVO, 2001; LIN & TANAKA, 2006; MOHAGHEGHI et al., 2004). A 

única limitação de Zymomonas com relação às leveduras é sua limitada faixa 

conversão de carboidratos complexos, ficando restrita a glicose, frutose e 

sacarose (SPRENGER, 1996; GUNASEKARAN & CHANDRA, 1999).  

 

2.3 Meios e condições de cultivo para Zymomonas mobilis 

  

 A composição do meio de cultura é fator determinante no crescimento celular, 

consumo de substrato e produção de etanol por Z. mobilis. Um problema 

relacionado ao uso industrial de Z. mobilis reside na sua dependência de 

vitaminas como biotina e ácido pantotênico (SWINGS & DE LEY, 1977). VAN PEE 

et al. (1974) observaram que determinadas linhagens de Z. mobilis apresentam bom 

crescimento celular na presença de apenas uma destas vitaminas ou mesmo na 

total ausência destes compostos. Segundo LAWFORD et al. (1982), o crescimento 

desta bactéria é favorecido na presença de biotina e pantotenato de cálcio.  



 

 

9 

 Com o objetivo de suprir esta necessidade, a inclusão de extrato de levedura 

no meio de cultivo de Z. mobilis já foi relatada. Ainda na década de 70, SWINGS & 

DE LEY (1977) mostraram que, em meio de cultivo complexo – contendo extrato 

de levedura – cerca de 98% da glicose consumida por Z. mobilis era convertida 

em etanol e CO2. De acordo com FEIN et al. (1983), o uso de extrato de levedura 

no meio de cultivo fornece as vitaminas necessárias para o crescimento de Z. 

mobilis.  

 Vários autores destacam o uso de extrato de levedura no meio de cultura de 

Z. mobilis, porém, devido ao seu preço elevado, a utilização deste componente se 

limita à escala laboratorial. Como alternativa MALVESSI et al. (2006) destacam a 

utilização de uma fonte comercial de extrato de levedura bruto em substituição ao 

extrato purificado, usado como fonte de nitrogênio orgânico e vitaminas para o 

crescimento de Z. mobilis.  

 Foi demonstrado por LAWFORD & ROUSSEAU (1997) que a água de 

maceração de milho (milhocina), um resíduo agroindustrial de baixo custo, pode 

ser usada em substituição ao extrato de levedura purificado no processo 

fermentativo de Z. mobilis visando a produção de etanol. SILVEIRA et al. (2001) 

mostraram que a milhocina também pode ser utilizada para a multiplicação de 

células de Z. mobilis a serem empregadas no processo de bioconversão de 

glicose e frutose em ácido glucônico e sorbitol, respectivamente. Por outro lado, a 

milhocina é uma matéria-prima que pode ser facilmente contaminada por 

microrganismos e, por isso, necessita de cuidados especiais na sua estocagem.  

 Com relação às fontes de carbono, SWINGS & DE LEY (1977), em estudos 

comparativos de diferentes cepas de Z. mobilis, observaram que a maioria 
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apresentava capacidade de crescer em meio contendo 30 a 40% (m/v) de glicose. 

Z. mobilis, em seu habitat natural, encontra-se exposta a altas concentrações de 

sacarose (SWINGS & DE LEY, 1977). STRUCH et al. (1991) observaram que a 

tolerância a concentrações elevadas de açúcares observada em cultivos com Z. 

mobilis ATCC 29191 seria devida à sua capacidade de regulação osmótica e ao 

eficiente sistema de transporte de glicose. LOOS et al. (1994) relatam que, pela 

ação da enzima periplasmática glicose-frutose oxidorredutase (GFOR), o sorbitol é 

produzido e acumulado pelas células, apresentando como função fisiológica a 

proteção das células do estresse osmótico causado pelas altas concentrações de 

açúcar.  

 A faixa de temperatura utilizada em processos fermentativos com Z. 

mobilis, visando ao consumo de glicose (crescimento celular), produção de 

enzimas e etanol, fica entre 25 e 35oC, sendo que o crescimento é praticamente 

interrompido em temperaturas superiores. Z. mobilis, quando exposta a 60oC por 

5 minutos, é totalmente inativada.  

 A bactéria Z. mobilis é caracterizada por possuir uma relativa tolerância a 

meios ácidos e por crescer na ampla faixa de pH de 3,5 a 7,5 (SWINGS & DE 

LEY, 1977).  

 

2.4 Enzimas glicose-frutose oxidorredutase e glucono-δδδδ-lactonase de 

Zymomonas mobilis 

 

Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) de Z. mobilis é um tetrâmero 

consistindo de quatro sub-unidades similares, de massa molecular média de 40 
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kDalton, localizada na região periplasmática da célula da bactéria (ZACHARIOU & 

SCOPES, 1986, LOOS et al., 1991). Análises por cristalografia e por difração de 

raios X mostraram que GFOR contém a coenzima NADP+ acoplada. Uma vez que 

GFOR contém a coenzima NADP+ acoplada à sua estrutura, a reação se dá 

independentemente da adição de qualquer cofator e mesmo com células inviáveis 

(HARDMAN & SCOPES, 1988). 

VIIKARI (1984) e LEIGH et al. (1984) verificaram a presença de sorbitol e 

ácido glucônico quando sacarose ou uma mistura de frutose e glicose eram 

utilizadas como substratos de fermentação. A elucidação do mecanismo 

bioquímico de obtenção destes compostos foi posteriormente descrita por 

ZACHARIOU & SCOPES (1986), que identificaram a presença da glicose-frutose 

oxidorredutase (GFOR) (E.C. 1.1.1.99), responsável pela redução de frutose a 

sorbitol concomitantemente com a oxidação de glicose a glucono-δ-lactona. A 

glucono-δ-lactona é, então, convertida à ácido glucônico (gluconato) pela enzima 

glucono-δ-lactonase (GL) (E.C. 3.1.1.17) (Figura 2).  Dependendo das condições 

do meio, o gluconato retorna à via de Entner-Doudoroff por ação da gluconato 

quinase (Figura 1). Este processo catalítico de GFOR opera num clássico 

mecanismo ping-pong, onde duas meia-reações são envolvidas, ocorrendo a 

oxidação da glicose a glucono-δ-lactona pela redução do NADP+ a NADPH, sendo 

a coenzima reoxidada pela redução da frutose a sorbitol (HARDMAN & SCOPES, 

1988).  
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 Para a enzima GFOR purificada, ZACHARIOU & SCOPES (1986) 

observaram que GFOR apresenta maior ação catalítica entre 39 e 42oC e pH na 

faixa 6,2 a 6,4. Estes autores constataram ainda que, GFOR juntamente com GL, 

são capazes de converter quase totalmente (> 99%) soluções equimolares de 

glicose e frutose em sorbitol e gluconato de sódio. Apesar de ter como substratos 

a glicose e a frutose, é preferencialmente induzida por glicose. Como a 

produtividade do processo de bioconversão de frutose e glicose em sorbitol e 

glucono-δ-lactona depende, diretamente, da atividade de GFOR das células de Z. 

mobilis, torna-se importante avaliar a condição de cultivo do microrganismo, 

relatado anteriormente, particularmente em relação à fonte de carbono e sua 

concentração. ZACHARIOU & SCOPES (1986) compararam extratos celulares de 

Z. mobilis, cultivadas com diferentes substratos, e concluíram que a enzima é 

Figura 2. Conversão de glicose e frutose em sorbitol e ácido glucônico, 

respectivamente, pelas enzimas glicose frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-

lactonase (GL) de Zymomonas mobilis. Adaptado de ZACHARIOU & SCOPES (1986) 
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induzida, em maior grau, pela presença de glicose e que concentrações 

crescentes deste açúcar proporcionam um aumento da atividade da enzima. 

O complexo enzimático GFOR/GL de Z. mobilis pode ser usado na 

produção de outras aldonolactonas além de gluconolactona (ZACHARIOU & 

SCOPES, 1986; SATORY et al., 1997). SATORY et al. (1997) mostraram que o 

complexo enzimático GFOR/GL, extraído de células de Z. mobilis cultivadas em 

glicose, têm a capacidade de oxidar, além da glicose, outras sete aldoses (xilose, 

galactose, arabinose, manose, maltose, celobiose e lactose), na presença de 

frutose, levando à formação dos respectivos ácidos orgânicos além de sorbitol. Os 

autores determinaram o valor de KM de GFOR para o substrato lactose de 1,2M (a 

30oC e pH 6,2), cerca de 80 vezes superior ao KM encontrado para a glicose. 

Embora o produto da oxidação da lactose, o ácido lactobiônico, tenha 

apresentado a menor conversão, esta substância foi a que recebeu a maior 

atenção no trabalho de SATORY et al. (1997) em razão das suas importantes 

aplicações conforme é detalhado adiante nesta revisão.    

 

2.5 Imobilização de biocatalisadores 

 

 A imobilização de biocatalisadores – enzimas, células – é uma técnica 

utilizada em diversos processos, tanto em laboratório como em escala industrial, 

que consiste no confinamento físico de células íntegras e cataliticamente ativas, 

em um sistema reacional, impedindo que estas passem para a fase solúvel, onde 

estão contidos o substrato e o produto (KAREL et al., 1985 apud KOURKOUTAS 

et al., 2004). De um modo geral, a imobilização proporciona o aumento da 
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estabilidade operacional, onde enzimas ou células podem ser utilizadas por 

períodos prolongados (KOURKOUTAS et al., 2004).  

 Segundo RAMAKRISHNA & PRAKASHAM (1999), a imobilização permite o 

uso de elevadas concentrações celulares no reator, sendo que o emprego de 

diferentes configurações e regimes de operação de biorreatores foi relatado por 

JANG et al. (1996) e FERRAZ et al., (2000). Os sistemas em que ocorre a 

imobilização de enzimas são mais viáveis economicamente do que os sistemas 

em que estas permanecem solúveis, em função da possibilidade de o processo 

ser conduzido continuamente, proporcionar a  reutilização das enzimas, além de 

facilitar a separação dos biocatalisadores da fase líquida na qual se encontram os 

produtos (SZCZODRAK, 2000). 

 Em geral, as vantagens da imobilização superam as suas limitações. 

Entretanto, alguns fatores devem ser mencionados como aspectos a serem 

prevenidos e/ou evitados, como a perda da atividade catalítica durante o processo 

de imobilização, problemas difusionais e a estabilidade do biocatalisador (ZANIN 

& MORAES, 2004; KOURKOUTAS et al., 2004). 

 Os principais aspectos a considerar em um sistema imobilizado são a 

enzima, o suporte e o modo de ligação ao suporte. Entre a grande diversidade de 

métodos desenvolvidos e aplicados na imobilização, a definição de um método 

específico aplicável a todas as enzimas é difícil, devido, principalmente, às 

diferentes características e composição química destas moléculas, às 

propriedades do substrato e do produto e à finalidade de aplicação do produto 

resultante (SZCZODRAK, 2000). 
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 Para a implementação da tecnologia de imobilização em escala industrial, 

os custos do processo devem ser compensados com o aumento do rendimento 

em produto, sendo, portanto, avaliados suportes de baixo custo para simplificar o 

processo fermentativo, principalmente no que diz respeito às condições 

operacionais (VIGNOLI et al., 2006).  

 Com relação à obtenção de sorbitol e ácido glucônico com células e Z. 

mobilis, alguns estudos de laboratório, com o uso de k-carragena como matriz para 

imobilização das células, resultaram em patentes industriais (REHR et al., 1991, 

JANG et al., 1992, REHR & SAHM, 1992). Como suportes de imobilização 

utilizados na bioprodução de sorbitol e ácido glucônico por Z. mobilis são ainda 

descritos na literatura alginato de sódio (CHUN & ROGERS, 1988, BERTASSO et 

al., 1996) e diferentes polímeros (KOEHNTOPP et al., 1996, FERRAZ et al., 2001, 

MUKHOPADHYAY et al., 2005, VIGNOLI et al., 2006). Nesta revisão, são 

apresentados mais detalhes de alguns destes trabalhos. 

  

2.6 Produção de sorbitol, ácido glucônico e ácido lactobiônico 

 

 A produção industrial de sorbitol é realizada por processo que envolve a 

hidrogenação catalítica do xarope de glicose, numa concentração de 70% (m/v), 

catalisado por níquel (Ni2+), a temperatura e pressão médias de 120-150°C e 40-

50 atm, respectivamente (HAIDEGGER, 1977, apud SILVEIRA & JONAS, 2002). O 

xarope de sorbitol obtido é resfriado e o catalisador eliminado por precipitação e 

filtração. A purificação da solução de sorbitol é realizada por cromatografia de 

troca iônica e carvão ativado. 
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 O ácido glucônico e seus sais podem ser obtidos por diferentes 

mecanismos: químico, eletrolítico, catalítico ou biológico. Os métodos químico, 

eletrolítico e catalítico apresentam uma série de desvantagens. De um modo 

geral, apresentam baixos rendimentos (60 a 80 %), formação de produtos 

indesejáveis, isolamento e purificação difíceis e problemas ambientais com 

agentes oxidantes (HUSTEDE et al., 1985).  

 Em processos fermentativos, em escala industrial, os microrganismos 

empregados na produção de ácido glucônico são Aspergillus niger e 

Gluconobacter suboxydans (HUSTEDE et al., 1985). Com Aspergillus niger, o 

ácido glucônico é produzido pela desidrogenação da glicose em reação catalisada 

pela enzima glicose oxidase, com rendimento na ordem de 80% do valor máximo 

teórico.  

 MUKHOPADHYAY et al. (2005) relatam a utilização de soro de leite 

desproteinizado suplementado com glicose na produção de ácido glucônico por 

Aspergillus niger, atingindo cerca de 60% de conversão dos açúcares em ácido 

glucônico. Neste mesmo trabalho, os autores usaram A. niger imobilizado em 

espumas de poliuretano, que proporcionou um incremento de 33% na produção 

de ácido glucônico em relação ao uso de células livres.   

 Com relação ao ácido lactobiônico, não há informações na literatura 

especializada sobre a produção do ponto de vista industrial. Entretanto, alguns 

trabalhos na área biotecnológica, não envolvendo particularmente o sistema 

GFOR/GL de Z. mobilis, são encontrados na literatura, conforme descrito a seguir.  

A utilização de Pseudomonas graveolens 14 e P. fragi 25 como capazes de 

oxidar a lactose a ácido lactobiônico foram primeiramente relatados por 
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STODOLA & LOCKWOOD (1947). KLUYVER et al. (1951) identificaram outras 

duas espécies de Pseudomonas como boas produtoras de ácido lactobiônico, 

Pseudomonas calco-acetica e Pseudomonas quercito-pyrogallica. Neste trabalho, 

cerca de 90% de rendimento em lactobionato de cálcio foi obtido em cerca de 4 

dias, em ensaios em frascos agitados, utilizando 10% (m/v) de lactose, extrato de 

levedura, sais nutrientes e CaCO3. 

 Na década de 60, NISHIZUKA & HAYAISHI (1962) descrevem a 

purificação da lactose desidrogenase, obtida de células de Pseudomonas 

graveolans. Esta enzima catalisa a oxidação da lactose a lactobiono-δ-lactona, 

que, conseqüentemente, é hidrolisada a ácido lactobiônico por uma outra enzima, 

a lactonase. Esta enzima apresentava capacidade de utilizar várias outras 

aldoses como substrato, mostrando, entretanto, atividade cerca de 4 a 5 vezes 

superior em glicose e galactose quando comparada com lactose.  

 MIYAMOTO et al. (2000), em meio contendo soro de leite (~50 g/L de 

lactose) e 5 g/L de peptona, obtiveram cerca de 44 g/L de ácido lactobiônico em 

60 horas de processo com Pseudomonas sp LS13-1. Em testes com 

concentrações crescentes de lactose, rendimentos de 90% foram alcançados com 

150 ou 200 g/L de lactose. Em batelada alimentada, os autores relatam a baixa 

eficácia do soro de leite em função do aumento da viscosidade do meio. 

Entretanto, com lactose (150 g/L inicial) e adição intermitente de 50 g de lactose + 

0,8 g de peptona, destacam a obtenção de 290 g/L de ácido lactobiônico ao final 

de 155 horas de cultivo.  

 MURAKAMI et al. (2002) relatam a etapa de seleção e isolamento de 

Burkholderia cepacia No. 216 entre vários microrganismos potenciais produtores 
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de ácido lactobiônico e a eficiência desta linhagem em oxidar diferentes aldoses 

visando a obtenção de ácidos aldônicos. Glicose foi o substrato mais eficiente 

para a enzima, sugerindo que esta seja uma glicose oxidase, e com ampla faixa 

de especificidade. Esta glicose oxidase de Burkholderia cepacia, diferentemente 

da notória especificidade da glicose oxidase, atua não apenas na catálise de 

aldohexoses, mas também sobre aldopentoses e oligossacarídeos, como xilose, 

arabinose, celobiose, não atuando, entretanto, sobre cetoses e açúcares não 

redutores.  

 Posteriormente, MURAKAMI et al. (2003), comparam a utilização da 

linhagem selvagem Burkholderia cepacia No. 216 e a linhagem mutante 

Burkholderia cepacia No. 24, com alta tolerância a lactose e atividade negativa 

para β-galactosidase, na bioprodução de ácido lactobiônico em regime 

descontínuo e descontínuo alimentado. Neste trabalho, em regime descontínuo e 

com a linhagem selvagem, foi obtido 150 g/L de ácido lactobiônico em 10 dias de 

processo. Usando a linhagem mutante Burkholderia cepacia No. 24, cerca de 

100% de conversão foi obtida, porém, em 4 dias de processo. Com esta mesma 

linhagem, em regime descontínuo alimentado, após seis alimentações de solução 

de lactose (a partir de 24 horas de cultivo), 400 g/L de ácido lactobiônico foi 

obtido, cerca de 100% de conversão, em 10 dias de processo. Os autores 

destacam a aplicabilidade do processo em escala industrial.  

 MURAKAMI et al. (2006) estudaram a conversão de lactose a ácido 

lactobiônico por células de Burkholderia cepacia No. 24. Para a obtenção de 

células, foi usado meio a base de lactose, milhocina, extrato de levedura, sais 

minerais e CaCO3, este último usado para o controle do pH reacional. As células 
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obtidas mostraram-se estáveis entre pH 5,0 e 9,0 e entre 30 e 40oC. Segundo os 

autores, na condição otimizada – 15% (m/v) de lactose e 2 U/mL de células – o 

processo foi conduzido em cinco bateladas sucessivas, a 30, 35 e 40oC, usando 

as mesmas células. A velocidade de conversão foi proporcional a temperatura 

utilizada, chegando a 100% em 27, 18 e 15 horas, a 30, 35 e 40oC 

respectivamente. Entretanto, para atingir a total conversão do substrato ao 

produto final no 5o ciclo, os autores destacam o aumento do período reacional 

para 54, 36 e 30 horas, respectivamente. 

 O ácido lactobiônico pode ser produzido a partir da oxidação da lactose 

pela ação de carboidrato oxidades. As enzimas carboidrato oxidases, como 

lactose oxidase, glucose oxidase - citada anteriormente por MURAKAMI et al. 

(2002) - entre outras, são enzimas de grande importância na indústria, em função 

de sua habilidade em catalisar a oxidação de mono, oligo e polissacarídeos.  

 A oxidação da lactose a ácido lactobiônico pela ação da enzima carboidrato 

oxidase de Microdochium nivale foi descrita por NORDKVIST et al. (2007). O valor 

de KM para lactose, obtido no ensaio enzimático a pH 6,4 e 38
oC foi de 0,066 mM. 

Segundo os autores, este valor é significantemente inferior aos obtidos para 

outras enzimas capazes de oxidar lactose a ácido lactobiônico, onde destacam o 

trabalho de SATORY et al. (1997), que obtiveram valor de KM de 1,2 M para a 

enzima glicose-frutose oxidorredutase de Zymomonas mobilis. Ainda citado por 

estes autores, NISHIZUKA & HAYAISHI (1962) obtiveram valor de KM de 11 mM 

para lactose desidrogenase de Pseudomonas graveolans e para a hexose 

oxidase de Chrondus crispus, valores de 97 e 1,7 mM foram obtidos por SAVARY 

et al. (2001) e GROEN et al. (1997), respectivamente. 
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 HUA et al. (2007) estudaram a oxidação da lactose a ácido lactobiônico 

pela enzima carboidrato oxidase (lactose oxidase) de Microdochium nivale em 

escala piloto de 600 litros, utilizando um “rotary jet head system”, reator que 

proporcionou eficiente mistura e transferência de massa. O processo de oxidação 

enzimática foi realizado a 38oC, pH 6,4, sendo necessário o uso de catalase para 

eliminar a formação de peróxido de hidrogênio. Neste trabalho, os autores 

descrevem a obtenção de 98% de conversão em ácido lactobiônico, não sendo 

observada a inativação ou inibição da atividade enzimática nas condições 

operacionais testadas. 

   

2.6.1 Uso do complexo GFOR/GL de Zymomonas mobilis 

 

A partir da descrição do mecanismo bioquímico de obtenção de sorbitol e 

ácido glucônico pela ação do complexo enzimático GFOR/GL de Z. mobilis 

segundo ZACHARIOU & SCOPES (1986), vários grupos de pesquisa procuraram 

desenvolver uma alternativa biotecnológica para produção simultânea destas 

substâncias. Em decorrência, um expressivo número de artigos científicos foi 

publicado, resultando em significativo número de depósitos de patentes 

relacionados à produção de sorbitol e ácido glucônico ou seus sais (SCOPES et 

al., 1988; BRINGER-MEYER & SAHM, 1991; REHR & SAHM, 1991; SILVEIRA et 

al., 1994). Alguns aspectos relevantes relacionados a este bioprocesso são 

discutidos na seqüência.  

 Em um cultivo de Z. mobilis, utilizando sacarose ou mistura em 

concentração equimolar de glicose e frutose, em batelada convencional, etanol é 
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o principal produto e o acúmulo de sorbitol corresponde a cerca de 11% do 

substrato consumido. O ácido glucônico produzido serve como substrato para o 

próprio microrganismo, sendo metabolizado no sentido da formação de etanol 

pela via de Entner-Doudoroff (CHUN & ROGERS, 1988).  

 A utilização do ácido glucônico formado no processo pode ser evitada com 

a permeabilização da parede celular. Com a permeabilização de células 

previamente cultivadas de Z. mobilis ZM4 (ATCC 31821) com tolueno 10% (v/v), 

CHUN & ROGERS (1988) impediram o consumo do ácido glucônico formado em 

razão da liberação para o meio externo de substâncias essenciais à formação de 

etanol. Este procedimento, entretanto, não exerce efeito negativo sobre a 

atividade de GFOR, uma vez que o NADPH, cofator essencial para a enzima, 

permanece ligado à proteína.  

 Na literatura especializada, a utilização de células permeabilizadas é 

constantemente destacada. Entretanto, o uso de células não permeabilizadas de 

Z. mobilis já foi descrito por SILVEIRA et al. (1994, 1999), que desenvolveram um 

processo com células não permeabilizadas de Z. mobilis ATCC 29191, 

previamente obtidas e concentradas, em que a conversão do ácido glucônico 

produzido em etanol, na etapa de bioconversão era evitada com o uso de altas 

concentrações iniciais de glicose e frutose no meio. A inibição do metabolismo 

bacteriano pelos substratos (glicose e frutose) e na seqüência, pelas altas 

concentrações de produto (ácido glucônico e sorbitol), impedia a conversão de ácido 

glucônico a etanol, levando à preferencial utilização dos substratos via sistema 

GFOR/GL. Neste processo, entretanto, novas células bacterianas contendo o 

complexo enzimático devem ser obtidas para serem usadas na bioconversão, 
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podendo favorecer a economia do processo se for considerado o aproveitamento do 

etanol produzido no cultivo em associação ao crescimento celular.  

 REHR et al. (1991), usando células de Z. mobilis ATCC 29191, 

permeabilizadas com brometo de cetil-trimetil amônio (CTAB) e imobilizadas em 

k-carragena, em processo descontínuo, obtiveram valores de velocidades 

específicas máximas de produção de sorbitol e ácido glucônico de 1,8 e 2,1 g/g.h, 

para células livres e de 1,4 e 1,8 g/g.h, para células imobilizadas em k-carragena 

respectivamente. Os autores sugerem que os menores valores obtidos com 

células imobilizadas foram devido a problemas difusionais ou ainda causados pela 

inativação parcial da enzima GFOR durante a imobilização. Em ensaio em 

biorreator de leito fluidizado, as esferas de k-carragena foram tratadas com 

glutaraldeído e polietilamina, substâncias que têm a função de estabilizar a 

atividade da enzima e reforçar a reticulação das esferas de k-carragena, 

prevenindo o extravasamento das células. A estabilidade operacional foi 

marcadamente afetada, pois apenas 3,5% de perda de atividade foi observada 

em um período de 75 dias de processo contínuo. 

 JANG et al. (1996) estudaram a produção de sorbitol por células 

permeabilizadas em CTAB e imobilizadas em k-carragena. Neste trabalho, os 

autores mostraram que o uso de esferas de k-carragena secas e desidratadas - 

mantidas a 20oC, a 60% de umidade, por 2 semanas, seguidas de re-hidratação 

em solução de substratos - e o tratamento com polióis, como glicerol e 

poliprolpileno glicol, usados para aumentar a rigidez das esferas, proporcionaram 

a melhora na estabilidade operacional das esferas. O tratamento com polióis 
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permitiu a obtenção de 90% de conversão de frutose em sorbitol em 10 horas de 

bioprocesso, a 39oC e pH 6,2. 

BERTASSO et al. (1996), usando Z. mobilis imobilizada em alginato de 

cálcio, relatam a viabilidade do uso de sistemas imobilizados no processo de 

bioconversão de glicose e frutose em sorbitol e ácido glucônico, tendo sido 

constatado a manutenção da atividade de GFOR por longos períodos. Neste 

trabalho, após cerca de 350 horas de processo em batelada, cerca de 80% da 

atividade inicial havia sido preservada.  

 KOEHNTOPP et al. (1996) avaliaram a imobilização de células de Z. 

mobilis em polímeros sintéticos (poliuretano). Segundo os autores, este método 

de oclusão proporcionaria alta resistência mecânica e, devido à grande 

porosidade, boa difusão do meio reacional. Em ensaios de bioconversão de 

glicose e frutose em sorbitol e ácido glucônico, em três ciclos sucessivos de 24 

horas, a 39oC e pH 6,4, rendimentos próximos a 100% e velocidades específicas 

de 2,3 g/g/h foram obtidas, embora tenha sido observado a liberação de células 

para a fase líquida do sistema.  

 FERRAZ et al. (2000), como alternativa ao alginato de cálcio como suporte 

de imobilização, relatam o uso da técnica que consiste em confinar as células nos 

microporos de membranas de fibras ocas. Neste caso, os poros da membrana 

são menores que as células e oferecem baixa resistência ao transporte de 

substratos e produtos. Segundo os autores, os problemas de transferência de 

massa foram reduzidos em sistema em membranas quando comparado com o 

bioprocesso conduzido com células imobilizadas em alginato de cálcio, atingindo, 

no primeiro caso, taxa de reação (g gluconato/g proteína/h) cerca de oito vezes 
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superior, sendo que ambos processos foram realizados nas mesmas condições 

de pH e temperatura (pH 6,2 e 39oC). 

Posteriormente, como já mencionado neste trabalho, SATORY et al. (1997) 

mostraram ser possível, com GFOR/GL extraída de Z. mobilis, a obtenção de 

diferentes ácidos orgânicos e sorbitol, a partir de aldoses alternativas à glicose e 

frutose, respectivamente. Os autores relatam conversão de lactose em ácido 

lactobiônico da ordem de 90%, tanto em sistema descontínuo como em 

descontínuo alimentado, embora em tempo de processo longo (60 e 150 horas, 

respectivamente).  

MALVESSI et al. (2002) e CARRA et al. (2003), por sua vez, demonstraram 

que o complexo GFOR/GL contido em células permeabilizadas de Z. mobilis pode 

ser usado na bioconversão de misturas de diferentes aldoses e frutose em outros 

ácidos/sais orgânicos, alternativos ao ácido glucônico/gluconatos e sorbitol, 

respectivamente. Entre estes, rendimentos aproximados de 85% foram obtidos 

para o ácido lactobiônico.  

 O interesse na obtenção, juntamente com sorbitol, de outros ácidos 

orgânicos além do ácido glucônico, com o complexo GFOR/GL de Z. mobilis, 

desperta um particular interesse devido ao fato de haver uma grande 

desproporção entre as demandas de sorbitol e ácido glucônico (JONAS & 

SILVEIRA, 2004). Este aspecto é fundamental para o contexto deste trabalho, 

uma vez que no processo biotecnológico com Z. mobilis, a formação dos produtos 

se dá em base equimolar. 
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 2.7 Sorbitol, ácido glucônico e ácido lactobiônico: características e 

aplicações 

 

2.7.1 Sorbitol 

 

 O sorbitol – também referido como D-sorbitol ou D-glucitol, apresenta 

fórmula molecular C6H14O6, peso molecular de 182 g/mol, ponto de fusão de 90 a 

96ºC e valor calórico de 2,4 kcal/g (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorbitol é uma substância amplamente encontrada na natureza, em várias 

espécies vegetais, principalmente em frutas como pêra, maçã, pêssegos e 

ameixas. Trata-se de uma substância não cariogênica, com poder edulcorante de 

50 a 60% em relação à sacarose, isenta de odor e de sabor residual (FREITAS, 

1990, BUDAVARI et al., 1996). Em processos industriais, o sorbitol tem 

aplicações na indústria de alimentos, como condicionador de umidade, inibidor da 

cristalização de açúcares; na indústria farmacêutica, usado em xaropes e pastas 

medicinais, como matéria-prima básica para produção do ácido ascórbico e como 

Figura 3. Estrutura molecular do sorbitol  
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emoliente na produção de cosméticos. Apresenta, ainda, aplicações na indústria 

de fumo, resinas, adesivos, couro, papel, têxtil, galvanoplastia, entre outras 

(BUDAVARI et al., 1996; SILVEIRA & JONAS, 2002; VOGEL, 2003; JONAS & 

SILVEIRA, 2004). 

 

2.7.2 Ácido glucônico 

 

 O ácido glucônico, de fórmula molecular C6H12O7, é também referido na 

literatura como D-gluconato ou ácido glucono-lactona (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 As principais aplicações do ácido glucônico e seus sais são voltadas para a 

indústria de alimentos, como acidulante e estabilizante, na remoção de 

incrustações provocadas por oxidação em ferro galvanizado, ligas de magnésio 

ou aço inoxidável; em concretagem, gluconato de sódio é um efetivo agente para 

retardamento de cura o que produz um concreto mais homogêneo e com maior 

resistência a água, gelo e rachaduras, entre outras (HUSTEDE et al., 1985, 

HUSTEDE et al., 2003). 

 

Figura 4. Estrutura molecular do ácido glucônico 
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2.7.3 Ácido lactobiônico 

 

 O ácido lactobiônico (ácido 4-O-β-D-galactopiranosil-D-glucônico) é 

composto por uma unidade de galactose quimicamente unida por uma ligação 

éter a outra de ácido glucônico (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 É um produto obtido a partir da oxidação química ou microbiana da lactose, 

apresentando alto valor agregado e importantes aplicações comerciais. 

 As principais propriedades físico-químicas do ácido lactobiônico são 

mostradas na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Características físico-químicas do ácido lactobiônico 

 
Fórmula molecular  C12H22O12  

Peso molecular (g/mol) 358  

pKa ~3,8 

Ponto fusão (oC) 113-118 

Solubilidade 
Solúvel em água, levemente solúvel em 

metanol, etanol e ácido acético glacial 

      Fonte: BUDAVARI et al. (1996)  

Figura 5. Estrutura molecular do ácido lactobiônico  
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 Em virtude de o ácido lactobiônico ser o principal foco da pesquisa 

realizada no presente trabalho, um maior aprofundamento sobres suas aplicações 

é apresentado a seguir.   

Entre os produtos mais utilizados na indústria cosmética estão os alfa-

hidroxiácidos (AHA) e os polihidroxiácidos (PHAs), denominados a nova geração 

dos alfahidroxiácidos (BARQUET et al., 2006). Os efeitos benéficos dos alfa-

hidroxiácidos (AHA) no tratamento da pele (hidratantes e refrescantes), bem como 

o grande sucesso comercial desde sua introdução no início dos anos 70, se 

devem a VAN SCOTT & YU (1974). Desde então, o uso dos AHAs foi ampliado 

para diversos tratamentos dermatológicos, como acne, queratoses, verrugas, 

pigmentação, rugas finas e pele fotoenvelhecida (VAN SCOTT et al., 1996, DITRE  

et al., 1996, BERGFELD et al., 1997). 

 AHAs são ácidos orgânicos que apresentam um grupo carboxila terminal 

com um ou dois grupamentos hidroxila na posição alfa e uma cadeia carbônica de 

comprimento variável. Muitos AHAs não são tóxicos e ocorrem naturalmente em 

diversas frutas e cana-de-açúcar (VAN SCOTT et al., 1996). Estes compostos 

produzem efeitos sobre o estrato córneo, a epiderme, papila dérmica e folículos 

polisebáceos; porém, por apresentarem moléculas de baixo peso molecular, 

penetram rapidamente na pele, podendo, por este motivo, provocar ardências e 

irritações. Como exemplos de AHAs tradicionalmente usados em dermatologia, 

como agentes esfoliantes e emolientes da pele, estão o ácido glicólico (menor 

estrutura molecular, 2 carbonos) e o ácido lático, entre outros (VAN SCOTT et al., 

1996; BERGFELD et al., 1997, YU & VAN SCOTT, 2004, GREEN, 2005).  
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 Alguns AHAs são antioxidantes. Um antioxidante pode ser definido como 

um composto que é capaz de prevenir ou inibir a oxidação de outra substância, 

citando-se como exemplos, os ácidos málico, tartárico, ascórbico e como 

substâncias não oxidantes, os ácidos glicólico e lático (VAN SCOTT et al., 1996).  

 

 2.7.3.1 Ácido lactobiônico como agente antioxidante 

 

 O excesso de radicais livres e de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

pode causar uma condição denominada de estresse oxidativo, a qual está 

associada a diversas condições fisio-patológicas, incluindo os processos de 

envelhecimento, infecciosos e inflamatórios e o câncer, entre outras.  A exposição 

à radiação, fumo e poluentes ambientais, além do próprio envelhecimento natural, 

são fatores que podem aumentar o estresse oxidativo (DRÖGE, 2000; SOARES 

et al., 2005). Em vista disso, produtos com atividade antioxidante vêm sendo cada 

vez mais utilizados como forma de prevenir e/ou melhorar a saúde da população 

e colaborar na área da medicina estética. 

 A constante busca por novas matérias-primas que contornassem os efeitos 

adversos provocados pelos AHAs permitiram a descoberta dos polihidroxiácidos 

(PHA).  PHAs são ácidos carboxílicos que contêm dois ou mais grupos hidroxila, 

não necessariamente na posição alfa, formando uma estrutura molecular alifática 

ou acíclica (YU & VAN SCOTT, 1996, GREEN et al., 2001). Os PHAs apresentam 

efeitos comparáveis aos dos AHAs tradicionais (ácido glicólico, ácido láctico, etc), 

com a vantagem de não causarem irritação na pele e possuírem ação hidratante e 

antioxidante.  
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 Embora ainda pouco estudados, sabe-se que alguns PHAs possuem 

importante atividade antioxidante, como é o caso da gluconolactona e do já 

mencionado ácido lactobiônico. O ácido lactobiônico mostrou-se capaz de quelar 

íons ferro e seqüestrar radicais hidroxila diminuindo, desta forma, os danos 

causados pelas ERO (CHARLOUX et al., 1994; CHARLOUX et al., 1995). Tem 

merecido destaque na área cosmética em função do alto poder antioxidante, 

hidratante e cicatrizante. Estas propriedades tornam o ácido lactobiônico um 

agente importante, também, na preservação dos danos causados pela isquemia-

referfusão de órgãos transplantados (CHARLOUX et al., 1995; SOUTHARD e 

BELZER, 1995, SOUTHARD, 2005). Além disso, tem a capacidade de ligar-se 

fortemente à água, formando uma película geleificante. Esta propriedade de 

formação de filme fornece a maciez desejada à pele (GREEN et al., 2001; 

GRIMES et al., 2004; YU & VAN SCOTT, 2004; GREEN, 2005). 

 O ácido lactobiônico pode formar sais (lactobionatos) com cátions 

metálicos como cálcio, potássio, sódio e zinco. Apresenta forte capacidade de 

complexar minerais, fazendo-o um composto interessante para aplicações na 

área alimentícia, podendo ser usado em bebidas energéticas (TOSHIAKI et al., 

1995a). Apresenta resistência à ação das enzimas digestivas e pode ser 

fermentado pela flora intestinal, provavelmente exercendo efeitos pré-bióticos 

(TOSHIAKI et al., 1995b, SCHAAFSMA, 2008).  

 Outra aplicação de grande relevância do ácido lactobiônico é na área 

médica, como componente de soluções usadas na estabilização de órgãos antes 

de serem transplantados. Já foi mostrado que as propriedades quelantes desta 

substância induzem a redução dos danos aos tecidos dos órgãos devido à inibição 
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da produção de radicais livres (CHARLOUX et al., 1995; SUMIMOTO & KAMADA, 

1990; SUMIMOTO et al., 1990; SHEPHERD et al., 1993). 

 Viaspan® (Du Pont Pharmaceuticals, USA), mais conhecida como solução 

da Universidade de Wisconsin (solução UW), foi a primeira solução desenvolvida 

para o armazenamento de órgãos. No final dos anos 80, Folkert Belzer e James 

Southard iniciaram os estudos de preservação a frio de fígado, rins e pâncreas 

com a solução UW, sendo esta efetiva para a preservação dos três tipos de 

órgãos pelo período 48 a 72 horas. A UW é substituta da solução EuroCollins 

(solução EC), desenvolvida nos anos 70, para a estocagem a frio de rins (24 a 30 

horas), de fígado e pâncreas (4 a 8 horas). A solução UW tornou-se padrão 

clínico para todo o mundo, mostrando excelentes resultados, sendo comumente 

chamada de padrão ouro para preservação de órgãos, apesar do constante 

desenvolvimento e aprimoramento de outras soluções, que, em alguns aspectos, 

são até superiores (MÜHLBACHER et al., 1999).  

         A eficiência da solução UW está relacionada à presença de impermeantes 

de alto peso molecular (ácido lactobiônico e rafinose) e agentes como o aluprinol 

e glutationa, que atenuam os efeitos dos radicais livres, produzidos em grande 

quantidade na reperfusão. Esta solução contém alta concentração de potássio, 

cerca de 130 mmol/L (JAMIESON et al., 1988; KARAM et al., 2005). 

Outras aplicações do ácido lactobiônico são relacionadas à fabricação de 

detergentes, com potencial uso em larga escala como substituto do fosfato na 

formulação (GERLING & WILKE, 1991) e na indústria farmacêutica, usado na 

forma de sal, com o intuito de aumentar a solubilidade de antibióticos. Neste caso, 
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a solubilidade do lactobionato de eritromicina é cerca de 50-100 vezes superior à 

da eritromicina em água (HOFFHINE, 1956 apud NORDKVIST et al., 2007).  
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3 OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve o objetivo geral contribuir para a viabilização da 

produção biotecnológica industrial de sorbitol e ácidos orgânicos a partir de frutose 

e aldoses, através da definição de uma nova composição de co-produtos formados 

no processo de bioconversão catalisado pelas enzimas glicose-frutose 

oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL) de Zymomonas mobilis. 

 

Objetivos específicos 

 

� Comparar o crescimento microbiano, a produção de etanol e o 

desenvolvimento de atividade de GFOR/GL em cultivos com Z. mobilis conduzidos 

em regimes descontínuo e descontínuo alimentado, em meio com custo compatível 

com o valor dos produtos. 
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� Avaliar o sistema GFOR/GL, contido em células permeabilizadas de 

Z. mobilis, na conversão de frutose e diferentes aldoses alternativas à glicose 

(maltose, galactose, lactose) em sorbitol e respectivos ácidos orgânicos.  

� Verificar os efeitos da concentração de substratos (frutose e glicose 

ou lactose), pH e temperatura sobre a ação de GFOR/GL presente em células 

permeabilizadas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de cálcio. 

� Estudar as principais variáveis do processo de bioconversão de 

frutose e lactose em sorbitol e ácido lactobiônico com GFOR/GL presente em 

células permeabilizadas de Z. mobilis livres ou imobilizadas em alginato de cálcio.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Instalações  

 

 O trabalho experimental foi realizado no Laboratório de Bioprocessos do 

Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (IB/UCS).  

 

4.2 Microrganismo 

 

 A linhagem bacteriana usada neste estudo foi Z. mobilis ATCC 29191. Em 

estudo comparativo entre várias linhagens (LEMMEL et al., 1992), Z. mobilis 

ATCC 29191 mostrou atividade de GFOR/GL superior à das demais.  

 As culturas foram mantidas em meio líquido (MALVESSI et al., 2006), 

repicadas mensalmente e estocadas a 4°C. 
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4.3 Meios de cultivo  

 

O meio líquido utilizado para a ativação e conservação das culturas, 

preparo de inóculo e na produção de biomassa/enzimas tinha a seguinte 

composição (g/L): (NH4)2SO4, 2,0; MgSO4.7H2O, 1,0; FeSO4.7H2O, 0,01; KH2PO4, 

3,5; extrato de levedura bruto (Prodex Lac®, Prodesa S.A., Brasil), 7,5 (MALVESSI 

et al., 2006). Variações na composição do meio de cultura, com relação à fonte de 

nitrogênio orgânico - extrato de levedura bruto - são apresentadas e discutidas 

posteriormente. 

No preparo do meio de ativação e conservação da cultura foram 

adicionados 20 g/L de glicose e o pH foi ajustado para 5,5. No cultivo de inóculos, 

a concentração de glicose foi de 100 g/L, adicionando-se ainda ao meio 5 g/L de 

CaCO3 com o fim de manter-se o pH em torno de 5,5.  

Para os cultivos em biorreator, foi preparada uma solução concentrada de 

glicose (500 g/L), sendo adicionado ao meio o volume necessário desta solução 

para atingir-se a concentração desejada em cada condição em estudo (100 a 200 

g/L). A esterilização de todos os meios, bem como da solução de glicose, foi feita 

em autoclave, a 1 atm, por 15 min. 

 

4.4 Preparo de inóculo 

 

A ativação de culturas foi feita adicionando-se 2 mL de suspensão 

bacteriana em estoque a um tubo de tampa rosqueada contendo 18 mL de meio 

de ativação/conservação. Os tubos foram incubados em estufa a 30°C por 12 
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horas. Para a produção do inóculo, foram usados frascos anaeróbios de 500 mL, 

contendo 450 mL de meio total. Os meios foram inoculados com 45 mL da cultura 

previamente ativada e mantidos sob agitação orbital de 200 rpm (Certomat U/H - 

B. Braun Biotech, RFA), a 30°C. Nos frascos de incubação, foram instalados 

filtros esterilizados que permitiam a liberação de CO2 produzido durante o 

processo.  

Estas etapas estão ilustradas na Figura 6. 

 

 

Em testes previamente realizados, definiu-se o tempo ideal de incubação 

de inóculos, 10 horas, que permitia que as células ainda estivessem na fase 

exponencial de crescimento no momento da inoculação.     

 

 

Figura 6. Obtenção de inóculo de Zymomonas mobilis em frascos agitados: (1) cultura 

de Zymomonas mobilis previamente ativada; (2,3) frascos inoculados, mantidos sob 

condições de crescimento. 

(1) 

(3) 

(2) 
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4.5 Cultivo de Zymomonas mobilis em biorreator de bancada 

 

 Os cultivos de Z. mobilis, tanto para a produção de GFOR/GL a utilizar em 

ensaios enzimáticos e de bioconversão quanto em estudos fermentativos, foram 

efetuados em biorreator de 7,0 litros de volume total e volume útil de 5,5 litros 

construído na oficina mecânica da Universidade de Caxias do Sul. Este 

equipamento consiste de uma cuba de aço inox em cuja tampa estão acopladas 

quatro chicanas, um eixo com selo mecânico, no qual são instaladas duas 

turbinas com seis pás planas, e um dispersor de ar em forma de ferradura 

perfurada localizado na parte inferior da cuba. Neste sistema, a temperatura é 

controlada por um fluxo de água, usando-se um banho termostatizado com 

circulação, conectado a um tubo de aço inoxidável em forma de “U” também 

instalado na tampa do biorreator. Os gases efluentes passam por um 

condensador de serpentina, ligado a um banho com água a 4ºC, a fim de reduzir 

perdas por evaporação de água e de etanol. Ao reator estão acoplados um motor 

com freqüência de rotação constante de 450 rpm e um controlador de pH 

(Consort, modelo R735, Bélgica).  

 Os meios utilizados foram preparados e esterilizados dentro da própria 

cuba. O eletrodo de pH foi calibrado e acoplado ao fermentador após o 

resfriamento do meio. Em todos os ensaios, a temperatura foi mantida em 30°C e 

o pH foi controlado em 5,5 pela adição automática de NaOH 5M. Durante a 

primeira hora de fermentação, nitrogênio gasoso foi borbulhado no meio de 

cultivo, à vazão de 0,5 L/min, com a finalidade de garantir a anaerobiose. Após, a 

anaerobiose foi proporcionada pelo CO2 produzido pelo próprio microrganismo. 
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Amostras foram coletadas periodicamente através de uma mangueira de silicone 

ligada ao fermentador e acoplada a uma bomba peristáltica.  

 Ao término dos cultivos, os meios fermentados foram recolhidos e 

centrifugados (Centrífuga Sigma 4K-15), a 6000 rpm, por 20 minutos. Quando 

necessário, uma porção do sobrenadante foi estocada visando posterior análise 

do etanol formado. A biomassa concentrada foi permeabilizada e, eventualmente, 

imobilizada em alginato de cálcio a fim de ser utilizada em ensaios enzimáticos e 

de bioconversão. As técnicas de permeabilização e imobilização de células são 

detalhadas nos itens seguintes. 

 O sistema utilizado para a produção de biomassa/enzimas e etanol por Z. 

mobilis é ilustrado na Figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sistema utilizado para a produção de células/enzimas em 

ensaios fermentativos (1) cuba de fermentação; (2) controlador de 

pH; (3) banho termostatizado; (4) sistema de agitação; (5) 

condensador. 

(3) 

(1) 

(2) 

(5) 

(4) 
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 Os ensaios foram conduzidos em regime descontínuo e descontínuo 

alimentado, visando a avaliação dos efeitos das concentrações de glicose, como 

fonte de carbono, e do extrato de levedura bruto, como fonte de vitaminas e 

nitrogênio orgânico, sobre o crescimento microbiano, a produção de etanol e a 

formação de atividade de GFOR/GL. Maiores detalhes sobre estes experimentos 

serão oportunamente relatados. 

 

4.6 Permeabilização de células de Zymomonas mobilis 

 

 A permeabilização das células foi feita com o intuito de inativar o 

metabolismo fermentativo da bactéria e evitar que, em ensaios enzimáticos e de 

bioconversão, ocorresse conversão de substrato em etanol ou crescimento 

celular.  As células foram permeabilizadas a partir da mistura de igual volume de 

suspensão celular (de concentração aproximada de 25 g/L) e 0,2% (m/v) de 

brometo de cetil-trimetil amônio (CTAB). A mistura foi mantida sob agitação 

magnética, por 10 minutos (REHR et al., 1991). Posteriormente, a suspensão foi 

centrifugada (Centrífuga Sigma 4K-15), a 6000 rpm, por 20 minutos, sendo o 

sobrenadante descartado e a biomassa concentrada ressuspensa em água 

destilada.  

 

4.7 Imobilização de células de Zymomonas mobilis 

 

 Para a imobilização de células de Z. mobilis, seguiu-se a metodologia 

descrita por ERZINGER (1999). Alginato de sódio Algogel 5540 (Degussa Flavors 
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& Fruit Systems do Brasil Ltda.) na concentração de 4% (m/v) foi dissolvido em 

água destilada e colocado para hidratar, sob agitação mecânica de 450 rpm, por 

12 horas, à temperatura ambiente. Após esse período, à esta solução de alginato, 

foi adicionado igual volume de suspensão celular bacteriana, previamente 

permeabilizada e tratada com glutaraldeído 0,5% (m/v) (JANG et al., 1992). A 

mistura foi novamente mantida sob agitação por cerca de 2 horas visando à 

perfeita homogeneização. Para a formação das esferas de alginato de cálcio e 

imobilização das células, todo o volume desta suspensão foi lentamente gotejada 

em solução de CaCl2 0,3M, com o auxílio de uma bomba peristáltica, através de 

capilares de silicone com as extremidades afuniladas (agulhas hipodérmicas), 

sendo então formadas esferas com diâmetro médio de 2 mm.  

 O esquema representativo da imobilização celular de Z. mobilis é mostrado 

na Figura 8. 

Figura 8. Esquema representativo da etapa de imobilização de 

células de Zymomonas mobilis em alginato de cálcio. 
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 A influência do glutaraldeído sobre a rigidez das esferas e sobre a atividade 

de GFOR/GL foi avaliada. Para isso, após a formação das esferas, estas foram 

reticuladas com glutaraldeído 0,5% (m/v) por 15 minutos, sob agitação magnética, 

à temperatura ambiente. O armazenamento das esferas foi feito em água 

destilada, a 4°C.  

 

4.8 Ensaios enzimáticos 

 

 Os ensaios enzimáticos visaram à avaliação da atividade do complexo 

enzimático GFOR/GL combinando-se a cetose (frutose) e diferentes aldoses 

(glicose, maltose, galactose e lactose). Os testes foram realizados empregando-

se solução 0,7 mol/L de frutose/aldose (100 mL de solução) e 4,0 g/L de células 

permeabilizadas livres de Z. mobilis.  

 A temperatura de 39°C e o pH 6,4, condições definidas como básicas, 

foram mantidos constantes ao longo dos ensaios, sendo a reação monitorada 

pela medida do volume de NaOH 1M, utilizado para neutralizar o ácido orgânico 

formado. O sistema utilizado nestas análises é descrito no item 4.9. 

 Com base nestas condições, foi avaliado o efeito do pH (5,2 a 7,2) e da 

temperatura (37 a 54°C) sobre a ação enzimática do complexo GFOR/GL frente 

as diferentes aldoses (glicose, maltose, galactose e lactose). A termoestabilidade 

do sistema enzimático foi avaliada a 39, 43 e 45°C por até 12 horas. 

Adicionalmente, foram estimados os parâmetros cinéticos aparentes KM e Vmax da 

equação de Michaelis-Menten.  
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Com células de Z. mobilis imobilizadas em alginato de cálcio, 

particularmente para os pares de substratos glicose/frutose e lactose/frutose, a 

ação catalítica foi avaliada em diferentes valores de pH (5,2 a 9,7) e temperatura 

(34 a 59oC).  

A termoestabilidade foi estudada em quatro ensaios curtos e sucessivos de 

bioconversão, com 3 horas de duração, em temperaturas entre 39 e 50oC, 

resultando em um período total de exposição das esferas de alginato de cálcio de 

12 horas.  

Para a estimativa dos parâmetros cinéticos KM e Vmax, a atividade 

enzimática foi determinada em soluções equimolares de substratos, nas 

condições padronizadas (X= 10 g/L, 39oC e pH 6,4). Maiores detalhes de cada 

condição estudada são apresentados na discussão dos vários ensaios realizados. 

 

4.9 Ensaios de bioconversão  

 

 Os ensaios de bioconversão em biorreator de mistura completa foram 

realizados utilizando um frasco cilíndrico de 600 mL contendo 240 mL de mistura 

de substratos (frutose/aldose).  

 A concentração celular de Z. mobilis utilizada nos ensaios foi de 25 g/L 

para o sistema livre e de 20 g/L para o imobilizado. O biorreator foi mantido sob 

agitação magnética, na temperatura e no pH desejados. O pH foi controlado pela 

adição automática de solução de NaOH 7M, contido em uma bureta acoplada a 

um controlador de pH (Consort, modelo R735, Bélgica).  
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 O sistema utilizado para a determinação da atividade do complexo 

enzimático GFOR/GL e nos ensaios de bioconversão é ilustrado na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

4.10 Métodos analíticos 

  

 4.10.1 Coleta e preparo das amostras 

 

 Amostras do cultivo em biorreator foram tomadas periodicamente para a 

dosagem de açúcares redutores e da concentração celular. Ao final dos cultivos, o 

Figura 9. Esquema do sistema utilizado na determinação da atividade 

enzimática de GFOR/GL e em processos de bioconversão. (1) biorreator 

de mistura completa (BMC) sob temperatura controlada; (2) agitador 

magnético; (3) eletrodo de pH; (4) bureta contendo NaOH; (5) adição de 

NaOH; (6) controlador de pH. 

 

 

5

(5) 

(4) 

(6) 

(2) 

(1) 

(3) 
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meio foi centrifugado, as células concentradas ressuspensas em água destilada e 

armazenadas sob refrigeração a 4°C. 

 

4.10.2 Concentração celular 

 

A concentração celular foi determinada pela medida da absorbância de 

suspensões previamente diluídas de meio de fermentação, a 560 nm, e sua 

conversão em concentração, massa de matéria seca por unidade de volume, 

através de uma reta de calibração. As medições eram realizadas em 

espectrofotômetro (Aurora Instruments UV-210).  

Para a obtenção da reta de calibração, seguiram-se os seguintes passos: 

- 10 mL da cultura do tempo final de fermentação foram filtrados através de 

membranas de porosidade 0,2 µm, sendo a massa retida lavada várias vezes com 

água destilada; 

- a massa úmida foi levada a estufa para secagem a 90-95°C por 24 

horas, sendo, posteriormente, transferidas para o vaso dessecador, contendo 

cristais de sílica, mantidas à temperatura ambiente por 30 minutos para o 

resfriamento, seguido de determinação da massa celular em balança analítica; 

- conhecendo-se o volume e a massa de células – obtidas pela subtração 

do peso da membrana sem células pelo peso das membranas contendo células - 

determinou-se a concentração celular da cultura; 

- paralelamente, uma alíquota da suspensão celular original foi diluída 

com água destilada de forma a obter-se uma suspensão com leitura de 

absorbância de cerca de 0,500 (a 560 nm); 
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- a partir desta diluição inicial, foram preparadas diluições de 1:10; 2:10; 

3:10...até 9:10, e com as medidas de absorbâncias das diferentes diluições e da 

concentração celular da cultura, construiu-se a reta de calibração. 

Os valores foram convertidos em concentração celular, gramas de 

matéria seca por litro, através de uma equação de reta relacionando a absorbância 

da suspensão celular em função da concentração celular. Este procedimento foi 

repetido em diferentes cultivos, não sendo constatadas diferenças significativas 

entre os experimentos.  

 

 4.10.3 Determinação de açúcares redutores 

 

Uma alíquota de amostra dos diferentes cultivos de Z. mobilis, com 

aproximadamente 2 mL, foi centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante utilizado para a dosagem de açúcares redutores pelo método do 

ácido 3,5-di-nitro-salicílico – DNS (MILLER, 1959), utilizando curva padrão de 

glicose.  

 

 4.10.4 Determinação de etanol 

 

O teor de etanol de meios de cultivo foi determinado em equipamentos 

acoplados Densimat e Alcomat (Gibertini, Italy), em que a concentração do álcool 

é obtida com base na densidade da solução.  
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 4.10.5 Determinação da atividade enzimática do complexo GFOR/GL  

 

 O método utilizado se baseia na capacidade de conversão de 

frutose/aldose, por células de Z. mobilis, em sorbitol e respectivo ácido orgânico, 

em reações catalisadas pelas enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e 

glucono-δ-lactonase (GL).  O procedimento para a determinação da atividade de 

GFOR/GL, baseado em MALVESSI et al. (2006), é apresentado a seguir: 

 - determinado volume de suspensão de células permeabilizadas, 

correspondente à concentração de 4 g/L (células livres) ou 10 g/L de células 

imobilizadas, foi adicionado à solução 0,7 mol/L dos carboidratos (100 mL de 

frutose/aldose), preparada em água destilada;  

 - os testes foram realizados em reator de 300 mL, com 100 mL de meio 

reacional, em banho termostatizado, mantido sob agitação magnética, por 40 

minutos; 

 - o pH foi controlado pela adição de solução de NaOH 1M contida em 

pipeta de 10 mL, utilizando o controlador de pH (Consort, modelo R735, Bélgica), 

sendo as condições básicas de reação pH 6,4 e 39oC; 

 - a partir da variação do volume de álcali gasto no controle do pH com o 

tempo, determinou-se a velocidade de formação de determinado ácido orgânico; 

 Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de enzima 

capaz de formar 1 mmol de ácido orgânico por hora, nas condições de teste, 

sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g). 
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 A atividade de GFOR/GL, em unidades enzimáticas por volume de meio 

(U/L), determinada ao final do processo, foi obtida pela multiplicação da atividade 

específica de GFOR/GL (U/g) pela concentração celular final (g/L).  

 

 4.10.6 Estimativa da concentração de produtos em ensaios de 

bioconversão 

 

  A concentração de ácido orgânico formado em ensaios com concentrações 

equimolares de substrato, foi calculada de acordo com o volume e concentração 

de base utilizada durante a reação. 

A concentração de sorbitol foi inferida a partir da concentração de ácido 

orgânico formado, considerando que os produtos são formados em base 

equimolar. 

A equação abaixo foi empregada para este cálculo: 

 

     

 

 

Onde: 

C = concentração (g/L);  

Vb = volume de base (mL); 

M = concentração da solução de base (mol/L); 

MM = massa molecular do ácido (g/mol);  

Vm = volume de meio da biotransformação (L). 

 

Vb)(Vm 1000.

MM M. Vb.
C

+
=
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4.11 Parâmetros de avaliação do processo fermentativo e bioconversão 

 

 4.11.1 Velocidade específica de crescimento 

 

 Para o cálculo da máxima velocidade específica de crescimento (µx,m) em 

cultivos de Z. mobilis em fermentador, foram traçadas curvas relacionando os 

logaritmos neperianos das concentrações ou massas de células, obtidas 

experimentalmente, e seus respectivos tempos de fermentação. A fase exponencial 

de crescimento, neste tipo de gráfico, possui um comportamento linear, sendo o 

coeficiente angular desta reta o próprio valor de µx,m. A velocidade específica foi 

calculada em h-1. 

 

 4.11.2 Fator de conversão de substrato em células 

  

 

 

Onde:  

  YX/S = fator de conversão de substrato em células (g/g); 

 S0 e X0 = concentração ou massa inicial de substrato e biomassa (g/L ou g);  

  Sf e Xf = concentração ou massa final de substrato e produto (g/L ou g). 

 

 4.11.3 Fator de conversão de substrato em produto  

 
 

 

f0

0f

X/S

S - S

X - X
Y =

f0

0f

P/S

S - S

P - P
Y =
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Onde:  

  YP/S = fator de conversão de substrato em produto (g/g); 

  S0 e P0 = concentração ou massa inicial de substrato e produto (g/L ou g);  

  Sf e Pf = concentração ou massa final de substrato e produto (g/L ou g). 

 

 4.11.4 Rendimento em produto 

 

 

Onde:  

 ρ = rendimento (%); 

 YP/S = fator de conversão de substrato em produto (g/g); 

 f = fator estequiométrico máximo.  

 

 4.11.5 Produtividade e produtividade específica 

 

 Para a determinação da produtividade, utilizou-se a seguinte equação:  

 

 

   

Onde:  

 p = produtividade (g/L/h ou g/h) 

 P0 e Pf = concentração ou massa inicial e final de produto;  

 t= tempo de processo (h).   

100.
f

 YP/S

=ρ

t

P - P
p

0f

=
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 Para o cálculo de produtividade específica (q), determinada apenas em 

ensaios de bioconversão, a produtividade, em base volumétrica ou mássica, foi 

dividida pela respectiva concentração ou massa celular. Os valores de “q” foram 

expressos em mmol de produto por grama de células secas por hora (mmol/g/h). 

  

4.11.6 Máxima velocidade específica de formação de ácido orgânico 

 

A máxima velocidade específica de formação de ácido orgânico (vm), 

diretamente relacionada à atividade de GFOR/GL, foi determinada nas primeiras 

horas do processo de bioconversão, quando a variação da concentração de 

produto com o tempo apresenta um perfil aproximadamente linear. No cálculo, 

determinou-se graficamente, por regressão linear, a velocidade de formação do 

ácido orgânico produzido neste período inicial, sendo este valor dividido pela 

concentração celular utilizada no ensaio. Os valores de “vm” foram expressos em 

mmol de produto por grama de células secas por hora (mmol/g/h). 
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5 RESULTADOS 

 

 

 Os resultados deste trabalho são apresentados e discutidos na forma de 

capítulos conforme é apresentado a seguir. 

 

 

 5.1 RESULTADOS I - Efeito da concentração de extrato de levedura 

sobre a produção de etanol e do complexo enzimático glicose-frutose 

oxidorredutase/glucono-δδδδ-lactonase (GFOR/GL) por Zymomonas mobilis 

 

A influência de diferentes concentrações de extrato de levedura bruto, 

como fonte de vitaminas e nitrogênio orgânico, sobre a produção de biomassa de 

Z. mobilis ATCC 29191, de etanol e do complexo enzimático glicose-frutose 

oxidorredutase/glucono-δ-lactonase (GFOR/GL) é avaliada. 
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 5.2 RESULTADOS II - Produção de glicose-frutose oxidorredutase / 

glucono-δδδδ-lactonase e etanol por Zymomonas mobilis cultivada em regimes 

descontínuo e descontínuo alimentado  

 

 Neste capítulo, discute-se a condução do cultivo de Z. mobilis em regime 

descontínuo e descontínuo alimentado, visando à formação do complexo enzimático 

GFOR/GL e de etanol.   

 

 5.3 RESULTADOS III - Produção biotecnológica de sorbitol e ácidos 

orgânicos por Zymomonas mobilis.  

 

A ação enzimática do complexo GFOR/GL sobre diferentes combinações 

de frutose e aldoses alternativas à glicose (maltose, galactose e lactose) é 

analisada com respeito aos efeitos do pH, da temperatura e da concentração de 

substratos. 

 

 5.4 RESULTADOS IV - Bioconversão de frutose e lactose em sorbitol e 

ácido lactobiônico por células permeabilizadas de Zymomonas mobilis. 

 

A bioprodução de ácido lactobiônico com o complexo enzimático GFOR/GL 

presente em células livres de Z. mobilis é avaliada com relação aos efeitos da 

concentração de substratos, da concentração de células/enzimas e da 

temperatura em reator de mistura completa. 
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 5.5 RESULTADOS V - Avaliação de glicose-frutose oxidorredutase / 

glucono-δδδδ-lactonase presentes em células de Zymomonas mobilis 

imobilizadas em alginato de cálcio na produção de ácido lactobiônico 

 

A ação enzimática do complexo GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em 

alginato de cálcio, em biorreator de mistura completa, visando à bioprodução de 

ácido lactobiônico é estudada. São discutidos os resultados obtidos com 

diferentes concentrações de substratos e valores de pH e de temperatura de 

reação. A estabilidade de GFOR/GL frente ao pH e à temperatura é abordada. 

 

 5.6 RESULTADOS VI - Effect of substrate concentration, pH, and 

temperature on the activity of the complex glucose-fructose 

oxidoreductase/glucono-δδδδ-lactonase present in calcium alginate – 

immobilised Zymomonas mobilis cells. 

 

Neste trabalho, avaliam-se os efeitos da concentração de substratos 

(glicose/frutose), do pH e da temperatura reacional sobre a ação enzimática do 

complexo GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em alginato de cálcio, visando à 

bioprodução de ácido glucônico. A estabilidade do complexo enzimático frente ao 

pH e à temperatura está incluída na discussão. 
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5.1 RESULTADOS I 

 

 

Efeito da concentração de extrato de levedura sobre a produção de etanol e 

do complexo enzimático glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δδδδ-lactonase 

(GFOR/GL) por Zymomonas mobilis 
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Efeito da concentração de extrato de levedura sobre a produção de etanol e 

do complexo enzimático glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δδδδ-lactonase 

(GFOR/GL) por Zymomonas mobilis 

 

RESUMO 

Meios de cultivo de Zymomonas mobilis normalmente contêm extrato de levedura 

como fonte de vitaminas e nitrogênio orgânico. O cultivo desta bactéria foi 

avaliado em meios com extrato de levedura bruto (ELB) entre 2,5 e 12,5 g/L. A 

máxima velocidade específica de crescimento (µx,m), a conversão de substrato em 

células (YX/S) e em etanol (YP/S) e a atividade de glicose-frutose oxidorredutase / 

glucono-δ-lactonase (GFOR/GL) em cada condição foram comparadas. YX/S de 

aproximadamente 0,018 g/g foram atingidos com 2,5 e 5,0 g/L de ELB, obtendo-

se cerca de 0,030 g/g nas demais condições. Valores de µx,m semelhantes foram 

alcançados com 5,0, 7,5 e 10,0 g/L de ELB (0,27 h-1), com µx,m inferiores (0,21 e 

0,17 h-1) sendo obtidos com 12,5 e 2,5 g/L de ELB, respectivamente. YP/S 

semelhantes (0,43 g/g) foram calculados em todas as condições. A atividade 

específica de GFOR/GL foi estimada numa faixa de 22 a 24 U/g de biomassa para 

meios com ELB entre 2,5 e 10,0 g/L, com valor menor sendo obtido em meio com 

12,5 g/L (18 U/g). Devido às maiores concentrações celulares finais nos cultivos 

com 7,5 e 10,0 g/L de ELB, atingiram-se títulos enzimáticos totais por volta de 100 

U/L para estas condições. Os resultados mostram que na faixa entre 7,5 e 10,0 

g/L de ELB, além do etanol, obtêm-se títulos elevados de GFOR/GL. 

 

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, cinética do cultivo, etanol, GFOR/GL. 



 

 

57 

INTRODUÇÃO 

 

 A bactéria anaeróbia, produtora de etanol, Zymomonas mobilis tem sido 

largamente estudada nos últimos anos principalmente devido ao seu sistema 

enzimático periplasmático glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) / glucono-δ-

lactonase (GL) que catalisa a bioconversão de frutose e glicose em quantidades 

equimolares de sorbitol e ácido glucônico, respectivamente (ZACHARIOU & 

SCOPES, 1986).  

 Para o seu crescimento, Z. mobilis requer, além da glicose como fonte de 

carbono e indutor de atividade do complexo GFOR/GL, uma série de nutrientes. 

Como fontes de nitrogênio, normalmente são utilizados sais de amônio, 

aminoácidos e peptídeos (ROGERS et al., 1982), sendo conhecida a dependência 

de Z. mobilis de vitaminas, como biotina e ácido pantotênico, necessidade que 

pode ser suprida com a adição de extrato de levedura ao meio (SWINGS & DE 

LEY, 1977; FEIN et al., 1983). Neste caso, o uso de extrato de levedura no meio 

de cultivo é interessante, visto que este componente também funciona como fonte 

de nitrogênio. Entretanto, devido ao seu preço elevado, a utilização de extrato de 

levedura em meios de cultivo limita-se à escala laboratorial. Estudos já foram 

realizados com o emprego de água de maceração de milho (milhocina) em 

substituição ao extrato de levedura, como fonte de vitaminas e aminoácidos para 

a obtenção de células, enzimas e etanol por Z. mobilis (LAWFORD & 

ROUSSEAU, 1997; SILVEIRA et al., 2001). Entretanto, SILVEIRA et al. (2001) 

destacam que a utilização deste subproduto em escala industrial fica limitada a 

plantas fermentativas próximas a unidades de processamento de milho, visto que 
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a milhocina é um material facilmente contaminável por microrganismos e, 

portanto, de difíceis e onerosos transporte e armazenamento.   

 O uso de um extrato de levedura bruto em comparação com extrato de 

levedura purificado comercial foi relatado por MALVESSI et al. (2006), sendo 

avaliadas as concentrações de 5,0 e 7,5 g/L de ambas as fontes nutricionais no 

meio de cultivo de Z. mobilis ATCC 29191. Os autores demonstraram que com o 

extrato de levedura bruto, com valor entre 20 e 25 vezes inferior que o do produto 

purificado, excelentes resultados em termos de crescimento celular, produção do 

complexo enzimático GFOR/GL e de etanol em cultivos de Z. mobilis são obtidos. 

Da mesma forma, KAWAGUTI et al. (2007) em cultivo de Erwinia sp. D12 relatam 

a eficiência do emprego de Prodex Lac® (15 g/L) como fonte de vitaminas e 

nitrogênio na produção de glicosiltransferase.    

 Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar a influência de diferentes 

concentrações de extrato de levedura bruto como fonte de vitaminas e nitrogênio 

orgânico sobre a produção de biomassa, de etanol e na formação do complexo 

enzimático GFOR/GL de Z. mobilis ATCC 29191. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microrganismo 

 O microrganismo utilizado foi Z. mobilis ATCC 29191. As culturas foram 

repicadas mensalmente em meio líquido, descrito em MALVESSI et al. (2006) e 

incubadas a 30°C e estocadas a 4°C. 
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Meios de cultivo  

 O meio de cultivo utilizado para a ativação e conservação das culturas, 

preparo de inóculo e ensaios fermentativos – tinha a seguinte composição (g/L), 

excetuando glicose: (NH4)2SO4, 2,0; MgSO4.7H2O, 1,0; FeSO4.7H2O, 0,01; 

KH2PO4, 3,5; extrato de levedura bruto Prodex Lac
® (Prodesa S.A., Brasil), 7,5 

(MALVESSI et al., 2006).  O meio de ativação e conservação da cultura continha 

20 g/L de glicose e pH ajustado para 5,5. Nos meios usados para a preparação 

dos inóculos, foram utilizados 100 g/L de glicose e 5 g/L de CaCO3 para o controle 

do pH em torno de 5,5. Para a produção de biomassa, nos ensaios realizados em 

biorreator, era preparada uma solução concentrada de glicose (500 g/L) e 

adicionado ao meio o volume necessário, de acordo com a concentração definida 

para o ensaio (150 g/L). Além da condição padrão, concentrações de extrato de 

levedura bruto (ELB) entre 2,5 e 12,5 g/L foram testadas. A esterilização dos 

meios foi realizada em autoclave a 1 atm, por 15 minutos.  

 

Condições experimentais 

 O inóculo foi preparado em frascos anaeróbios de 500 mL, dotados de filtro 

para liberação de CO2, contendo 450 mL de volume de meio total, mantidos sob 

agitação orbital de 200 rpm (Certomat U–B. Braun Biotech), a 30°C, por 

aproximadamente 10 horas. Os ensaios fermentativos foram realizados em 

regime descontínuo, em biorreator de 7,0 litros com volume operacional de 5,5 

litros, a 30ºC, freqüência de agitação de 450 rpm e controle automático de pH em 

5,5 com NaOH 5M. Os meios foram preparados e esterilizados dentro da própria 

cuba do biorreator. 
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 Ao término dos cultivos, o líquido fermentado foi centrifugado a 6000 rpm, 

por 20 minutos. As células concentradas foram permeabilizadas a partir da 

mistura de igual volume de suspensão celular concentrada e 0,2% (m/v) de 

brometo de cetil-trimetil amônio (CTAB), sob agitação, por 10 minutos (REHR et 

al., 1991). A permeabilização celular foi realizada com o intuito de inativar o 

metabolismo fermentativo da bactéria. A biomassa permeabilizada foi utilizada 

para a determinação da atividade de GFOR/GL enquanto parte do sobrenadante 

foi utilizado para a determinação de etanol.  

 

Metodologia analítica 

 A determinação da concentração celular durante o cultivo foi estimada pela 

medida da absorbância de suspensões celulares, a 560nm, em espectrofotômetro 

(Aurora Instruments UV-210) e ao final do processo, após consumo total de 

glicose, diretamente por gravimetria, após a secagem das amostras em estufa a 

90ºC. 

 Uma alíquota de amostra de cultivo (aproximadamente 2 mL) foi coletada 

periodicamente, centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante 

utilizado para a dosagem de açúcares redutores pelo método do ácido 3,5-di-

nitro-salicílico – DNS (MILLER, 1959), utilizando curva padrão de glicose.  

 A atividade conjunta de glicose-frutose oxidorredutase e glucono-δ-

lactonase (GFOR/GL) foi determinada a partir da incubação de determinado 

volume de suspensão de células permeabilizadas de Z. mobilis, correspondente à 

concentração de 4 g/L, em reator de 300 mL, contendo 100 mL de solução 

equimolar de glicose/frutose (0,7 mol/L). O sistema foi mantido a 39°C, sob 
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agitação magnética, e pH automaticamente controlado em 6,4 pela adição de 

solução de NaOH 1M, acoplado a um controlador automático de pH (Consort 

modelo R735, Bélgica) (MALVESSI et al., 2006). Uma unidade de GFOR/GL (U) 

foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol de ácido 

glucônico por hora, nas condições de teste, sendo a atividade expressa em 

unidades por grama de células secas (U/g). 

 Para a dosagem de etanol, o sobrenadante obtido ao final do cultivo foi 

previamente destilado, sendo, em seguida, determinada a densidade e o teor de 

etanol (% v/v) das soluções alcoólicas em equipamentos acoplados Densimat e 

Alcomat (Gibertini, Itália).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A composição do meio de cultura é fator determinante no crescimento celular, 

consumo de substrato e produção de etanol por Z. mobilis, requerendo para isso, a 

presença de fonte de carbono, vitaminas e nitrogênio orgânico. Nesse trabalho, foi 

avaliada a influência de diferentes concentrações de extrato de levedura bruto 

(ELB) - 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e 12,5 g/L - como fonte de vitaminas e nitrogênio 

orgânico – no cultivo de Z. mobilis em regime descontínuo.  

 Na Figura 1, são mostrados os perfis cinéticos do crescimento celular e da 

concentração de açúcares redutores nestes cultivos. Pode-se observar o 

progressivo incremento da concentração final de biomassa de 3,3 para 4,5 g/L 

com o aumento da concentração de ELB de 2,5 para 10,0 g/L, respectivamente. 

Entretanto, com 12,5 g/L de ELB, uma concentração de 4,0 g/L de biomassa 

celular foi alcançada, sugerindo a possibilidade de inibição do crescimento em 
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função da concentração de ELB utilizada no processo (Figura 1A). Com relação à 

concentração de açúcares redutores, independentemente da concentração de 

ELB testada, valores residuais insignificantes foram observados ao final do 

processo, cerca de 1,0 g/L, tratando-se, provavelmente, de substâncias redutoras 

não metabolizáveis por Z. mobilis (Figura 1B). O tempo de processo, 

correspondente ao período de total consumo de substrato, variou de 12 horas, no 

ensaio com 10,0 g/L de ELB, a 15 horas, com ELB de 2,5 g/L, sendo observado,  

no último caso, a limitação da fonte de nutrientes, que levou à redução da 

velocidade global do processo já nas suas horas iniciais, prolongando o tempo de 

fermentação. 

  

 A Figura 2 ilustra a variação das velocidades específicas de crescimento 

(µx) com o tempo de processo nos diferentes ensaios.  

Figura 1. Biomassa celular [A] e glicose [B] em função do tempo de cultivo de Zymomonas 

mobilis ATCC 29191 em regime descontínuo, em meio com diferentes concentrações de 

extrato de levedura bruto (■) 2,5; (o) 5,0; (▲) 7,5; (∇) 10,0; (♦) 12,5 g/L. 
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 Como observado na Figura 2, entre os resultados de máxima velocidade 

específica de crescimento (µx,m), o valor mais baixo foi obtido para o cultivo que foi 

conduzido com 2,5 g/L de ELB (µx,m = 0,17 h
-1), por volta de 4 horas de processo, 

indicando a ocorrência de limitação da fonte de nitrogênio orgânico e vitaminas já 

na fase exponencial de crescimento. Por outro lado, com as concentrações de 

5,0, 7,5 e 10,0 g/L de extrato, valores semelhantes de µx,m (0,25 a 0,27h
-1) foram 

calculados, porém em tempos de processo ligeiramente diferentes. No cultivo 

conduzido com 12,5 g/L de ELB, possivelmente devido à inibição provocada pelo 

excesso de concentração de alguma substância presente no ELB, valor de µx,m de 

0,21 h-1 foi obtido. 

 SILVEIRA et al. (2001) relatam a obtenção de concentração celular de 5,0 

g/L e µx,m de 0,33 h
-1, em cultivo de Z. mobilis com milhocina (25 g/L), sendo 

Figura 2. Velocidade específica de crescimento (µx) em função do tempo de 

cultivo de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontínuo, em 

meio com diferentes concentrações de extrato de levedura bruto (A) 2,5; (B) 

5,0; (C) 7,5; (D) 10,0; (E)12,5 g/L. 
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também observados resultados semelhantes com o emprego de extrato de 

levedura purificado comercial no meio de cultivo (5,0 g/L e 0,35 h-1). 

 O fator de conversão de substrato em células (YX/S) foi determinado para as 

diferentes condições experimentais testadas. Nos cultivos contendo 2,5 e 5,0 g/L 

de ELB, foi obtido 0,018 g de biomassa seca / g de glicose consumida e cerca de 

0,030 g/g nos ensaios com de 7,5, 10,0 e 12,5 g/L de ELB. Estes resultados, mais 

uma vez, podem ser explicados pela carência nutricional nas duas concentrações 

mais baixas de ELB avaliadas. Estes dados são semelhantes aos obtidos por 

SILVEIRA et al. (2001), porém com o uso de 25 ou 40 g/L de milhocina. Os 

autores relatam a obtenção de concentração celular de Z. mobilis aproximada de 

5,0 g/L, conversão de substratos em células de 0,031 g/g e rendimento em etanol 

de 93%, salientando que estes valores foram comparáveis aos obtidos com a 

utilização de 5 g/L de extrato de levedura purificado comercial.  

 Os valores de fator de conversão de substrato em produto (YP/S) foram 

semelhantes em todas as condições testadas (0,43 g de etanol / g de glicose 

consumida). Este resultado já era esperado, visto que Z. mobilis utiliza a produção 

de etanol como, praticamente, a única rota bioquímica de formação de energia. 

Em decorrência, os rendimentos médios calculados em relação ao máximo 

teórico, também foram semelhantes (cerca de 85%). A produtividade em etanol foi 

de aproximadamente 4,4 g/L/h nos cultivos conduzidos com 2,5 e 12,5 g/L de 

ELB, enquanto resultados superiores foram atingidos para 5,0 e 7,5 g/L de ELB 

(4,8 g/L/h) e 10,0 g/L de ELB (5,5 g/L/h). 

 A atividade enzimática específica foi determinada nos diferentes ensaios 

com extrato de levedura bruto com o intuito de avaliar a influência deste 
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componente do meio sobre a formação do complexo GFOR/GL. Valores 

próximos, entre 22 e 24 U/g, foram medidas com ELB entre 2,5 e 10,0 g/L, 

havendo uma redução para 18 U/g em meio com 12,5 g/L da fonte nutricional. 

Com relação à formação do complexo enzimático GFOR/GL, atividade específica 

de 13 U/g foi obtida no cultivo de Z. mobilis em meio contendo 5 g/L de extrato de 

levedura ou ainda com 25 g/L de milhocina (SILVEIRA et al., 2001). 

 Na Figura 3 estão representados os dados de atividade enzimática obtida 

com células/enzimas provenientes dos diferentes cultivos com ELB, ressaltando-

se que este parâmetro é determinado pelo produto da atividade específica das 

enzimas GFOR/GL pela concentração celular final.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 3. Atividade de GFOR/GL, em unidades enzimáticas por volume de 

meio (U/L), presente em células livres de Zymomonas mobilis ATCC 

29191, em função das diferentes concentrações de extrato de levedura 

bruto utilizadas no meio de cultivo (2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e 12,5 g/L).   
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 Atividades superiores de GFOR/GL, em unidades enzimáticas por volume de 

meio, aproximadas de 100 U/L, foram atingidas nos cultivos com 7,5 e 10,0 g/L de 

ELB, enquanto valores mais baixos, cerca de 80 U/L, foram obtidos com 2,5 e 5,0 

g/L de ELB, sendo estes títulos enzimáticos decorrentes, fundamentalmente, das 

concentrações celulares alcançadas em cada condição.  Com a utilização de 12,5 

g/L de ELB, além de ter sido desfavorecido o crescimento microbiano, também foi 

observado um efeito negativo sobre a atividade enzimática, sendo obtida cerca de 

70 U/L. 

 

CONCLUSÕES 

 

 Os resultados do presente trabalho confirmam que o extrato de levedura 

bruto Prodex Lac® pode ser usado como fonte alternativa ao extrato de levedura 

purificado comercial como fonte de vitaminas e nitrogênio orgânico para a 

produção de biomassa, etanol e do complexo enzimático GFOR/GL de 

Zymomonas mobilis.   

 Em 7,5 e 10,0 g/L de extrato de levedura bruto obteve-se produtividades 

em etanol de 4,8 g/L/h e 5,5 g/L/h, respectivamente, e títulos enzimáticos de 

GFOR/GL por volta de 100 U/L. Estes dados indicam a viabilidade deste 

bioprocesso em escala industrial. 
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Produção de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-δδδδ-lactonase e etanol 

por Zymomonas mobilis cultivada em regimes descontínuo e descontínuo 

alimentado  
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Produção de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-δδδδ-lactonase e etanol 

por Zymomonas mobilis cultivada em regimes descontínuo e descontínuo 

alimentado  

 

RESUMO 

 

Neste trabalho, a formação simultânea do complexo enzimático glicose-frutose 

oxidorredutase (GFOR) / glucono-δ-lactonase (GL) e de etanol por Zymomonas 

mobilis foi avaliada em regime descontínuo (RD), em meio com concentração 

inicial de glicose (S0) de 150 e 200 g/L, e em regime descontínuo alimentado 

(RDA), com concentração de substrato equivalente a S0 = 200 g/L em 

descontínuo. Em RD com S0 = 200 g/L, não foi observado qualquer 

desenvolvimento do cultivo após 12 horas de incubação devido à inibição 

provocada pela alta concentração de substrato. Em RD com S0 de 150 g/L e em 

RDA, concentrações celulares finais de cerca de 4,1 - 4,2 g/L foram obtidas. A 

aplicação de um pulso de nutrientes ao meio de produção durante o cultivo em 

RDA não resultou em aumento da concentração de biomassa, indicando que a 

limitação do crescimento não decorre da ausência de algum nutriente essencial, 

mas possivelmente da alta concentração de produto atingida (94 g/L) nesta 

condição. Rendimentos em etanol próximos a 95% foram calculados para os 

cultivos conduzidos em ambos os regimes de operação. Nas condições testadas, 

valores de atividade específica de GFOR/GL entre 25-27 unidades enzimáticas 

por grama de células secas foram alcançados. Os resultados mostram que, em 

RDA, é possível obter-se elevadas atividades de GFOR/GL e altas produtividades 
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em etanol, já que a inibição do crescimento microbiano pelo substrato é 

significativamente amenizada.   

 

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δ-

lactonase, etanol, regime descontínuo, regime descontínuo alimentado. 

 

INTRODUÇÃO 

 

Zymomonas mobilis tem sido objeto de muitos estudos, sendo considerada 

uma alternativa para a produção de etanol em larga escala, com algumas 

vantagens em relação ao uso de leveduras, comumente usadas neste processo. 

Esta bactéria utiliza como fonte de carbono glicose, frutose e sacarose, 

apresentando tolerância a altas concentrações de açúcares e etanol (VIIKARI, 1988, 

SPRENGER, 1996).  

Na fermentação alcoólica com Z. mobilis, normalmente é utilizada glicose 

como substrato. Glicose atua, também, como indutor da formação do complexo 

enzimático periplasmático composto por glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e 

glucono-δ-lactonase (GL), sendo que atividades mais altas são obtidas quando 

maiores concentrações de substrato estão presentes no meio de cultivo 

(ZACHARIOU & SCOPES, 1986).  

As enzimas GFOR e GL, presentes em células de Z. mobilis, apresentam 

grande potencial de utilização industrial, visto que catalisam a bioconversão de 

quantidades equimolares de frutose e glicose em sorbitol e ácido glucônico 

(ZACHARIOU & SCOPES, 1986), produtos que têm várias aplicações nas áreas 
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de alimentos e farmacêutica, entre outras (HUSTEDE et al., 2003, SILVEIRA & 

JONAS, 2002; JONAS & SILVEIRA, 2004). O processo de produção de sorbitol e 

ácido glucônico, utilizando GFOR/GL de Z. mobilis, inclui, em sua maioria, as 

seguintes etapas: i) cultivo de Z. mobilis em glicose para obtenção das enzimas, 

ii) concentração da biomassa celular por centrifugação ou outro método, iii) uso 

de agentes permeabilizantes da parede celular para evitar o metabolismo 

fermentativo da bactéria, iv) imobilização da biomassa em diferentes suportes 

como forma de permitir o reaproveitamento das enzimas em sucessivas 

bioconversões e v) bioconversão de substratos em produtos (CHUN & ROGERS, 

1988, REHR et al., 1992). Alternativamente, SILVEIRA et al. (1999) propuseram 

um processo com células de Z. mobilis não permeabilizadas e não imobilizadas 

em que, segundo os autores, o custo da etapa de produção de GFOR/GL poderia 

ser compensado pelo etanol produzido simultaneamente durante o cultivo.   

ERZINGER (1996) e WISBECK et al. (1997) relatam rendimentos em etanol 

superiores a 90% em trabalhos com diferentes linhagens desta bactéria. Estes 

autores descrevem, entretanto, que altas concentrações iniciais de glicose, em 

processo em batelada, levam a significativa redução da produtividade devido à 

inibição pela concentração de substrato. ERZINGER et al. (2003), em estudos 

visando à produção do complexo enzimático GFOR/GL e de etanol por Z. mobilis, 

em regimes descontínuo e descontínuo alimentado, mostraram que a condução do 

processo em regime descontínuo alimentado é uma estratégia interessante a ser 

usada quando altas concentrações de glicose são necessárias no cultivo desta 

bactéria.  
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Visto que para a obtenção de altas atividades do complexo GFOR/GL e de 

também altas concentrações de etanol é necessário o uso de concentrações de 

glicose em níveis inibidores para a atividade metabólica de Z. mobilis, o presente 

trabalho teve como objetivo estudar a condução do processo em regime 

descontínuo e descontínuo alimentado.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microrganismo 

  O microrganismo utilizado em todos os ensaios foi Zymomonas mobilis 

ATCC 29191. As culturas foram repicadas mensalmente em meio líquido, 

incubadas a 30°C e, posteriormente, estocadas a 4°C. 

 

Meios de cultivo  

 O meio de cultivo usado nos experimentos foi descrito por MALVESSI et al. 

(2006), contendo em g/L: (NH4)2SO4, 2,0; MgSO4.7H2O, 1,0; FeSO4.7H2O, 0,01; 

KH2PO4, 3,5; extrato de levedura Prodex Lac® (Prodesa S.A, Brasil) 7,5.  

Dependendo da aplicação, diferentes concentrações de glicose foram adicionadas 

ao meio: conservação, 20 g/L; inóculo, 100 g/L; cultivos em regime descontínuo 

(RD), 150 ou 200 g/L; cultivos em regime descontínuo alimentado (RDA), massa 

equivalente a 200 g/L . No preparo dos inóculos, foram adicionados ao meio 5 g/L 

de CaCO3 para o controle do pH próximo de 5,5. As esterilizações dos meios e 

das soluções de glicose foram feitas separadamente, em autoclave, a 1 atm por 

15 minutos.  
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Condições experimentais 

 Os ensaios foram realizados em biorreator de 7,0 litros, contendo 5,5 litros 

de meio de cultivo. O processo fermentativo foi conduzido a 30°C, freqüência de 

agitadores de 450 rpm e controle automático do pH em 5,5 com solução de NaOH 

5M. O inóculo foi previamente preparado em frasco anaeróbio de 500 mL, dotado 

de filtro para liberação de CO2, contendo 450 mL de volume de meio total, 

mantido sob agitação orbital de 200 rpm (Certomat U, B. Braun Biotech), a 30°C, 

por aproximadamente, 10 horas.  

 Nos cultivos em regime descontínuo alimentado, foi utilizado um volume 

inicial de 4,9L do meio de cultivo, contendo 150 g/L de glicose. Quando cerca de 

50% da concentração inicial de glicose foi consumida pela população microbiana, 

foi feita a adição de 0,6 L de solução de glicose 610 g/L (RDA1). 

Alternativamente, a solução de glicose foi suplementada com nutrientes do meio 

de cultivo, em concentração proporcional ao substrato adicionado inicialmente ao 

reator (RDA2).  

 Ao término dos cultivos, o meio fermentado foi centrifugado a 6000 rpm, 

por 20 minutos (Centrífuga Sigma 4K-15). As células concentradas foram 

permeabilizadas a partir da mistura de igual volume de suspensão celular 

concentrada e 0,2% (m/v) de brometo de cetil-trimetil amônio (CTAB), sob 

agitação, por 10 minutos (REHR et al., 1991). A permeabilização das células foi 

feita com o intuito de inativar o metabolismo fermentativo da bactéria. A biomassa 

permeabilizada foi utilizada para a determinação da atividade de GFOR/GL 

enquanto parte do sobrenadante foi utilizado para a determinação de etanol.  
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Métodos analíticos 

 A concentração celular foi determinada durante o cultivo pela medida da 

absorbância de suspensões celulares a 560nm em espectrofotômetro (Aurora 

Instruments UV-210) e ao final do processo, diretamente por gravimetria, após a 

secagem das amostras em estufa a 90ºC. 

 Para a determinação da concentração de açúcares redutores, uma alíquota 

de amostra de cultivo (aproximadamente 2 mL) foi coletada periodicamente, 

centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante utilizado na dosagem 

de açúcares redutores pelo método do ácido 3,5-di-nitro-salicílico – DNS 

(MILLER, 1959), utilizando curva padrão de glicose.  

 A atividade enzimática do complexo GFOR/GL de Z. mobilis foi 

determinada a partir da incubação de um determinado volume de suspensão de 

células permeabilizadas de Z. mobilis, correspondente à concentração de 4 g/L, 

em reator de 300 mL contendo 100 mL de solução 0,7 mol/L de frutose/glicose. O 

sistema foi mantido a 39°C, sob agitação magnética, com o pH sendo 

automaticamente controlado em 6,4 pela adição de solução de NaOH 1M, 

utilizando-se um controlador de pH (Consort, modelo R735, Bélgica) (MALVESSI 

et al., 2006). Uma unidade de GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de 

enzima capaz de formar 1 mmol de ácido glucônico por hora, nas condições do 

teste, sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g). 

 A atividade de GFOR/GL, em unidades enzimáticas por volume de meio 

(U/L), determinada ao final do processo, foi obtida pela multiplicação da atividade 

específica de GFOR/GL (U/g) pela concentração celular final (g/L).  
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 Para a determinação da concentração final de etanol, o caldo sobrenadante 

obtido ao final do cultivo foi destilado, sendo, em seguida, determinada a 

densidade e o teor de etanol (% v/v) das soluções alcoólicas, utilizando os 

equipamentos acoplados Densimat e Alcomat (Gibertini, Itália). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

 Os resultados gerais dos ensaios realizados em regime descontínuo (RD) e 

em regime descontínuo alimentado (RDA1 e RDA2) são resumidos na Tabela 1.  

  

Tabela 1: Resultados gerais dos cultivos de Zymomonas mobilis em regime 

descontínuo (RD), com concentração inicial de glicose de 150 g/L, e em regime 

descontínuo alimentado, com concentração de glicose equivalente a 200 g/L 

(RDA1, alimentação com solução 610 g/L de glicose; RDA2, alimentação com 

solução 610 g/L de glicose suplementada com nutrientes do meio de cultivo).  

 

 Regimes de operação 

     Parâmetros RD RDA1 RDA2 

     YX/S (g/g) 0,030 0,020 0,019 

     YP/S (g/g) 0,42 0,44 0,44 

     µx,m (h
-1) 0,23 0,21 0,22 

     Etanol final (g/L) 70 94 94 

     Produtividade em etanol (g/h) 30 32 31 

     GFOR/GL específica (U/g) 25 26 27 

     GFOR/GL total (U/L) 105 109 111 

 

YX/S - fator de conversão de glicose em células; YP/S - fator de conversão de glicose em etanol; µx,m 

-  máxima velocidade específica de crescimento 
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 A ausência de dados sobre o cultivo RD com S0 = 200 g/L se justifica pelo 

fato de não ter sido observada qualquer atividade microbiana, até 12 horas após a 

inoculação, evidenciando a ocorrência de forte inibição pelo substrato. O aumento 

do período de fase lag e a diminuição do rendimento em etanol com utilização de 

concentrações de glicose acima de 200 g/L foi relatado por SIVA-KESAVA et al. 

(1995) e ERZINGER et al. (2003). 

 Na Figura 1, são apresentados os perfis de variação das concentrações de 

células e glicose com o tempo para o ensaio em RD. No cultivo em RD com S0 = 

150 g/L, concentração de substrato que causa efeito inibidor moderado sobre o 

crescimento de Z. mobilis (ERZINGER, 1996), o tempo de processo foi de cerca 

de 12 horas (Figura 1).  
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Figura 1. Biomassa celular (●) e glicose (m) em função do tempo de cultivo 

de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontínuo, S0= 150 g/L 

glicose, a 30oC, pH 5,5. 
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GFOR, de acordo com ZACHARIOU & SCOPES (1986) e, por outro lado, a 

sensibilidade osmótica de Z. mobilis, que prejudica a velocidade do processo, a 

condução do processo em regime descontínuo alimentado foi avaliada. No Ensaio 

RDA1, a alimentação de glicose foi feita entre 7 e 7,5 horas de processo, 

enquanto no Ensaio RDA2, a alimentação de glicose e nutrientes foi feita após 8,5 

horas de cultivo. Nestes ensaios, o processo foi concluído entre 15 e 16 horas.  

Na Figura 2 são mostrados os perfis cinéticos para as mesmas variáveis 

nos ensaios em regime descontínuo alimentado (RDA1 e RDA2).  

 

Nos ensaios em regime descontínuo alimentado, a concentração celular 

final foi semelhante à alcançada em regime descontínuo, cerca de 4,2 g/L 

(Figuras 1 e 2). Como em RDA2 foi feita a adição de nutrientes ao meio de 

produção durante o cultivo, com o fim de observar alguma eventual limitação 

nutricional, estes resultados se explicam pela inibição pelo etanol que, em RDA1 

Figura 2. Biomassa celular (●) e glicose (m) em função do tempo, em cultivos de 

Zymomonas mobilis ATCC 29191 em regime descontínuo alimentado, a 30oC, pH 5,5. 

[A] RDA; [B] RDA2. 
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e RDA2 atingiu concentrações superiores (94 g/L) em relação à alcançada em RD 

(70 g/L) (Tabela 1).  

Com relação ao fator de conversão de substrato em células (YX/S), tendo 

em vista as concentrações celulares finais e a massa de glicose envolvida, o valor 

mais alto foi obtido em regime descontínuo e valores inferiores foram encontrados 

para os ensaios em descontínuo alimentado (Tabela 1), 

Como as máximas velocidades específicas de crescimento (µX,m), são 

estimadas nas fases exponenciais de cultivo, antes do início da alimentação, não 

foram observadas, como esperado, diferenças entre os cultivos em RD e RDA 

para este parâmetro (Tabela 1), já que nos três ensaios a concentração inicial de 

glicose foi a mesma (150 g/L).  

 Os dados obtidos para a conversão de glicose em etanol (YP/S) e para o 

rendimento em etanol, calculado em relação ao fator estequiométrico teórico 

(0,511 g etanol / g glicose), foram muito próximos nas três fermentações, cerca de 

95%, o que se explica pelo fato de Z. mobilis ser uma bactéria anaeróbia que tem 

na formação de etanol sua única via de produção de energia (Tabela 1). Levando-

se em conta a concentração final de etanol e o tempo de processo em cada um 

dos ensaios, obtiveram-se produtividades em etanol semelhantes em RD e em 

RDA (Tabela 1), demonstrando que as condições operacionais escolhidas 

permitiram que fossem atingidas altas concentrações do produto em RDA, 

evitando-se, ao mesmo tempo, o efeito inibidor provocado por uma concentração 

excessiva de glicose.    

A atividade específica do complexo GFOR/GL, medida em células livres de 

Z. mobilis, foi semelhante nos três ensaios (Tabela 1), possivelmente em função 
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da mesma concentração inicial de substrato utilizada, pois, como descrito por 

ZACHARIOU & SCOPES (1986), a indução de GFOR é dependente da 

concentração de glicose à qual Z. mobilis é submetida. Com isso, tendo em vista 

as concentrações celulares muito próximas obtidas em RD e RDA, as atividades 

totais em GFOR/GL também foram muito próximas.  

 

CONCLUSÕES 

 

 Os resultados deste trabalho confirmam que a inibição do crescimento de 

Zymomonas mobilis ATCC 29191 por glicose pode ser evitada com a condução 

do processo em regime descontínuo alimentado, permitindo, assim, a obtenção 

de elevados rendimentos em etanol - próximos a 95% - e atividades do complexo 

enzimático GFOR/GL de Z. mobilis superiores a 25 U/g. 

 Como decorrência dos resultados deste trabalho, pode ser proposto um 

estudo sobre o processo de bioconversão de glicose e frutose em ácido glucônico 

e sorbitol, respectivamente, utilizando células de Z. mobilis, previamente 

cultivadas, e contendo títulos significativos de GFOR/GL, em que a etapa de 

produção destas enzimas seja viabilizada economicamente pelo etanol 

simultaneamente produzido.       
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Produção biotecnológica de sorbitol e ácidos orgânicos por Zymomonas 

mobilis 

 

RESUMO 

 

Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL), enzimas 

periplasmáticas de Zymomonas mobilis, além de catalisarem a bioconversão de 

glicose e frutose em ácido glucônico e sorbitol, respectivamente, podem ser 

utilizadas na produção de outros ácidos orgânicos pela oxidação de diferentes 

aldoses. Neste trabalho, o uso de glicose foi comparado com o de aldoses 

alternativas – maltose, galactose e lactose – em combinação com frutose. 

Afinidades decrescentes do complexo enzimático foram observadas com misturas 

de frutose com glicose, maltose, galactose e lactose. A ação enzimática foi 

avaliada, particularmente, para os pares glicose/frutose e lactose/frutose, com 

relação à concentração de substratos (0,1-1,5mol/L), pH (5,2-7,2) e temperatura 

(37-54°C). Atividades superiores foram alcançadas a 45°C e pH 6,4, com 

substratos na faixa 0,7-1,0 mol/L, para ambos pares de substratos. Porém, maior 

estabilidade do complexo enzimático foi verificada a 39°C. Rendimentos de 

bioconversão de 95 e 85 % foram obtidos para os ácidos glucônico e lactobiônico, 

respectivamente. A máxima velocidade específica de formação de produto, 

medida nas primeiras horas de processo, foi de 17 mmol/g/h para o ácido 

glucônico e de 3,9 mmol/g/h para o ácido lactobiônico, enquanto as 

produtividades específicas foram determinadas em 1,07 e 0,95 mmol/g/h, 

respectivamente para os dois produtos, resultados coerentes com a menor 
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afinidade entre GFOR/GL e lactose. Os resultados indicam que o ácido 

lactobiônico, produto de alto valor agregado, pode vir a ser produzido por este 

processo.   

 

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase, glucono-δ-

lactonase, carboidratos, bioconversão, ácidos orgânicos. 

 

INTRODUÇÃO 

 

  Zymomonas mobilis tem sido estudada nos últimos anos em função da 

descrição do processo biotecnológico de obtenção de ácido glucônico e sorbitol, a 

partir de glicose e frutose, respectivamente, pela ação do complexo enzimático 

glicose-frutose oxidorredutase (GFOR; EC 1.1.1.99) e glucono-δ-lactonase (GL; 

EC 3.1.1.17), enzimas presentes no periplasma da bactéria anaeróbia Gram-

negativa Z. mobilis (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).  

 A partir deste sistema enzimático, observou-se um grande interesse na 

obtenção de sorbitol por este processo (CHUN & ROGERS, 1988; REHR et al., 

1991) substância que tem muitas aplicações principalmente nas indústrias 

farmacêutica e de alimentos (VOGEL, 2003; JONAS & SILVEIRA, 2004). 

Entretanto, tendo em vista que, neste processo, a formação de sorbitol e de ácido 

glucônico se dá em base equimolar, a transferência desta tecnologia para o setor 

produtivo é dificultada pela incompatibilidade da demanda comercial do sorbitol e 

do ácido glucônico, significantemente menor para o segundo produto.  



 

 

86 

 Além de glicose, foi mostrado por SATORY et al. (1997) que as enzimas 

purificadas GFOR e GL de Z. mobilis têm a capacidade de converter outros 

carboidratos, associados à frutose, em seus respectivos ácidos orgânicos. Entre 

estes produtos, inclui-se o ácido lactobiônico, resultado da oxidação da lactose, 

que apresenta grande importância na área médica, como componente da solução 

U.W. (University of Wisconsin) para conservação de órgãos a serem 

transplantados (SUMIMOTO & KAMADA, 1990, SOUTHARD & BELZER, 1995) e 

na formulação de cosméticos específicos para o tratamento da pele (GRIMES et 

al., 2004, YU & VAN SCOTT, 2004). A partir da obtenção de outros ácidos 

orgânicos e seus sais, além do ácido glucônico, seria possível compor um 

conjunto de produtos que proporcionariam um balanço de produção compatível 

com a demanda comercial do sorbitol.  

 Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a ação 

enzimática do complexo GFOR/GL na presença de frutose e diferentes aldoses 

alternativas à glicose (maltose, galactose e lactose) com respeito aos efeitos do 

pH, da temperatura e da concentração de substratos.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Microrganismo e condições de cultivo 

 O microrganismo utilizado em todos os ensaios foi Zymomonas mobilis 

ATCC 29191, cultivada em meio líquido, descrito por MALVESSI et al. (2006), 

contendo 150 g/L de glicose como fonte de carbono e 7,5 g/L de extrato de 

levedura (Prodex Lac® (Prodesa S.A, SP, Brasil), a 30°C. A produção de 

biomassa de Z. mobilis foi realizada em regime descontínuo, em biorreator de 7,0 
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litros contendo 5,5 litros de meio de cultivo, a 30°C, 450 rpm e pH controlado em 

5,5 com NaOH 5M. 

 

Preparação das células permeabilizadas  

 As células de Z. mobilis previamente cultivadas em glicose foram 

permeabilizadas com o intuito de evitar o metabolismo fermentativo. Igual volume 

de solução 0,2% (m/v) de brometo de cetil-trimetilamônio (CTAB) foi adicionado à 

suspensão celular concentrada (REHR et al., 1991).  Após 10 minutos sob 

agitação magnética a 4°C, as células foram separadas por centrifugação e 

ressuspensas em água destilada. Esta suspensão de células permeabilizadas 

contendo as enzimas GFOR/GL foi, então, utilizada nos diferentes testes 

discutidos neste trabalho.  

 

Caracterização do complexo enzimático GFOR/GL em células de Zymomonas 

mobilis na presença de frutose e diferentes aldoses 

 Para a avaliação da ação enzimática conjunta de GFOR/GL em células 

permeabilizadas de Z. mobilis, foram testados diferentes valores de pH (5,2 a 

7,2), temperatura (37 a 54°C) e, adicionalmente, a termoestabilidade do complexo 

enzimático GFOR/GL, previamente exposto às temperaturas de 39, 43 e 45°C por 

até 12 horas de reação.  

 Para a determinação dos parâmetros cinéticos de Michaelis-Menten, KM e 

Vmax, a atividade enzimática de GFOR/GL em células de Z. mobilis foi 

determinada utilizando soluções com diferentes concentrações equimolares de 
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frutose/aldose, a 39oC e pH 6,4, condições descritas na literatura como ideais 

para a ação catalítica de GFOR purificada (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).  

 

Bioconversão de frutose/aldoses em sorbitol e diferentes ácidos orgânicos 

 Com o objetivo de avaliar a produção de sorbitol e diferentes ácidos 

orgânicos pelo complexo GFOR/GL em células de Z. mobilis, foram realizados 

ensaios de bioconversão com os pares frutose/aldose (glicose, maltose, galactose 

e lactose). Os ensaios foram realizados a 39°C, em reator de mistura completa 

contendo 240 mL de solução 0,7 mol/L de frutose/aldose e 25 g/L de células 

permeabilizadas, sendo o sistema mantido sob agitação magnética. O pH foi 

controlado em 6,4 pela adição automática de solução de NaOH 10M para os 

testes com glicose e 7M para as demais aldoses. 

 

Métodos analíticos  

 A determinação da concentração celular durante o cultivo foi estimada pela 

medida da absorbância de suspensões celulares, a 560nm, em espectrofotômetro 

(Aurora Instruments UV-210) e ao final do processo, após consumo total de 

glicose, diretamente por gravimetria. 

 Uma alíquota de amostra de cultivo (aproximadamente 2 mL) foi coletada 

periodicamente, centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante 

utilizado para a dosagem de açúcares redutores pelo método do ácido 3,5-di-

nitro-salicílico – DNS (MILLER, 1959), utilizando curva padrão de glicose.  

 A atividade enzimática de GFOR/GL foi determinada em soluções 

equimolares de frutose/aldose (0,7 mol/L), 4,0 g/L de células permeabilizadas, em 
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um reator contendo 100 mL de meio reacional. O sistema foi mantido sob 

agitação magnética, a 39°C e pH controlado em 6,4 pela adição automática de 

NaOH 1M (MALVESSI et al., 2006). Uma unidade de GFOR/GL foi definida como 

a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol de ácido orgânico por hora, 

sendo a atividade expressa em unidades por grama de células secas (U/g).  

 As concentrações dos ácidos orgânicos foram calculadas de acordo com o 

volume e a concentração de base utilizada durante a reação.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Atividade conjunta de glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δ-lactonase, 

utilizando diferentes aldoses em substituição a glicose  

 Inicialmente, realizaram-se testes com frutose e as diferentes aldoses 

(glicose, maltose, galactose e lactose), com o intuito de avaliar a atividade 

catalítica do complexo GFOR/GL frente aos diferentes substratos (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Atividade enzimática de GFOR/GL presente em células 

permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191, em solução 

equimolar de frutose e diferentes aldoses (0,7 mol/L), a 39°C e pH 6,4. 

(Glc, glicose; Mal, maltose; Gal, galactose; Lac, lactose). 
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 Como observado na Figura 1, atividade superior foi obtida em mistura de 

frutose/glicose (25 U/g), comprovando a alta afinidade entre GFOR e este 

substrato, como descrito em ZACHARIOU & SCOPES (1986), seguida de maltose 

(18 U/g), galactose (8,5 U/g) e lactose (5,0 U/g).  

 

Atividade de glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δ-lactonase em células de 

Zymomonas mobilis sob diferentes valores de pH, temperatura e concentração 

de substratos  

 Nesta etapa, procurou-se determinar valores de pH (entre 5,2 a 7,2) e 

temperatura (entre 37 a 54°C), que proporcionassem a obtenção de maior 

atividade enzimática de GFOR/GL, em soluções contendo 0,7 mol/L de 

frutose/maltose, frutose/galactose ou frutose/lactose, sendo avaliados 

comparativamente à mistura de frutose/glicose.  

 A variação da atividade enzimática em função do pH e da temperatura, 

utilizando os diferentes substratos, é mostrada na Figura 2. Como pode ser 

observado na Figura 2A, para qualquer dos substratos avaliados, o valor de pH 

ideal para a atividade catalítica da enzima situou-se em torno de 6,4, tal como 

relatado por ZACHARIOU & SCOPES (1986) para GFOR purificada, tendo 

glicose/frutose como substratos. Atividades mais altas foram obtidas com o par 

glicose/frutose (26 U/g), comprovando a alta afinidade da enzima pelo substrato, 

seguindo-se misturas de frutose com maltose, galactose e lactose. 

 

 

 



 

 

91 

 

 Com relação à temperatura, atividades enzimáticas superiores foram 

obtidas com glicose e maltose, a 45°C, atingindo 36 e 21 U/g, respectivamente 

(Figura 2B). Este valor é diferente do obtido por outros autores (ZACHARIOU & 

SCOPES, 1986; REHR et al., 1991) que descrevem a temperatura de 39°C como 

ideal para a ação catalítica de GFOR/GL. Para a mistura frutose/galactose, foi 

observado um patamar nos valores de atividade entre 39-43°C, cerca de 8,0 U/g. 

Para lactose, a atividade manteve-se constante entre 43 e 47°C, em 

aproximadamente 7,5 U/g.  

 Para que se defina a temperatura ideal da ação catalítica do complexo 

GFOR/GL, a avaliação da resposta da atividade na forma descrita não é 

suficiente, sendo necessário, também, considerar a estabilidade enzimática frente 

à temperatura. Foram, então, realizadas avaliações periódicas da atividade do 

complexo GFOR/GL para os pares de substratos glicose/frutose e lactose/frutose. 

Figura 2. Atividade enzimática de GFOR/GL presente em células permeabilizadas de 

Zymomonas mobilis ATCC 29191, com o pH [A], a 39°C, e com a temperatura [B], em pH 

6,4, utilizando soluções equimolares (0,7 mol/L) de frutose/aldoses. (♦) glicose; (□) 

maltose; (○) galactose; (▲) lactose. 
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Os testes enzimáticos foram realizados com a exposição da suspensão celular 

contendo as enzimas às temperaturas de 43 e 45oC, faixa que proporcionou a 

obtenção de títulos enzimáticos superiores (Figura 2B), e ainda a 39oC, como 

condição padrão. A análise de estabilidade térmica foi realizada por até 12 horas, 

apesar de o tempo de processo de bioprodução de ácido lactobiônico, 

particularmente, ser necessariamente mais longo, como será discutido 

posteriormente. Os resultados dos testes enzimáticos de estabilidade do 

complexo GFOR/GL frente à temperatura para as misturas glicose/frutose e 

lactose/frutose são mostrados na Figura 3. 

  

 Particularmente para a mistura glicose/frutose, pequena variação na 

atividade do complexo GFOR/GL foi observada em função das temperaturas 

testadas (Figura 3A). Com lactose, a queda gradual na atividade com o tempo de 

exposição foi observada a 45oC, entretanto, mostrando atividade residual de 85 % 
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Figura 3. Atividade enzimática de GFOR/GL, presente em células permeabilizadas de 

Zymomonas mobilis ATCC29191, medida para glicose/frutose [A] e lactose/frutose [B], 

em função do tempo de exposição às temperaturas de 39, 43 e 45°C.  
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em 12 horas (Figura 3B). Nas condições testadas, a temperatura de 39°C seria a 

mais recomendável, pois proporcionou maior estabilidade durante o período de 

exposição das enzimas, sendo também relatada como ideal para a ação catalítica 

do complexo GFOR/GL de Z. mobilis (ZACHARIOU & SCOPES, 1986; REHR et 

al., 1991). Utilizando as misturas maltose/frutose e galactose/frutose, pequena 

variação da atividade enzimática do complexo GFOR/GL foi observada durante o 

período de avaliação (dados não apresentados). 

 Com os valores de pH e de temperatura estabelecidos, foi avaliado o efeito 

da concentração dos diferentes pares de aldoses/frutose (de 0,05 a 1,5 mol/L) 

sobre a ação catalítica do complexo GFOR/GL (Figura 4).  
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substrato, seguida de maltose, lactose e galactose. A partir dos dados de 

Figura 4. Atividade enzimática de GFOR/GL, presente em células 

permeabilizadas de Zymomonas mobilis ATCC 29191 em função da 

concentração de substratos, a 39°C e pH 6,4. (♦) glicose/frutose; (□) 

maltose/frutose; (○) galactose/frutose; (▲) lactose/frutose 
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atividade enzimática obtidos nas reações com concentrações equimolares de 

glicose/frutose, maltose/frutose e galactose/frutose, os parâmetros cinéticos 

aparentes KM e Vmax da equação de Michaelis-Menten da cinética enzimática 

foram estimados graficamente pelo método de Lineweaver-Burk.  

 Na Tabela 1 são demonstrados os parâmetros cinéticos aparentes obtidos 

para GFOR/GL de Zymomonas mobilis com diferentes pares de substratos. Os 

resultados confirmam que a glicose é o substrato preferencial para GFOR/GL 

tendo em vista o mais baixo valor de KM. Embora valor semelhante de KM tenha 

sido estimado também para a galactose, o valor de Vmax, cerca de sete vezes 

inferior ao obtido com glicose, confirma a maior afinidade enzimática por este 

carboidrato. 

 

Tabela 1. Valores de parâmetros cinéticos aparentes KM e Vmax obtidos para o 

complexo enzimático glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δ-lactonase 

(GFOR/GL) de Zymomonas mobilis com diferentes pares de substratos. 

 

Substratos KM (mol/L) Vmax (U/g) 

Glicose/frutose 0,68 52 

Maltose/frutose 2,0 47 

Galactose/frutose 0,6 7,6 

 

 

 Cabe salientar que os resultados obtidos no teste enzimático para a 

mistura de substratos lactose/frutose não se ajustaram ao modelo, não sendo 
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possível, portanto, nas condições avaliadas, a estimativa dos parâmetros 

cinéticos KM e Vmax.  

 

Ensaios de bioconversão com células permeabilizadas de Zymomonas mobilis  

 Estes ensaios tiveram como objetivo a avaliação do comportamento do 

processo de bioconversão com células permeabilizadas de Z. mobilis em 

soluções com concentrações equimolares (0,7 mol/L) de glicose/frutose em 

comparação com as misturas de frutose com maltose, galactose ou lactose, a 

39°C e pH 6,4 (Figura 5).  

  

 Como mostrado na Figura 5A, com o par frutose/glicose foi atingida a mais 

alta concentração final do respectivo ácido orgânico (640 mmol/L), com menor 

conversão dos demais substratos em ácido maltobiônico (570 mmol/L), 

Figura 5. Formação de ácidos orgânicos [A] e produtividade específica [B] em função do 

tempo, em ensaios de bioconversão com células permeabilizadas de Zymomonas 

mobilis ATCC 29191, em solução 0,7 mol/L de frutose/aldoses (glicose, maltose, 

galactose e lactose), a 39°C e pH 6,4. (♦) ácido glucônico; (□) ácido maltobiônico; (○) 

ácido galactônico; (▲) ácido lactobiônico. 
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galactônico (510 mmol/L) e lactobiônico (510 mmol/L). Na Figura 5B observa-se 

que valores decrescentes de produtividade específica foram obtidos à medida que 

aldoses com menores afinidades a GFOR foram utilizadas. Como em geral 

acontece em reações enzimáticas, a velocidade de conversão é 

significativamente reduzida quando concentrações muito baixas dos substratos 

encontram-se presentes no meio. Neste sistema enzimático, em razão da baixa 

afinidade pelos substratos e do alto valor da constante de Michaelis-Menten (KM) - 

por exemplo, usando a mistura lactose/frutose - tem-se que as velocidades 

máximas práticas são atingidas com concentrações de frutose e lactose da ordem 

de 0,7 mol/L de cada açúcar. Com isso, ao longo do processo de produção, à 

medida que as concentrações de substratos decrescem, a velocidade global e, 

em decorrência, a produtividade, é fortemente afetada.  

 A concentração molar máxima, a velocidade específica de formação dos 

produtos, a produtividade específica e a conversão obtida nos diferentes ensaios 

são resumidos na Tabela 2. Entre as aldoses testadas, resultados superiores de 

concentração de produto, máxima velocidade específica de formação de ácido 

glucônico, produtividade específica e consequentemente, maior conversão, foram 

atingidos na bioconversão de glicose/frutose, comprovando a maior afinidade do 

complexo enzimático por glicose.  

 Resultados relevantes também foram alcançados nos ensaios de 

bioprodução de ácido maltobiônico e ácido galactônico, a partir de maltose e 

galactose, respectivamente (Tabela 2).  
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Tabela 2. Resultados gerais da bioconversão com frutose/aldoses (glicose, 

maltose, galactose e lactose) visando a obtenção dos respectivos ácidos 

orgânicos, pela ação do complexo enzimático glicose-frutose oxidorredutase / 

glucono-δ-lactonase (GFOR/GL) de Zymomonas mobilis, a 39°C e pH 6,4. 

 

Ácido  
orgânico 

 

 Concentração  
máxima 
 (mmol/L) 

Máxima 
velocidade 
específica 
(mmol/g/h) 

Produtividade 
específica 
(mmol/g/h) 

Conversão 
(%) 

Glucônico 640 17,4 1,07 95 

Maltobiônico 570 7,0 0,95 88 

Galactônico 510 5,1 0,85 87 

Lactobiônico 510 3,9 0,85 85 

 

 

 Para a bioprodução de ácido lactobiônico, os resultados obtidos foram 

inferiores em quaisquer dos parâmetros considerados (Tabela 2). Entretanto, o 

ácido lactobiônico, produto de oxidação da lactose pelo complexo enzimático 

GFOR/GL de Z. mobilis, apresenta elevado valor agregado e importantes 

aplicações industriais. Neste trabalho, a conversão de 85 % em ácido 

lactobiônico, em cerca de 24 horas de processo é considerável em se tratando de 

um processo biotecnológico e comparável ao relatado por SATORY et al. (1997) 

para o processo com GFOR livre, no qual foi atingido cerca de 90 % de conversão 

em 60 horas de reação.  
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CONCLUSÕES 

 

 Foram observadas afinidades decrescentes entre o complexo enzimático 

GFOR/GL e misturas de frutose com glicose, maltose, galactose e lactose, 

influenciando nos resultados gerais do processo.  

 Entre os produtos formados, o ácido glucônico, com aplicações voltadas à 

indústria de alimentos e farmacêutica, foi o que apresentou melhores conversão e 

produtividade específica no processo (cerca de 95 % e 1,07 mmol de ácido 

glucônico por grama de células por hora). Para os ácidos maltobiônico e 

galactônico, apesar dos relevantes resultados alcançados nos ensaios de 

produção, não foram, até o momento, relatadas na literatura aplicações industriais 

específicas. No caso particular do ácido lactobiônico, apesar da baixa afinidade 

do complexo enzimático por lactose, rendimento de bioconversão de 85 % foi 

obtido, o que torna evidente o interesse no aprofundamento de estudos sobre a 

sua obtenção por via biotecnológica a partir de lactose por este sistema 

enzimático, considerando, ainda, o alto valor agregado do produto e a 

aplicabilidade na área médica e de cosméticos.    
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5.4 RESULTADOS IV 

 

 

Bioconversão de frutose e lactose em sorbitol e ácido lactobiônico por 

células permeabilizadas de Zymomonas mobilis  
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Bioconversão de frutose e lactose em sorbitol e ácido lactobiônico por 

células permeabilizadas de Zymomonas mobilis  

 

RESUMO 

 

Ácido lactobiônico e sorbitol podem ser obtidos por via biotecnológica a partir de 

lactose e frutose, respectivamente, pela ação do complexo enzimático glicose-

frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL) de Zymomonas 

mobilis. Parâmetros do bioprocesso como temperatura, concentração de células e 

concentração de substratos foram avaliados visando a produção de ácido 

lactobiônico com células livres de Z. mobilis em biorreator de mistura completa. A 

variação da concentração inicial de substratos (S0), da concentração de células 

permeabilizadas livres de Z. mobilis (X) e da temperatura (T) mostraram um 

ganho pouco significativo na formação de ácido lactobiônico quando comparado 

ao bioprocesso conduzido sob condições operacionais padrão: X = 25 g/L, S0 = 

0,7M e T = 39oC. Apesar da baixa afinidade de GFOR/GL pelo substrato lactose, 

este estudo revela a viabilidade da produção biotecnológica de ácido lactobiônico 

e sorbitol, uma vez que, neste processo, conversões de cerca de 85 % são 

obtidas.  

 

 Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase/ glucono-δ-

lactonase, bioconversão, ácido lactobiônico.  
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INTRODUÇÃO 

 

 Glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL), endo-

enzimas presentes no periplasma da bactéria anaeróbia Gram-negativa 

Zymomonas mobilis, catalisam a bioconversão de frutose e glicose em 

quantidades equimolares de sorbitol e ácido glucônico (ZACHARIOU & SCOPES 

1986). Tendo em vista que a demanda comercial de sorbitol é substancialmente 

superior à do ácido glucônico e considerando que, no processo biotecnológico, a 

formação dos produtos se dá em base equimolar, esta desproporção dificulta a 

economia do processo e, conseqüentemente, a transferência da tecnologia para o 

setor produtivo.  

 ZACHARIOU & SCOPES (1986) e SATORY et al. (1997) mostraram que 

GFOR tem a capacidade de catalisar a conversão de outras aldoses em seus 

respectivos ácidos orgânicos, sendo destacado por SATORY et al. (1997) a 

obtenção de ácido lactobiônico como resultado da oxidação da lactose. 

Posteriormente, MALVESSI et al. (2002) descreveram as bases do processo de 

obtenção biotecnológica de sorbitol e ácido lactobiônico com células 

permeabilizadas livres de Z. mobilis.  

 Sorbitol apresenta aplicações voltadas para a indústria de alimentos e 

farmacêutica (SILVEIRA & JONAS, 2002; VOGEL, 2003; JONAS & SILVEIRA, 

2004). Ácido lactobiônico, por suas propriedades quelantes, é usado na 

formulação de solução de conservação de órgãos a serem transplantados 

(solução U.W. - solução de Wisconsin) (SUMIMOTO & KAMADA 1990; 

SUMIMOTO et al., 1990, SOUTHARD & BELZER, 1995) e, mais recentemente, 
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passou também a ser muito utilizado na formulação de cosméticos por possuir 

alto poder hidratante, cicatrizante e anti-radicais livres (GRIMES et al. 2004; YU & 

VAN SCOTT, 2004).  

 Neste contexto, a bioprodução de ácido lactobiônico pelo complexo 

enzimático GFOR/GL presente em células livres de Z. mobilis foi avaliada com 

relação aos efeitos da concentração de substratos, de células/enzimas e da 

temperatura, em reator de mistura completa. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microrganismo 

 Zymomonas mobilis ATCC 29191 foi utilizada em todos os ensaios. As 

culturas foram repicadas mensalmente em meio líquido (MALVESSI et al., 2006), 

incubadas a 30°C e, posteriormente, estocadas a 4°C. 

 

Meios de cultivo 

 O meio de cultivo usado para o preparo do inóculo, produção de biomassa 

e enzimas apresentava a seguinte composição (g/L): (NH4)2SO4, 2,0; 

MgSO4.7H2O, 1,0; FeSO4.7H2O, 0,01; KH2PO4, 3,5; extrato de levedura bruto 

Prodex Lac (Prodesa S.A., Brasil), 7,5, glicose, 20 (ativação) 100 (inóculo) 150 

(biomassa) (MALVESSI et al., 2006).  

 Os meios de cultivo e a solução concentrada de glicose (500 g/L), 

preparada separadamente, foram esterilizados em autoclave (1atm, 121oC e 15 

minutos). 
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Condições experimentais 

 O inóculo foi preparado em frasco anaeróbio de 500 mL contendo 450 mL 

de meio de cultivo, mantido sob agitação orbital de 200 rpm (Certomat U, B. 

Braun Biotech, RFA), a 30°C, por aproximadamente 10 horas.  

 A produção de biomassa de Z. mobilis contendo GFOR/GL foi realizada em 

regime descontínuo, em reator de 7,0 litros com volume operacional de 5,5 litros, 

a 30°C, freqüência do agitador de 450 rpm e controle automático de pH em 5,5. 

Ao final do cultivo,  as células foram concentradas e posteriormente 

permeabilizadas a partir da mistura de igual volume de 0,2 % (m/v) de brometo de 

cetil-trimetil amônio (CTAB) e da suspensão celular concentrada (REHR et al., 

1991). Após 10 minutos sob agitação magnética a 4°C, as células foram 

separadas por centrifugação e ressuspensas em água destilada.  

 

Bioprodução de ácido lactobiônico com células livres de Zymomonas mobilis  

 As condições operacionais básicas usadas no processo de bioconversão 

foram: temperatura, 39°C, volume reacional, 240 mL, concentração de células 

permeabilizadas, 25 g/L e concentração de substratos (frutose e lactose), 

0,7mol/L. As soluções de frutose e lactose foram preparadas em água fervente 

em razão da relativamente baixa solubilidade de lactose em água nas 

temperaturas testadas. O sistema foi mantido sob agitação magnética e o pH foi 

controlado em 6,4 pela adição automática de solução de NaOH 7M, acoplado a 

um controlador automático de pH (Consort modelo R735, Bélgica).  

 Além da concentração padrão de substratos – 0,7 mol/L – a bioprodução 

de ácido lactobiônico foi estudada em concentrações de frutose / lactose de 1,0 e 
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1,2 mol/L. Adicionalmente, os efeitos da variação da concentração de células 

permeabilizadas de Z. mobilis (de 12,5 a 37,5 g/L) e da temperatura reacional (de 

33 a 45°C) sobre a bioprodução de ácido lactobiônico foram estudados. 

 

Métodos analíticos 

 A concentração celular foi determinada durante o cultivo pela medida da 

absorbância de suspensões celulares a 560nm em espectrofotômetro (Aurora 

Instruments UV-210) e ao final do processo, diretamente por gravimetria, após 

secagem das amostras em estufa a 90ºC. 

 A atividade enzimática foi determinada pela incubação de 4 g/L de células 

em solução 0,7 mol/L de lactose/frutose (100 mL), em reator de 300 mL, em pH 

6,4 e 39°C. O sistema foi mantido em banho termostatizado, sob agitação 

magnética, com pH automaticamente controlado pela adição de solução de NaOH 

1M acoplado a um controlador automático de pH (Consort modelo R735, Bélgica) 

(MALVESSI et al., 2006). 

 A velocidade de formação de ácido lactobiônico foi estimada em função do 

volume de álcali utilizado no controle do pH com o tempo. Uma unidade de 

GFOR/GL (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol 

de ácido lactobiônico por hora, nas condições dos testes, sendo a atividade 

expressa em unidades por grama de células secas (U/g) (MALVESSI et al., 2006). 

 A concentração de ácido lactobiônico foi determinada de acordo com o 

volume e concentração de base utilizada durante a reação. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Efeito da concentração de substratos sobre a bioprodução de ácido lactobiônico 

  O efeito da concentração de substratos sobre a bioprodução de ácido 

lactobiônico foi avaliada em soluções equimolares de frutose/lactose de 0,7, 1,0 e 

1,2 mol/L, a 39°C e pH 6,4. É importante ressaltar que a solubilidade de lactose a 

40°C é de cerca de 0,6 mol/L (MACHADO et al., 2000). Em soluções preparadas 

em água fervente, como no presente trabalho, a solubilidade se aproxima de 1,1 

mol/L (BUDAVARI et al., 1996). Desta forma, considerando, ainda, a presença de 

frutose no meio reacional, nestes ensaios incluíram-se testes enzimáticos com 

soluções saturadas de lactose.  

 Em estudos anteriores (capítulo III), foi avaliada a atividade enzimática do 

complexo GFOR/GL em relação a mistura de frutose e diferentes aldoses. Nestes 

estudos, particularmente para lactose/frutose, atividades superiores foram 

alcançadas com concentração de substratos entre 1,0 e 1,2 mol/L. Entretanto, 

estes testes são realizados por um período reacional curto, sendo necessária uma 

avaliação mais completa da ação enzimática frente a concentrações elevadas.  

 Os resultados gerais dos ensaios com as três concentrações de substratos 

são mostrados na Tabela 1, sendo os perfis cinéticos ilustrados na Figura 1. A 

máxima velocidade específica de formação de ácido lactobiônico (vm), em mmol 

do produto por grama de células por hora (mmol/g/h), foi determinada pela divisão 

da velocidade de formação do ácido orgânico (mmol/L/h), medida graficamente 

nas duas primeiras horas de processo, pela concentração celular (g/L).  
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Tabela 1. Resultados gerais dos ensaios de bioconversão visando a produção de 

ácido lactobiônico, utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis 

ATCC 29191 e diferentes concentrações de substratos, a 39oC, pH 6,4após 24 

horas de processo. 

 

Concentração 
de 

substratos 

Ácido 
lactobiônico 
(mmol/L) 

Conversão  
(%) 

Máxima 
velocidade 
específica 
(mmol/g/h) 

Produtividade 
específica 
(mmol/g/h) 

0,7 mol/L 546 86 4,4 1,0 

1,0 mol/L  694 80 4,5 1,3 

1,2 mol/L 754 72 3,5 1,4 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Concentração de ácido lactobiônico em função do tempo, em 

ensaios de bioconversão utilizando células permeabilizadas de Zymomonas 

mobilis ATCC 29191, em soluções de concentração equimolar de 

lactose/frutose, a 39°C e pH 6,4. 0,7 mol/L (▲);1,0 mol/L (■);1,2 mol/L (•). 
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 Como pode ser observado na Tabela 1, valores crescentes em relação à 

concentração e produtividade específica de ácido lactobiônico, como esperado, 

foram alcançados com o aumento da concentração de substratos, em 24 horas de 

processo. As máximas velocidades específicas de formação de ácido 

lactobiônico, calculadas nas duas primeiras horas de cada bioprocesso, foram 

semelhantes para 0,7 mol/L e 1,0 mol/L. Para 1,2 mol/L, a velocidade da reação 

foi afetada negativamente, provavelmente, pela alta concentração de substrato no 

meio, sendo, estimada em 3,5 mmol/g/h. Esta queda também foi observada com 

relação a conversão obtida em ácido lactobiônico. Nos resultados atingidos para 

as concentrações finais de produto, é importante frisar que estes valores foram 

afetados pela diluição provocada pelo volume de base adicionada para o controle 

de pH.    

O uso de mais altas concentrações iniciais de substratos, desde que não 

provoquem inibição da reação, favorece, a princípio, o processo, visto que a 

constante cinética KM de Michaelis-Menten para GFOR é elevada. Conforme 

trabalho anterior (capítulo III), o valor de KM para o par frutose/glicose, substratos 

preferenciais para esta enzima, foi calculado em 0,68  mol/L. Por outro lado, esta 

mesma baixa afinidade enzima / substrato faz com que nas horas finais do 

processo, com menores concentrações de substrato, ocorra uma forte redução da 

velocidade de reação (Figura 1). Contribui, também, para esta menor velocidade, 

a perda de atividade decorrente da própria ação enzimática, conforme 

previamente descrito por diferentes autores (GOLLHOFER et al., 1995; 

NIDETZKY et al., 1997; SATORY et al., 1997). Assim, na bioconversão de lactose 

em ácido lactobiônico, tendo em vista a ainda mais baixa afinidade entre GFOR e 
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este substrato, a conversão é significativamente prejudicada como mostrado na 

Tabela 1.  

 Em função dos resultados apresentados, especialmente dos dados de 

conversão, na seqüência dos estudos foi usada concentração equimolar de 

lactose e frutose de 0,7 mol/L. 

 

Efeito da concentração celular sobre a bioprodução de ácido lactobiônico 

Com o objetivo de avaliar a influência da concentração de células 

permeabilizadas de Z. mobilis sobre a bioprodução de ácido lactobiônico, foram 

realizados testes com concentrações inferiores e superiores em relação à 

condição padrão de 25 g/L. Como a concentração de substratos não foi variada 

(0,7 mol/L de lactose/frutose), os resultados podem ser avaliados como uma 

resposta à relação enzima / substrato de cada ensaio.  

Na Tabela 2 são resumidos os resultados gerais obtidos nestas condições 

e na Figura 2 são ilustrados os perfis de produção de ácido lactobiônico em 24 

horas de processo. 

Maior velocidade específica máxima de formação de ácido lactobiônico foi 

obtida com 25 g/L de células, observando-se queda de vm com o aumento da 

concentração de células permeabilizadas de Z. mobilis acima deste valor. 

Conversões superiores a 80% foram determinadas com a utilização de 25 a 37,5 

g/L de células de Z. mobilis.   
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Tabela 2. Resultados gerais dos ensaios de bioconversão visando a obtenção de 

ácido lactobiônico, utilizando diferentes concentrações de células permeabilizadas 

de Zymomonas mobilis, a 39oC e pH 6,4, após 24 horas de processo. 

 

Concentração 
de células / 
enzimas  
(g/L) 

Ácido 
lactobiônico 
(mmol/L) 

Conversão  
(%) 

Máxima 
velocidade 
específica 
(mmol/g/h) 

Produtividade 
específica 
(mmol/g/h) 

12,5 420 64 3,7 1,48 

20 460 70 3,1 1,02 

25 546 85 4,2 0,98 

37,5 556 86 3,0 0,67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Concentração de ácido lactobiônico em função do tempo, 

em ensaios de bioconversão com células permeabilizadas de 

Zymomonas mobilis ATCC 29191, em mistura de lactose/frutose 

0,7mol/L, utilizando diferentes concentrações celulares, em pH 6,4 e 

39oC. (▼) 12,5 g/L; (◊) 20 g/L; (■) 25 g/L; (▲) 37,5 g/L. 
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Na Figura 2, observa-se, em geral, diminuição da velocidade reacional com 

o tempo, pelas razões já discutidas, em todos os ensaios. A tendência do perfil 

cinético da concentração de ácido lactobiônico em formar o característico patamar 

ao final do processo foi observada em todos os ensaios, especialmente nos dois 

com concentrações celulares mais baixas, em que concentrações mais altas de 

substrato ainda estavam presentes no meio, o que pode ser inferido pela 

conversão em produto. Este resultado sugere a ocorrência de uma significativa 

perda de atividade enzimática ao longo do tempo de reação, além da questão da 

baixa afinidade.  

Por outro lado, com as concentrações celulares acima de 25 g/L – 

significando uma maior concentração enzimática e, portanto, uma maior 

disponibilidade de sítios ativos para o acoplamento do substrato – não foi 

observado qualquer ganho para o processo. No caso, deve-se levar em conta que 

esta conclusão se limita a este grupo de ensaios realizados com concentração 

inicial de substrato de 0,7 mol/L, uma vez que, como já mencionado, os 

resultados discutidos decorrem da relação enzima / substrato. 

 

Efeito da temperatura sobre a bioprodução de ácido lactobiônico 

O efeito da temperatura, entre 33 e 45°C, sobre o processo de obtenção de 

ácido lactobiônico foi avaliado, sendo os resultados gerais mostrados na Tabela 3 

e os perfis cinéticos apresentados na Figura 3. 
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Tabela 3. Resultados gerais dos ensaios de bioconversão visando a produção de 

ácido lactobiônico, utilizando células permeabilizadas de Zymomonas mobilis 

ATCC 29191, conduzidos em diferentes temperaturas, pH 6,4, após 24 horas de 

processo. 

 
Temperatura 

(°C) 
Ácido 

lactobiônico 
(mmol/L) 

Conversão  
(%) 

Máxima 
velocidade 
específica 
(mmol/g/h) 

Produtividade 
específica 
(mmol/g/h) 

33 429 65 2,4 0,76 

37 486 74 2,7 0,87 

39 546 84 4,4 0,98 

42 531 82 4,1 0,96 

45 529 82  3,0 0,95 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Concentração de ácido lactobiônico em função do tempo, 

em ensaios de bioconversão com células permeabilizadas de 

Zymomonas mobilis ATCC 29191, em mistura de lactose/frutose 

0,7mol/L, em diferentes temperaturas, pH 6,4. (▼) 33°C; (◊) 37°C;(■) 

39°C; (○) 42°C; (▲) 45°C. 
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Com qualquer dos parâmetros considerados na avaliação, os melhores 

resultados foram encontrados a 39°C, com resultados próximos sendo obtidos a 

42°C e, em seguida, a 45°C (Tabela 3). Estes resultados se justificam pela melhor 

ação catalítica do complexo GFOR/GL de Z. mobilis à temperatura de 39°C, de 

acordo com diferentes autores (ZACHARIOU & SCOPES, 1986; CHUN & 

ROGERS, 1988; REHR et al., 1991; ERZINGER et al., 2003).  Entretanto, em 

estudos anteriores (capítulo III), temperaturas reacionais mais altas, entre 43 e 

47oC, proporcionaram a obtenção de melhores atividades do complexo enzimático 

GFOR/GL de Z. mobilis em mistura de lactose e frutose (0,7 mol/L). A aparente 

incoerência destes resultados com os do presente trabalho pode ter relação com 

as diferentes condições, em termos de tempo de avaliação e concentração de 

células de Z. mobilis, usadas nos testes de atividade e no processo de 

bioconversão.  

 

CONCLUSÕES 

 

 Em função do alto valor comercial do ácido lactobiônico, a sua obtenção 

por via biotecnológica consiste em um estudo de grande relevância. No caso, 

ressalte-se que esta substância é utilizada, principalmente, na indústria de 

cosméticos, em que um processo natural de obtenção das matérias-primas 

permite a agregação de um valor ainda maior aos derivados.  

Apesar da evidente baixa afinidade entre o complexo enzimático GFOR/GL 

de Z. mobilis e lactose, os resultados deste trabalho mostram que, a partir da 

definição adequada de alguns parâmetros operacionais do bioprocesso, é 
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possível a obtenção de resultados relevantes em termos de conversão de ácido 

lactobiônico - cerca de 85% - especialmente em se tratando de uma via 

biotecnológica de produção.  

Estes resultados servem como base para o desenvolvimento de estudos 

sobre o processo em maior escala, colaborando com a restrita quantidade de 

informações encontradas na literatura especializada sobre a bioprodução de ácido 

lactobiônico.  
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5.5 RESULTADOS V 

 

 

Avaliação de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-δδδδ-lactonase presentes 

em células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de cálcio na 

produção de ácido lactobiônico 
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Avaliação de glicose-frutose oxidorredutase / glucono-δδδδ-lactonase presentes 

em células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de cálcio na 

produção de ácido lactobiônico 

 

RESUMO 

 

Ácido lactobiônico e sorbitol podem ser obtidos por via biotecnológica a partir de 

lactose e frutose, respectivamente, pela ação do complexo enzimático glicose-

frutose oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL) contido no periplasma 

de Zymomonas mobilis. A ação do complexo GFOR/GL em células de Z. mobilis 

imobilizadas em alginato de cálcio foi avaliada com relação ao pH (5,2 a 9,7), 

concentração de substratos – lactose/frutose (0,1 a 1,3 mol/L) e temperatura (34 a 

59°C). A estabilidade enzimática foi estimada em ensaios consecutivos de 

bioconversão entre 39-50°C e em valores de pH entre 6,4 e 7,9, por 12 horas. 

Atividades enzimáticas superiores foram alcançadas com pH entre 7,0 e 8,0 e 

temperatura de 47 a 50°C, mostrando um incremento de 24 e 35 %, 

respectivamente, quando comparadas às condições ideais descritas na literatura 

para células livres (pH 6,4 e 39oC). Valores de KM de 1,3 mol/L e Vmax de 4,6 U/g 

de células secas foram obtidos. No processo de bioconversão com o sistema 

imobilizado de Z. mobilis, os melhores resultados de produção de ácido 

lactobiônico foram alcançados em temperaturas de 39 e 47°C e pH 6,4.  

 

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, glicose-frutose oxidorredutase/ glucono-δ-

lactonase, imobilização, pH, temperatura, ácido lactobiônico.  
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INTRODUÇÃO 

 

A bioprodução de quantidades equimolares de sorbitol e ácido glucônico a 

partir de frutose e glicose, respectivamente, pelas enzimas glicose-frutose 

oxidorredutase (GFOR) e glucono-δ-lactonase (GL) presentes em células de 

Zymomonas mobilis (ZACHARIOU & SCOPES 1986), vem sendo estudada há 

alguns anos. Nestes estudos, o interesse recai, principalmente, sobre o sorbitol, 

substância não cariogênica com amplas aplicações nas indústrias de alimentos e 

farmacêutica (VOGEL, 2003; JONAS & SILVEIRA, 2004).  

SATORY et al. (1997), utilizando enzimas purificadas, e MALVESSI et al. 

(2002), trabalhando com células permeabilizadas de Z. mobilis, demonstraram 

que GFOR/GL têm a capacidade de oxidar várias aldoses alternativas à glicose 

levando à formação dos respectivos ácidos orgânicos, além de sorbitol, produto 

da redução da frutose que, obrigatoriamente, deve estar presente no meio para 

que ocorra a reação. Entre estes produtos, destaca-se o ácido lactobiônico por 

apresentar elevado valor comercial. O ácido lactobiônico é utilizado na formulação 

de soluções de conservação de órgãos a serem transplantados (SUMIMOTO & 

KAMADA 1990; SUMIMOTO et al., 1990, SOUTHARD & BELZER, 1995), na 

fabricação de detergentes (GERLING & WILKE, 1991) e como recurso 

multifuncional da cosmetologia (GRIMES et al. 2004; YU & VAN SCOTT, 2004).  

 Com o intuito de permitir a reutilização do complexo enzimático em 

sucessivas bateladas de bioconversão ou em regime contínuo, a técnica de 

imobilização celular tem sido objeto de muitos estudos. Como suportes de 

imobilização, são comumente usados alginato de cálcio (CHUN & ROGERS, 
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1988), k-carragena (REHR et al., 1991) e ainda alguns tipos de polímeros 

(KOEHNTOPP et al., 1996; FERRAZ et al., 2000). Visando a utilização de células 

imobilizadas de Zymomonas mobilis neste processo, alguns aspectos devem ser 

considerados como a capacidade de retenção da atividade enzimática, a 

estabilidade da enzima frente à temperatura, pH e condições operacionais, a 

possibilidade de operação do processo em regime contínuo, além de desenhos 

específicos de reatores (ZANIN & MORAES, 2004; MALVESSI et al., 2006b).  

 Neste contexto, a ação enzimática do complexo GFOR/GL presente em 

células permeabilizadas de Z. mobilis imobilizadas em alginato de cálcio foi 

avaliada com respeito à concentração de substratos (frutose e lactose), pH, 

temperatura, estabilidade frente ao pH e à temperatura visando a bioprodução de 

ácido lactobiônico.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microrganismo 

 Z. mobilis ATCC 29191 foi utilizada em todos os ensaios. As culturas foram 

repicadas mensalmente em meio semi-sintético (MALVESSI et al., 2006a), 

incubadas a 30°C e, posteriormente, estocadas a 4°C. 

 

Meios de cultivo 

 O meio de cultivo usado para o preparo do inóculo, produção de biomassa 

e enzimas apresentava a seguinte composição (g/L): (NH4)2SO4, 2,0; 

MgSO4.7H2O, 1,0; FeSO4.7H2O, 0,01; KH2PO4, 3,5; extrato de levedura bruto 
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Prodex Lac (Prodesa S.A., Brasil), 7,5 (MALVESSI et al., 2006a). Na preparação 

do meio de ativação e conservação, 20 g/L de glicose foram adicionados ao meio 

básico e o pH inicial foi ajustado para 5,5. Para o preparo de inóculo, foram 

adicionados ao meio 100 g/L de glicose e 5 g/L de CaCO3, este último para o 

controle do pH em valores próximos a 5,5. Em biorreator, nos cultivos para 

produção de enzimas, a concentração inicial de glicose foi 150 g/L. Os meios 

foram esterilizados em autoclave (1atm, 121oC e 15 minutos). 

 

Condições experimentais de cultivo 

 Os inóculos foram preparados em frasco anaeróbio de 500 mL, dotado de 

filtro para liberação de CO2, contendo 450 mL de meio de cultivo, mantido sob 

agitação orbital de 200 rpm (Certomat U, B. Braun Biotech, RFA), a 30°C, por 

aproximadamente 10 horas.  

 A produção de biomassa de Z. mobilis contendo GFOR/GL foi realizada em 

regime descontínuo, em reator de 7,0 litros com volume operacional de 5,5 litros, 

a 30°C, com freqüência de agitadores de 450 rpm e controle automático de pH em 

5,5, utilizando solução de NaOH 5M.   

 As células de Z. mobilis previamente cultivadas em glicose foram 

permeabilizadas com o intuito de evitar o metabolismo fermentativo. Igual volume 

de solução 0,2% (m/v) de brometo de cetil-trimetilamônio (CTAB) foi adicionado à 

suspensão celular concentrada (REHR et al., 1991). Após 10 minutos sob 

agitação magnética a 4°C, as células foram separadas por centrifugação e 

ressuspensas em água destilada.  
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Imobilização de células de Zymomonas mobilis 

 Para a imobilização celular, foi adotada a metodologia descrita por 

ERZINGER (1999). Alginato de sódio (Algogel 5540 Degussa Flavors & Fruit 

Systems do Brasil Ltda) foi dissolvido em água destilada a uma concentração de 

4% (m/v), mantido sob agitação mecânica (450 rpm) para a hidratação por 12 

horas. À solução de alginato de sódio foi adicionado igual volume de suspensão 

de Z. mobilis (50 g/L), sendo a mistura mantida sob agitação por cerca de 2 horas 

para homogeneização. Para a formação das esferas de alginato de cálcio e 

imobilização das células, todo o volume desta suspensão foi gotejado em solução 

de CaCl2 0,3M. A suspensão celular de Z. mobilis previamente usada na mistura e 

as esferas formadas após o gotejamento foram reticuladas com glutaraldeído 

0,5% (m/v) por 15 minutos, sob agitação magnética, à temperatura ambiente 

(JANG et al., 1992). As células imobilizadas foram mantidas a 4°C, em água 

destilada, sendo posteriormente utilizadas nos ensaios comparativos de atividade 

enzimática e bioconversão.  

  

Efeitos do pH, da temperatura e da concentração de substratos sobre a atividade 

do complexo glicose-frutose oxidorredutase/ glucono-δ-lactonase imobilizado em 

alginato de cálcio 

 Nos ensaios enzimáticos, assim como nos de bioconversão, as soluções 

de frutose e lactose foram preparadas em água fervente em razão da 

relativamente baixa solubilidade de lactose em água nas temperaturas testadas.  

A atividade enzimática do complexo GFOR/GL presente em células de Z. 

mobilis imobilizadas em alginato de cálcio foi comparada sob diferentes valores 
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de pH (5,2 a 9,7), de temperatura (34 a 59oC) e de concentração da mistura 

lactose/frutose (0,1 e 1,3 mol/L), mantendo-se fixas, em cada caso, as demais 

condições de determinação de atividade.  

 

Ensaios de bioconversão em reator de mistura completa com células imobilizadas 

de Zymomonas mobilis  

 Os ensaios de bioconversão foram realizados em reator de 600 mL, 

contendo 240 mL de solução 0,7M de lactose/frutose e 20 g/L de células 

previamente permeabilizadas e imobilizadas. O reator foi mantido sob agitação 

magnética, em banho termostatizado e pH controlado pela adição automática de 

solução de NaOH 7,0M, através de um controlador de pH (Consort modelo R735, 

Bélgica). 

 A máxima velocidade específica de formação de ácido lactobiônico, em 

mmol de produto por grama de células por hora (mmol/g/h), que corresponde à 

própria atividade de GFOR/GL, foi determinada nas primeiras horas do processo 

de bioconversão quando a curva de variação da concentração de produto com o 

tempo apresentava um perfil linear.  

 Para avaliar a estabilidade do complexo enzimático imobilizado com 

respeito à temperatura e ao pH, o sistema foi testado em quatro ensaios 

sucessivos de bioconversão com 3 horas de duração, resultando, ao final, em um 

tempo de 12 horas na exposição das enzimas às condições testadas. Foram 

avaliadas as temperaturas de 39, 43, 47 e 50oC e valores de pH de 6,4, 7,0, 7,5 e 

7,9. Finalmente, com o objetivo de verificar o comportamento do processo de 

bioconversão controlado sob diferentes níveis de pH e temperatura, os ensaios 
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foram realizados nas faixas previamente identificadas como as mais adequadas, 

em comparação com as condições descritas na literatura para glicose e frutose 

(pH 6,4 e 39ºC), com células livres  (ZACHARIOU & SCOPES), ou entre 6,5  e 

7,0, a 39ºC, para o sistema imobilizado em alginato de cálcio (CHUN & ROGERS, 

1988). 

 

Métodos analíticos 

 A concentração celular de Z. mobilis durante o cultivo foi determinada 

indiretamente pela medida da absorbância de suspensões celulares, a 560 nm, 

em espectrofotômetro (Aurora Instruments UV-210) e, ao final do processo, por 

gravimetria. A atividade enzimática em células imobilizadas em alginato de cálcio 

foi determinada pela incubação de 10 g/L de células em solução 0,7 mol/L de 

lactose/frutose (100 mL), em reator de 300 mL, em pH 6,4 e 39°C. O sistema foi 

mantido em banho termostatizado, sob agitação magnética, com o pH sendo 

automaticamente controlado pela adição de solução de NaOH 1M. A velocidade 

de formação de ácido lactobiônico foi estimada em função do volume de álcali 

utilizado no controle do pH com o tempo. Uma unidade de GFOR/GL (U) foi 

definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1 mmol de ácido 

lactobiônico por hora, nas condições de teste, sendo a atividade expressa em 

unidades por grama de células secas (U/g) (MALVESSI et al., 2006a). 

 A concentração de ácido lactobiônico foi determinada de acordo com o 

volume e a concentração da solução de NaOH utilizada para o controle do pH 

durante a reação. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Efeito da concentração de substratos sobre a atividade de glicose-frutose 

oxidorredutase/glucono-δ-lactonase em células imobilizadas de Zymomonas 

mobilis 

 Inicialmente, foi avaliado o efeito da concentração dos substratos sobre a 

atividade catalítica do complexo GFOR/GL imobilizado em alginato de cálcio. 

Estes resultados são mostrados na Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Atividades crescentes foram alcançadas com o aumento da concentração 

de substratos (lactose/frutose). Entre 0,9 e 1,2 mol/L, resultados semelhantes 

foram obtidos, aproximadamente 2,0 U/g, sendo observado o efeito negativo da 

concentração de lactose sobre a atividade enzimática quando usado 1,3 mol/L 
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Figura 1. Atividade enzimática do complexo GFOR/GL presente 

em células de Zymomonas mobilis ATCC 29191, imobilizadas em 

alginato de cálcio, em função das concentrações relativas de 

lactose/frutose (39°C, pH 6,4). 
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(Figura 1). É importante ressaltar que a solubilidade de lactose a 40°C é de cerca 

de 0,6 mol/L (MACHADO et al., 2000). Em soluções preparadas em água 

fervente, como no presente trabalho, a solubilidade se aproxima de 1,1 mol/L 

(BUDAVARI et al., 1996). Desta forma, considerando, ainda, a presença de 

frutose no meio reacional, nestes ensaios incluíram-se testes enzimáticos com 

soluções saturadas de lactose.  

 Com base nestes dados (Figura 1), foram calculados os parâmetros 

cinéticos aparentes KM e Vmax, através da linearização da expressão de Michaelis-

Menten, utilizando o método proposto por Lineweaver-Burk (Figura 2). Na 

condição testada, os valores aparentes de KM e Vmax obtidos foram de 1,3 mol/L e 

4,6 U/g, respectivamente.  
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Figura 2. Duplo-recíproco da atividade enzimática do complexo 

GFOR/GL presente em células de Zymomonas mobilis ATCC 29191, 

imobilizadas em alginato de cálcio, em função da concentração de 

lactose/frutose (pH 6,4, 39°C). 
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 De acordo com o modelo proposto por Michaelis-Menten, a velocidade 

máxima de reação será alcançada quando todos os sítios ativos disponíveis 

estiverem ocupados pelo substrato. Entretanto, em concentrações elevadas de 

substrato, observa-se inibição, com conseqüente queda da velocidade de reação, 

sendo possivelmente esta a razão de a maior atividade experimental (2,0 U/g) 

obtida com lactose/frutose 1,1 mol/L ser muito inferior à calculada pelo modelo 

(Figura 1).  

 A análise dos resultados de KM e Vmax obtidos neste trabalho com o 

sistema imobilizado para os substratos lactose/frutose em comparação com os 

relatados na literatura para células livres de Z. mobilis (SATORY et al., 1997) são 

de difícil comparação. O emprego de células livres proporciona uma melhor 

interação entre a enzima e o substrato, ao contrário do sistema imobilizado que, 

dependendo da técnica, do tipo de suporte e do substrato utilizado, pode dificultar 

a difusão de substratos e produtos pra dentro e para fora das esferas de alginato, 

reduzindo, conseqüentemente, a velocidade da reação (ZANIN & MORAES, 

2004).  

 

Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade de glicose-frutose 

oxidorredutase/glucono-δ-lactonase em células imobilizadas de Zymomonas 

mobilis 

 Uma vez que a temperatura e o pH exercem grande influência sobre a 

ação catalítica das enzimas, foi avaliado o efeito destas variáveis sobre o 

complexo GFOR/GL de Z. mobilis imobilizado em alginato de cálcio. O pH de 6,4 

e temperatura de 39oC, ideais para enzimas livres, como já relatado em trabalhos 
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anteriores (ZACHARIOU & SCOPES, 1986; CARRA et al., 2003), foram utilizados 

como condições padrão, representando 100% de atividade de GFOR/GL.  

 Nas Figuras 3A e 3B, são representados os dados de atividade enzimática 

obtidos em diferentes valores de pH, a 39oC e em diferentes temperaturas, em pH 

6,4, respectivamente.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Conforme a Figura 3A, os melhores resultados de atividade enzimática no 

sistema imobilizado, a 39oC, foram medidos entre pH 7,0-8,0, mostrando um 

incremento aproximado de 24% quando comparado com o pH 6,4. Nas condições 

testadas, valores de pH acima de 8,7 e abaixo de 6,2 exerceram efeito negativo 

sobre a atividade enzimática. A obtenção de títulos enzimáticos superiores em 

valores de pH mais altos que os normalmente empregados com células não 

imobilizadas se deve, pelo menos em parte, a problemas difusionais que 

provocariam uma diminuição do contato entre enzimas e substratos. O emprego 
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Figura 3. Influência do pH [A] e da temperatura [B] sobre a atividade enzimática do 

complexo GFOR/GL presente em células de Zymomonas mobilis ATCC 29191 

imobilizadas em alginato de cálcio, utilizando solução lactose/frutose 0,7mol/L. 
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de pH externo mais alto do que o suposto pH interno – inferior, em função do 

possível acúmulo de ácido lactobiônico no micro-ambiente das esferas de alginato 

de cálcio – proporcionaria um aumento considerável do pH interno às esferas 

para níveis mais próximos ao ideal para o sistema não imobilizado, favorecendo a 

reação. 

 Com relação à temperatura, foram realizados ensaios de atividade com 

células imobilizadas de Z. mobilis numa faixa de 34 a 59°C, em pH 6,4 (Figura 

3B). Um incremento aproximado de 35% na atividade enzimática foi observado 

entre 47 e 50°C, em comparação com o resultado alcançado a 39°C. Em estudos 

anteriores, CARRA et al. (2003) determinaram, também para lactose/frutose, 

porém com células não imobilizadas de Z. mobilis ATCC 29191, máxima atividade 

de GFOR/GL entre 43 e 47°C, seguido de acentuado decréscimo a temperaturas 

ainda mais altas. No presente estudo, o patamar em temperaturas mais elevadas, 

observado para o sistema imobilizado, se deve, possivelmente, à maior 

transferência de massa através das esferas de alginato de cálcio que seria 

proporcionada pelo aumento da temperatura, possibilitando a ação catalítica, ou, 

ainda, algum tipo de efeito protetor do suporte em relação ao complexo 

GFOR/GL. 

 

Estabilidade enzimática glicose-frutose oxidorredutase/glucono-δ-lactonase em 

células imobilizadas de Zymomonas mobilis frente ao pH e à temperatura 

reacional 

 Para que seja obtido um rendimento médio de 70%, o processo de 

bioconversão de lactose e frutose em ácido lactobiônico e sorbitol com o sistema 
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imobilizado de Z. mobilis deve ser conduzido por um período mínimo de 24 horas, 

uma vez que entre 12-15 horas já é observada a redução na velocidade reacional 

(MALVESSI et al., 2006b). Desta forma, torna-se necessária uma melhor 

avaliação da estabilidade catalítica do complexo GFOR/GL frente ao pH e à 

temperatura por, no mínimo, 12 horas. Foram então, realizados quatro ensaios 

em bateladas consecutivas de 3 horas de duração, atingindo, ao final, um período 

de exposição das enzimas imobilizadas, a cada condição, de 12 horas. É 

interessante observar que, segundo GOLLHOFER et al. (1995), a inativação de 

GFOR ocorre, especialmente, em decorrência da própria ação enzimática. Deste 

modo, os testes de estabilidade, na forma realizada neste trabalho, são mais 

significativos do que a simples exposição prévia das enzimas à condição 

supostamente inativadora.    

 Os valores de pH testados foram de 6,4 a 7,9, a 39°C. Os testes de 

temperatura foram feitos entre 39 e 50°C, em pH 6,4. Em cada batelada, foi 

estimada a máxima velocidade específica de formação de ácido lactobiônico (vm). 

O meio reacional – solução de lactose/frutose – foi substituído após cada 

batelada, evitando, assim, a influência da concentração de substratos, reduzida 

pelo consumo no próprio processo, sobre a velocidade reacional. Portanto, as 

variações ocorridas foram consideradas como decorrentes apenas do efeito da 

temperatura ou do pH.  

 Os dados relativos à estabilidade frente ao pH são mostrados na Figura 4. 

Como observado no primeiro ciclo de 3 horas, a velocidade (vm) foi mais baixa em 

todos os valores de pH avaliados. Esta constatação pode ser devido ao fato de o 

suporte ter sido recém-preparado e ainda apresentar-se excessivamente rígido, 
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necessitando de um período mais longo para aumentar a difusão através das 

esferas de alginato (BERTASSO et al., 1996). A partir da segunda batelada, 

houve pouca variação nos valores de vm nas bateladas conduzidas em pH 6,4, 7,0 

e 7,5 até o final das 12 horas de exposição das esferas, em média 2,3 mmol/g/h. 

Entretanto, o sistema imobilizado, quando exposto ao pH de 7,9, ao contrário do 

discutido anteriormente nos testes de atividade enzimática, nos quais foram 

atingidos altos títulos enzimáticos em valores entre 7,0-8,0 (Figura 2A), mostrou 

queda maior de velocidade na quarta batelada (Figura 4). Este fato poderia estar 

relacionado ao acúmulo de ácido lactobiônico nas esferas de alginato de cálcio 

e/ou a alterações conformacionais na molécula do biocatalisador, que afetariam a 

estabilidade enzimática (ZANIN & MORAES, 2004).  
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Figura 4. Máxima velocidade específica de formação de ácido 

lactobiônico (vm) medida para a mistura de lactose/frutose (0,7 

mol/L), utilizando células imobilizadas de Zymomonas mobilis 

ATCC 29191, em ciclos consecutivos de bioconversão de 3 horas 

de duração, em diferentes valores de pH, a 39°C. 
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 Na Figura 5 são apresentados os resultados dos testes de estabilidade 

enzimática do complexo GFOR/GL imobilizado frente à temperatura reacional.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Independentemente da temperatura avaliada, a velocidade foi mais baixa 

na primeira batelada, como também observado nos testes de pH. A partir da 

segunda batelada, pouca variação foi observada nos valores de vm até o final das 

12 horas de exposição das esferas, com títulos enzimáticos superiores sendo 

atingidos a 39, 43 e 47°C, em média 2,4 mmol/g/h (Figura 5). Por outro lado, a 

50°C, atividades enzimáticas inferiores foram medidas em todos os ciclos, 

atingindo, aproximadamente, 1,7 mmol/g/h, mostrando que, de fato, o sistema é 

sensível à pequena variação de temperatura, o que poderia explicar, também, o 

comportamento cinético do processo nas condições ilustradas na Figura 2B. 

Figura 5. Máxima velocidade específica de formação de ácido 

lactobiônico (vm) medida para a mistura de lactose/frutose 

(0,7mol/L), utilizando células imobilizadas de Zymomonas mobilis 

ATCC 29191, em ciclos consecutivos de bioconversão de 3 horas 

de duração, em diferentes temperaturas, pH 6,4. 
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Desse modo, levando-se em conta o tempo médio do processo de bioconversão, 

o uso de temperaturas entre 39 e 47°C permitiria a obtenção de resultados 

relevantes, com pouca variação de atividade enzimática no período avaliado.  

   Assim, os resultados discutidos neste trabalho confirmam que a 

imobilização do complexo enzimático proporciona um aumento da estabilidade 

operacional do sistema em comparação com o uso de células livres. ZANIN & 

MORAES (2004) relatam que, devido a restrições difusionais, somente uma 

fração da enzima imobilizada estaria ativa no início do processo, permanecendo a 

restante como reserva, que somente começaria a atuar quando a atividade inicial 

estivesse desnaturada. 

 

Bioprodução de ácido lactobiônico por células imobilizadas de Zymomonas 

mobilis sob diferentes combinações de valores de pH e temperatura 

 Com o objetivo de verificar o comportamento do processo controlado sob 

diferentes níveis de pH e temperatura, foram realizados ensaios nas condições 

normalmente descritas na literatura, pH 6,4 e 39ºC, em comparação com as que 

resultaram em maiores atividades nos ensaios de atividade e estabilidade 

enzimática (pH 7,5 e 47ºC). Estes bioprocessos foram conduzidos por 24 horas, 

salientando-se, novamente, que se trata de período suficiente para ser obtido 

mínimo de 70% de conversão.  

 Na Tabela 1 são resumidos os resultados gerais obtidos nestes ensaios de 

bioconversão. 
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Tabela 1. Resultados dos ensaios de bioconversão visando a produção de ácido 

lactobiônico, com células de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de 

cálcio, conduzidos em diferentes temperaturas e pH.  

 

Temperatura / 
pH 

Ácido 
lactobiônico 
(mmol/L) 

Conversão 

(%) 

Máxima 
velocidade 
específica 
(mmol/g/h) 

Produtividade 
específica 
(mmol/g/h) 

39oC/ pH 6,4 478 73 1,60 1,0 

39oC / pH 7,5 467 72 1,70 0,97 

47oC / pH 6,4 490 75 2,07 1,0 

47oC / pH 7,5 445 68 2,02 0,92 

 

 

Como mostrado na Tabela 1, como esperado, as máximas velocidades 

específicas de formação de produto foram maiores nos ensaios de bioconversão 

conduzidos a 47°C, sugerindo um possível efeito positivo da temperatura sobre a 

transferência de massa no sistema, que favoreceria o contato enzima – substrato. 

Esta velocidade inicial maior, no entanto, não resultou em ganhos significativos 

em termos de conversão e de produtividade específica de formação de ácido 

lactobiônico, avaliados em 24 horas de processo, que foram praticamente iguais 

nos ensaios a 39oC, nos dois valores de pH, e a 47°C, em pH 6,4, com  

resultados inferiores a 47°C e pH 7,5. Neste último caso, é possível que com a 

redução da velocidade, devida ao consumo do substrato, possa ter provocado um 

equilíbrio de pH entre os meios interno e externo às esferas de alginato de cálcio 

em valores excessivamente elevados para a ação de GFOR/GL.      
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Nas Figuras 6A e 6B, são mostrados os perfis de variação da concentração 

de ácido lactobiônico com o tempo em experimentos de bioconversão com 

diferentes combinações destes parâmetros.  

  

A continuidade do processo por um período mais longo resultaria em maior 

produção de ácido lactobiônico, influenciando, entretanto a velocidade reacional e 

a produtividade global do bioprocesso (Figura 6). 

Com o objetivo de estimar os valores de pH no micro-ambiente das esferas 

de alginato de cálcio, ao final das 24 horas de condução dos processos de 

bioconversão em discussão, as esferas foram coletadas, drenadas e colocadas 

em água deionizada em ebulição por 10 minutos. Com este tratamento, 

pretendeu-se inativar o sistema enzimático e cessar a reação. A relação entre o 

volume de esferas e o volume de água deionizada foi a mesma usada no 

biorreator. Após o tratamento, a suspensão foi deixada em repouso por 24 horas 

Figura 6. Variação da concentração de ácido lactobiônico em função do tempo, em 

ensaios de bioconversão com células de Zymomonas mobilis ATCC 29191 imobilizadas 

em alginato de cálcio, em mistura de lactose/frutose 0,7 mol/L, a 39ºC e 47°C, em pH 6,4 

[A] e 7,5 [B]. 
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para que o pH atingisse o equilíbrio em todo o sistema. O pH da água foi medido, 

considerando-se os valores obtidos como uma estimativa do pH interno das 

esferas de alginato de cálcio (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Valores de pH interno das esferas de alginato de cálcio, após 24 horas 

de bioconversão de lactose/frutose 0,7 mol/L em diferentes condições de pH e 

temperatura.  

 
pH reacional  Temperatura  

(°C) 

pH após tratamento das células 

imobilizadas a 100oC por 10 min 

6,4 39 6,1 

6,4 47 6,4 

7,5 39 6,6 

7,5 47 6,8 

 

 

Como pode ser observado, valores de pH interno e externo mais próximos 

entre si foram estimados para os ensaios a 47°C. No ensaio a 47°C e pH 7,5, 

mediu-se o mais alto pH interno, 6,8, que se situa no extremo da faixa 

considerada ideal para o uso de células livres de Z. mobilis neste bioprocesso, 

apoiando a hipótese apresentada para justificar os resultados deste ensaio. A 

partir destes resultados, pode-se sugerir que para o sistema imobilizado seria 

interessante a operação do processo em pH 7,5 durante a fase de máxima 

velocidade e, na seqüência, com valores decrescentes de pH, acompanhando a 

redução da velocidade da reação.  
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CONCLUSÕES 

 

 Os resultados deste estudo reafirmam o potencial de aplicação da 

bioprodução de ácido lactobiônico e sorbitol a partir de lactose e frutose, 

respectivamente, pelo complexo GFOR/GL presente em células imobilizadas de 

Zymomonas mobilis. Rendimentos de bioconversão aproximados de 75% foram 

obtidos em 24 horas de processo com o sistema imobilizado de Z. mobilis, com 

melhores resultados de produção de ácido lactobiônico sendo alcançados em 39 

e 47°C e pH 6,4. Relevantes dados são acrescentados ao relativamente pequeno 

e restrito conjunto de informações a respeito deste bioprocesso. O tema pode, 

certamente, ser ainda melhor explorado com o emprego de outras técnicas e/ou 

suportes de imobilização e a definição de biorreatores mais eficientes.  
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5.6 RESULTADOS VI 

 

 

Effect of substrate concentration, pH, and temperature on the activity of the 

complex glucose-fructose oxidoreductase/glucono-δδδδ-lactonase present in 

calcium alginate – immobilised Zymomonas mobilis cells. Enzyme and 

Microbial Technology, submetido em junho de 2008. 
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Abstract 

 

In this work, the action of the enzymes glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and 

glucono-δ-lactonase (GL), present in calcium alginate - immobilised Z. mobilis cells, was 

characterised in relation to substrate concentration (0.05 to 2.0 M), pH (5.2 to 9.7), and 

temperature (34 to 59oC). Values obtained for KM and Vmax were 0.39 M and 8.3 units per 

gram of dry cells, respectively. Higher enzymatic activities were obtained at pH values of 

7.8 and 8.2 and at temperatures of 47 and 50°C, which was 80 % higher than that 

presented in previously defined conditions for free cells: pH 6.4 and 39ºC. Further 

analysis indicated that the results are related to the diffusional barrier represented by 
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calcium alginate beads that hinders the transport of gluconic acid from the inner space of 

the beads to the external medium. Such a behavior was reproduced during the initial 

moments of bioconversion performed at pH 7.8 and 47ºC. Nevertheless, during the last 

hours of process, the reaction stopped apparently due to the occurrence of inadequate 

pH levels inside the beads. The results suggest that a variable pH – from 7.8 to 6.4 – 

and a constant temperature of about 47ºC are the best conditions for the achievement 

of good conversion yields and productivities in this process. 

 

Keywords: Zymomonas mobilis, glucose-fructose oxidoreductase, glucono-δ-lactonase, 

immobilisation, substrate, pH, temperature.  

 

1. Introduction 

 

Glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) and gluconoδ-lactonase (GL), endoenzymes 

present in the periplasm of the Gram-negative anaerobic bacterium Zymomonas 

mobilis, catalyse the bioconversion of fructose and glucose to equimolar amounts of 

sorbitol and gluconic acid, respectively (ZACHARIOU & SCOPES, 1986).  

Sorbitol is a polyalcohol with non-cariogenic properties and widely used in the food and 

pharmaceutical industries (VOGEL, 2003; SILVEIRA & JONAS, 2002). The main 

applications of gluconic acid and its salts are in the food industry and in electroplating 

(HUSTEDE et al., 2003).  

High yields in the formation of sorbitol and gluconic acid were obtained with the 

technique of cell immobilization, providing a higher stability of the enzyme complex and 

facilitating the operation of the process in a continuous mode (REHR et al., 1991). 
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Usually, calcium alginate (JANG et al., 1996), k-carrageenan (REHR et al., 1991) and 

other polymers (KOEHNTOPP et al., 1996; FERRAZ et al., 2000) are used as 

immobilisation support.  

The effect of temperature and pH on the activity of GFOR was assessed by different 

authors for purified GFOR (ZACHARIOU & SCOPES, 1986) and for permeabilised and 

immobilised Z. mobilis cells (CHUN & ROGERS, 1988; REHR et al., 1991).  In all these 

works a pH value in the range 6.2 to 7.0 and a temperature between 39 and 42ºC are 

referred as optimal for the action of the enzyme. However, in a previous work (CARRA 

et al., 2003) we observed superior results at 43 to 45ºC and pH 6.4 for GFOR/GL in 

cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) - permeabilised Z. mobilis cells. 

Since pH and temperature are critical parameters for any enzyme and taking in account 

the different conclusions reported for the GFOR/GL complex of Z. mobilis, the effects of 

these parameters on the activity of the GFOR/GL present in calcium alginate – 

immobilised cells of this bacterium was evaluated in this work. The best results obtained 

in these tests were assayed also under bioconversion conditions envisaging the 

production of sorbitol and gluconic acid from fructose and glucose, respectively. 

Furthermore, the response of GFOR/GL activity to the concentration of substrates was 

assessed.  

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Micro-organism   

The strain ATCC 29191 of Zymomonas mobilis was used this research. Cultures were 

kept at 4oC in semi-synthetic medium. Replicate cultures were made monthly. 
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2.2. Culture media 

Semi-synthetic medium (MALVESSI et al., 2006), used for maintenance, inocula 

growth, and cell biomass and enzyme production, had the following composition (g/L): 

glucose, 20 (maintenance), 100 (inoculum), 150 (biomass and enzyme production); 

(NH4)2SO4, 1.0; MgSO4.7H2O, 0.5; KH2PO4, 1.0; Prodex Lac® yeast extract (Prodesa 

S.A., Brazil), 7.5. For inocula preparation, 5 g/L of CaCO3 were added to the medium to 

avoid an excessive pH drop during the experiments. In this case, initial pH was close to 

6.2. Concentrated glucose solutions and CaCO3 were separately sterilised and added to 

the medium before inoculation. Sterilization of nutrients and glucose solutions was done 

by autoclaving at 1 atm for 15 min.  

 

2.3 Experimental conditions 

Inocula were prepared in 500-mL anaerobic bottles, with CO2 release filters, filled with 

450 mL of medium and kept under orbital agitation at 200 rpm (Certomat U, B. Braun 

Biotech, Germany), at 30oC, for approximately 10 h. 

Batch cultivation of Z. mobilis cells containing GFOR/GL was carried out in a 5.5-liter 

stainless-steel bioreactor, equipped with two flat-blade impellers, designed and built in 

our laboratory. The temperature was kept at 30°C, the impeller speed was 450 rpm, and 

the pH was maintained at 5.5 with 5M NaOH using a Consort model R735 (Belgium) pH 

controller.  

Cell mass was harvested from the medium by centrifugation at 6000 rpm, at 4oC, for 20 

min, using a Sigma 4K-15 centrifuge (B. Braun Biotech, Germany) and the cells were 

re-suspended in distilled water. Concentrated cells were permeabilised with 0.2 % 
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CTAB (w/v) in order to stop cell metabolism, according to the procedure described by 

REHR et al. (1991) with some modifications. 

 

2.4. Immobilisation of Zymomonas mobilis cells 

In order to immobilise Z. mobilis cells in calcium alginate, the methodology described by 

ERZINGER (1999) was used with some modifications. Equal volumes of Z. mobilis cell 

suspension (50 g/L) were added to 4% (w/v) sodium alginate (Algogel 5540, Degussa 

Flavours & Fruit Systems do Brasil Ltda) solutions. The mixture was kept under 

agitation for 2 hours for complete homogenisation and then drop-wise poured through 

hypodermic needles onto a 0.3M CaCl2 solution under magnetic stirring in order to form 

calcium alginate beads with cells. The cell suspension and the beads thus formed were 

reticulated with 0.5% (w/v) glutaraldehyde for 15 min under magnetic stirring at room 

temperature. The calcium alginate beads were kept at 4oC in distilled water and were 

afterwards used in enzymatic activity and bioconversion comparative assays. 

 

2.5. Effects of substrate concentration, pH, and temperature on the activity of GFOR/GL 

present in calcium alginate – immobilised Z. mobilis 

To determine the kinetic parameters KM and Vmax of GFOR/GL present in calcium 

alginate – immobilised Z. mobilis, enzymatic activity was determined on equimolar 

glucose and fructose solutions (0.05 to 2.0 M), under standardised conditions (cell 

concentration, 10 g/L; temperature, 39oC; pH, 6.4).  

The enzymatic activity of GFOR/GL in Z. mobilis cells immobilised in calcium alginate 

was tested at different pH (5.2 to 9.7) and temperatures (34 to 59oC) and 

glucose/fructose concentrations.  
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The thermal stability of the enzymatic complex present in calcium alginate beads was 

evaluated in tests that consisted of four successive 3-hour bioconversion runs, at pH of 

6.4 or 7.8 and temperatures of 39, 43, and 47oC. 

 

2.6. Bioconversion experiments  

The bioconversion assays were performed in a 600 mL glass reactor containing 240 mL 

of 0.7 M glucose/fructose solution and 20 g/L of previously permeabilised and 

immobilised cells. The temperature of the reactor was maintained at the desired values 

by placing it into a water bath. The pH was controlled by automatic addition of a 7.0 M 

NaOH solution through a pH controller (Consort R735, Belgium). A magnetic stirrer 

provided the agitation of the reaction medium.  

The maximum specific rate of gluconic acid formation (vm, mmol gluconic acid / g cell / 

h), which depends on the activity of GFOR/GL, was determined during the first hour of 

each bioconversion process.  

 

2.7. Analytical methods 

Cell concentration was determined by measuring the optical density of cell suspensions 

at 560 nm. Turbidimetric measurements gave a linear relationship with dry cell mass for 

each case. 

GFOR/GL activity in calcium alginate – immobilised Z. mobilis cells was determined by 

mixing an amount of calcium alginate beads to give 10 g/L of cell biomass and 0.7 M 

solution of glucose/fructose in a 300 mL reactor. The system was kept in a water bath, 

at the desired temperature, under magnetic agitation, with pH being automatically 

controlled at 6.4 or 7.8 by the addition of 1 M NaOH. One unit of GFOR/GL was defined 
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as the amount of enzymatic complex responsible for the production of 1 mmol of 

gluconic acid per hour under the assay conditions. GFOR/GL activities in this work are 

presented in units per gram of dry cells (U/g).  

The concentration of gluconic acid was stoichiometrically inferred from the volume of 

alkali used to control pH.  

To estimate the values of pH within the alginate beads, samples of beads were 

collected from the bioconversion reactor, drained, and added to deionised boiling water 

to inactivate GFOR/GL complex and, therefore, to stop the reaction.  

The relationship between the volumes of alginate beads and boiling water was the 

same as that used in the bioreactor. After 24 hours, pH of the liquid phase was 

measured and these values were considered as an estimation of the internal pH of 

alginate beads. 

 

3. Results and discussion 

 

3.1. Michaelis-Menten kinetic parameters of GFOR/GL present in calcium alginate – 

immobilised Zymomonas mobilis 

Initially, the effect of substrate concentrations on the catalytic activity of the immobilised 

GFOR/GL present in calcium alginate immobilised Zymomonas mobilis was 

investigated. The results are depicted in Figure 1. Increasing activities were observed 

with equimolar concentrations of glucose and fructose up to 0.7 M. Within the range 0.7-

1.3 M of substrate, similar activities were achieved, whereas for substrate 

concentrations higher than 1.3 M the activity decreased. From these data, the kinetic 

parameters KM and Vmax of the Michaelis-Menten equation were estimated by using the 
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Lineweaver-Burk plot: 0.39 M and 8.3 U/g, respectively. These values are lower than 

those obtained for free cells (0.68 M and 52 U/g) under the same operational conditions 

(CARRA et al., 2003). Such a difference was probably due to the diffusional barrier of 

the immobilised system, with lower mass transfer rates than that of the free-cell system.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Effects of pH and temperature on the activity of GFOR/GL in calcium alginate 

immobilised Zymomonas mobilis cells 

In these tests, pH 6.4 and temperature of 39°C were used as standard conditions, since 

they were reported as the optimal by several authors. In the further discussion of this 

work, these conditions represent 100 % of GFOR/GL activity, being the values found in 

the different tests presented in a relative way.  

As shown in Figure 2A, the best results of enzymatic activity with immobilised cells were 

achieved with pH in between 7.7 and 8.7, significantly higher than the values normally 

reported, showing an increase of approximately 55%. Under the tested conditions, pH 

Figure 1 – Variation of the activity of GFOR/GL in calcium alginate-immobilised 
Zymomonas mobilis cells with the concentration of glucose and fructose. The 
reactions were performed at pH 6.4 and 39oC. 
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values above 9.0 and below 5.5 had a negative effect on the enzymatic activity. This 

was not observed in previous works with immobilised Z. mobilis cells (CHUN & 

ROGERS, 1988; REHR et al., 1991), being this probably due to the different 

immobilisation conditions used.  

With respect to the temperature, activity assays were carried out in the range of 34 to 

59oC and results are shown in Figure 2B. An increase of approximately 35% in the 

enzymatic activity was observed between 44 and 52oC when compared to results 

obtained at 39oC.  

Some of the best results for pH and temperature, as shown in Figure 2, were combined 

and compared with the standard conditions used to determine the enzymatic activity of 

immobilised system. 

 

These results are summarised in Table 1 where it can be seen that the combination of 

temperatures in the range 47-50°C and pH values of 7.8-8.2 led to GFOR/GL activities 

over 80 % above those measured at the standard conditions (pH 6.4 and 39°C). The 
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Figure 2 – Influence of pH [A], at 39°C, and temperature [B], at pH 6.4, on the enzymatic activity of the 
GFOR/GL complex present in calcium alginate - immobilised Zymomonas mobilis. Reactions were 
carried out in 0.7M glucose/fructose solution. 
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higher enzymatic activity obtained with pH values above those normally used with non-

immobilised cells could be related to the diffusional barrier represented by the calcium 

alginate beads that would difficult the contact between substrates and enzymes. In this 

case, the accumulation of gluconic acid inside the calcium alginate beads would lead to 

the reduction of pH in the inner space of beads, affecting, consequently, the behaviour 

of the enzymatic system. As such, higher external pH values would promote the 

increase of pH inside the beads to levels near the ideal point for the non-immobilised 

system, thus favouring the reaction.  

 

Table 1 – Effect of combined values of temperature and pH on the GFOR/GL activity in calcium 

alginate immobilised Zymomonas mobilis cells. The activities are presented in relation to that 

measured at the standard conditions (pH 6.4 and 39ºC). 

 

 Relative GFOR/GL activity (%) 

Temperature  

(oC) 
pH 6.4 pH 7.8 pH 8.2 pH 8.7 

39 100 152 nd nd 

43 130 173 167 151 

45 127 178 170 nd 

47 144 183 181 165 

50 154 184 nd 178 

52 nd 171 nd nd 

nd – not determined 

 

With respect to the results of reaction temperature tests in which superior activities were 

found at 47-50°C, one can suggest that the higher temperatures led to the occurrence 
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of a greater diffusion flux through the alginate beads thus allowing a more adequate 

environment for the action of GFOR/GL.  

To check such a hypothesis, the internal pH of calcium alginate beads was estimated 

after 5 hours of bioconversion carried out at different temperatures and values of pH. 

The results are shown in Table 2. In all cases, pH values were significantly lower than 

6.4 that is considered as the optimal for free Z. mobilis cells, as already mentioned. By 

comparing the results, however, one can see that higher external pH and temperature 

resulted in an internal reaction condition closer to the optimal for the enzymatic system.  

 

Table 2 – Internal pH of calcium alginate beads containing CTAB-permeabilised Zymomonas 

mobilis cells after 5 hours of bioconversion at different temperature and pH values. Reactions 

were carried out in 0.7 M glucose/fructose solution. 

 

 

Reaction pH  Reaction temperature 

(°C) 

pH after treatment with 

deionised boiling water 

6.4 39 5.1 

6.4 47 5.4 

7.8 39 5.4 

7.8 47 5.6 

 

 

3.3. Bioproduction of gluconic acid and sorbitol with immobilized Zymomonas mobilis 

under different pH and temperature  

With the aim of assessing the effect of pH and temperature on the bioconversion 

process, the standard conditions described in the literature (pH 6.4 and 39oC) were 
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compared with those determined as optimal in the previous experiments of the present 

work (pH 7.8 and 47oC) at different combinations of these parameters. The general 

results of these experiments are shown in Table 3 whereas the time course of each run 

is depicted in Figures 3A and 3B.  

 

Table 3 – Results of bioconversion runs carried out at different temperatures and pH values with 

calcium alginate immobilised Zymomonas mobilis cells. For all cases, initial glucose/fructose 

concentration 0.7 M was used. 

 

pH / temperature (°C) Maximum specific rate 

of gluconic acid 

formation (mmol/g/h) 

Conversion yield 

(% of theoretical 

maximum) 

6.4 / 39 5.2 95 

6.4 / 47 7.9 93 

7.8 / 39 8.3 93 

7.8 / 47 8.9 82 

 

 

As shown in Table 3, the maximum specific rate of gluconic acid formation (vm), 

calculated during the first hour of process, was favoured when pH was kept at 7.8 for 

both temperatures or at 47ºC for both pH values. Such results corroborate the prior 

conclusions obtained from the activity tests, but only partially, since the difference in 

enzyme action between the bioconversion run carried out at pH 7.8 and 47ºC and the 

further conditions tested was not so large as that shown in Table 1.  

 



 

 

156 

 

As shown in Figures 3A and 3B, process times were longer at pH 6.4 (9 to 10 hours). At 

this pH, conversion yields over 90 % of the theoretical maximum were obtained (Table 

3). At pH 7.8 and 39ºC, the reaction was finished after 7-8 hours (Figure 3B) and a 

conversion yield of 93 % was attained (Table 2). For the experiment performed at pH 

7.8 and 47ºC, however, the run stopped after ca. of 6 hours (Figure 3B) and only 82 % 

of the substrate was converted to product despite the highest vm calculated for this 

condition (Table 3).  

The thermal de-activation of the enzymatic complex can be taken in account as an 

immediate hypothesis to explain the behaviour observed in the bioconversion at 47ºC 

and pH 7.8. According to GOLLHOFER et al. (1995), the loss of activity of GFOR is 

linked to its own catalytic action. Thus, one could suppose that the interruption of 

bioconversion would be a direct consequence of the intense activity at this condition. 

Such an interpretation, however, fails if considered the similar values of vm calculated 

for the experiments at pH 7.8 and 39ºC and pH 6.4 and 47ºC in which significantly 

higher conversion yields were obtained. 

Figure 3 – Time course of gluconic acid production at different pH and temperatures values with calcium 
alginate - immobilised Zymomonas mobilis cells. For all cases, initial glucose/fructose concentration of 
0.7 M was used. 
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Another possibility to explain these results is that a high pH value of the reaction 

medium favors the action of the GFOR/GL complex present in calcium alginate 

immobilised Zymomonas mobilis cells, since an adequate pH for the enzyme activity – 

close to 6.4 – would be present in the inner space of the beads. In this case, three 

aspects must be taken in account: i) pH equilibrium between inner and outer space of 

calcium alginate beads depends on the mass flux of substrates and products, especially 

on the gluconic acid flux, ii) mass flux depends on the concentration of substrates and 

products in both inner and outer space of beads, and iii) concentrations of all of these 

substances in medium or inside the beads depend on their rates of formation or 

consumption as well as on the mass flux.  

The ideal pH range for the immobilised system was defined from results obtained in the 

activity tests, which take about 1 hour to be accomplished. As such, in the short time 

course of these tests, a permanently high mass flux, close to the maximum, would have 

occurred in the system providing equilibrium at constant pH values inside and outside 

the calcium alginate beads. In bioconversion conditions, on the other hand, gluconic 

acid formation rate, which is almost constant (vm) up to 3-4 hours of process (Figure 3A 

and 3B), shows decreasing values as substrates are consumed and, therefore, 

enzyme/substrate affinity is reduced. Thus, gluconic acid mass flux would also decrease 

and the pH inside the beads would increase towards the concentration present in the 

medium, being that a possible explanation for the bioconversion at pH 7.8 and 47ºC. In 

a previous work of our group (unpublished data), no activity of GFOR/GL was detected 

in free cells of Z. mobilis at pH 7.8 and 39ºC. 

To support the prior discussion, four successive 3-hour bioconversion experiments 

using the same calcium alginate beads were performed to evaluate the thermal stability 
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of the immobilised system at different pH values and temperatures. The results of these 

tests are represented in Figure 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As shown in Figure 4, as pH and temperature got closer to the best conditions for the 

expression of the enzymatic activity in immobilised system (pH 7.8 and 47ºC), larger 

losses of enzymatic activity from the first to the fourth cycle of bioconversion were 

noticed, agreeing with the conclusions previously reported by GOLLHOFER et al. 

(1995). At pH 7.8 and 47ºC, however, almost 75 % of the specific gluconic acid 

formation rate, which is dependent on the enzymatic activity, remained in the beads 

after a total operation time of 12 hours. Then, the early interruption of gluconic acid 

formation verified in the bioconversion at pH 7.8 and 47ºC could not be attributed 

exclusively to the thermal de-activation of GFOR/GL, reinforcing the hypothesis of an 

inadequate pH inside the beads after the initial hours of process.  

Figure 4 – Remaining specific gluconic acid formation rates measured after four 
successive 3-hour bioconversion runs with calcium alginate - immobilised 
Zymomonas mobilis cells, at different pH values and temperatures. Initial 
glucose/fructose concentration of 0.7 M was used in each cycle. 
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In Figure 5 is depicted the time course of an experiment carried out at 47ºC in which pH 

was initially controlled at 7.8 and afterwards changed to 6.4 when the reaction rate 

begin to decrease (curve A). The variation of gluconic acid with time in the experiment 

run completely at pH 7.8 and 47ºC (curve B) is also shown to facilitate the comparison 

between the two conditions.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As can be seen in the Figure 5, curve “A” shows a trend towards stabilisation in a 

similar way of curve “B”. However, from the moment pH was reduced to 6.4, the 

reaction rate increased and a conversion yield over 90% was achieved, confirming the 

interpretation presented in this work and suggesting that a variable pH value should be 

used along the process in order to obtain both high conversion yield and productivity. 

 

 

Figure 5 - Time course of gluconic acid production at different pH and 
temperatures values with calcium alginate - immobilised Zymomonas 
mobilis cells. The initial pH of both bioconversion runs (A and B) was 
7.8. In the bioconversion represented by the curve A, the pH value 
was changed to 6.4 at the time indicated by the arrow. For all cases, 
initial glucose/fructose concentration of 0.7 M was used. 
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4. Conclusions 

 

The biotechnological process for sorbitol and gluconic acid production can become 

economically feasible if an efficient and stable enzymatic system is available. In this 

work, we improved the knowledge on the sorbitol and gluconic acid production by 

enzymatic glucose-fructose oxidoreductase / glucono-δ-lactonase system of Z. mobilis 

immobilised in calcium alginate. Our results have confirmed that the immobilised system 

is stable and can be used in long-term operation. On the other hand, the diffusional 

barrier represented by calcium alginate beads hinders the transport of gluconic acid from 

the inner space of the beads to the external medium, resulting in an inadequate 

environment for enzyme action. As such, a higher external pH values would promote a 

pH increase inside the beads to values close to the ideal value for the free enzyme 

complex, whereas higher temperatures would lead to a greater mass flux for substrates 

and products thus allowing a more adequate environment for the enzyme action. The 

results suggest that a variable pH and a constant temperature are the best conditions 

for the achievement of good conversion yields and productivities in this process. 
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

Como resultado geral mais expressivo, este estudo destaca a 

potencialidade da bioprodução de ácido lactobiônico e sorbitol a partir de lactose 

e frutose, respectivamente, pelo complexo glicose-frutose oxidorredutase / 

glucono-δ-lactonase (GFOR/GL) presente em células da bactéria anaeróbia 

Zymomonas mobilis. Adicionalmente, obtiveram-se novas informações sobre a 

produção de GFOR/GL e de etanol por Z. mobilis e sobre as características deste 

complexo enzimático com relação a alguns parâmetros fundamentais. 

 Na etapa inicial, foi abordada a etapa fermentativa em biorreator de 

bancada, na qual foi estudada a produção de biomassa/enzimas e etanol, 

comprovando-se a possibilidade de uso de um extrato de levedura bruto, de baixo 

custo, como fonte de vitaminas e nitrogênio orgânico no cultivo de Z. mobilis. 

Também foi comparado o efeito da condução do regime descontínuo e 

descontínuo alimentado de fermentação, comprovando-se a conveniência do 

emprego do regime descontínuo alimentado para a obtenção de atividade de 

GFOR/GL semelhante à obtida em batelada e concentração de etanol acima de 
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90 g/L, com a produtividade, neste caso, sendo favorecida pela não ocorrência de 

inibição pela concentração de glicose. Ressalte-se que o etanol pode ser incluído 

como um importante componente do balanço econômico do processo. 

 Na seqüência, foram conduzidos os estudos enzimáticos e de 

bioconversão. Em reator de mistura completa, avaliaram-se diferentes aldoses 

que, associadas a frutose, permitiram a obtenção de sorbitol e dos respectivos 

ácidos orgânicos, respectivamente, pelo complexo GFOR/GL contido em células 

Z. mobilis. São raras as informações sobre a atividade catalítica de GFOR/GL 

frente a substratos alternativos a glicose. Maior atenção foi dada à lactose, apesar 

da menor afinidade entre o complexo enzimático GFOR/GL e este substrato, 

tendo em vista a importância comercial do produto formado na reação, o ácido 

lactobiônico, obtendo-se concentração deste produto superior a 500 mmol/L, com  

conversão de 85%.  

 Nos testes enzimáticos realizados, obtiveram-se dados importantes em 

termos de atividade e estabilidade enzimática frente ao pH, temperatura e 

concentração de substratos, com células livres e imobilizadas em alginato de 

cálcio. Com o sistema imobilizado de Z. mobilis, particularmente, amplas faixas de 

pH (6,4 a 7,5) e temperatura (39 a 47oC) para a atividade enzimática foram 

verificadas, constando-se, ainda, a possibilidade de reutilização das células 

imobilizadas em processos consecutivos. Apesar da menor velocidade de 

formação de produto obtida neste sistema (50% inferior em relação ao uso de 

células livres), em função, principalmente, de problemas de transferência de 

massa, o custo da imobilização pode ser compensado pelo alto valor agregado e 

pelas aplicações do ácido lactobiônico na área médica e na de cosméticos.  
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 A bioprodução de ácido lactobiônico, nas condições previamente definidas, 

mostrou elevada conversão (cerca de 85 %), com concentrações finais de produto 

superiores a 20% (m/v). Estes dados são ainda mais relevantes por tratar-se de 

um processo biotecnológico, operado em condições brandas de pH e 

temperatura, para o qual prevê-se um custo de instalação relativamente baixo.  
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7 PERSPECTIVAS 

 

 

 Este trabalho demonstrou a viabilidade da bioprodução de sorbitol e ácidos 

orgânicos por enzimas de Zymomonas mobilis, deixando em aberto, no entanto, 

vários aspectos do processo que necessitam ser aprofundados. A seguir, são 

mencionados alguns estudos em desenvolvimento nesta linha de pesquisa.  

A partir deste estudo, foi concluída uma dissertação de mestrado no 

Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia (PPGBIO) da UCS, em que 

avaliou-se o uso do sistema de eletrodiálise para a separação de sorbitol e ácido 

lactobiônico.  

Na Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, Portugal, numa 

tese de doutoramento, vem sendo estudada a separação dos mesmos produtos 

por cromatografia.  

Ainda no ano de 2008, prevê-se a submissão ao PPGBIO da UCS um 

projeto de dissertação em que será abordada a operação do sistema imobilizado 

em biorreator de coluna em leito fixo e leito fluidizado em regimes descontínuo e 

contínuo. 
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 A produção de GFOR/GL e etanol em regime descontínuo alimentado, com 

diferentes estratégias de alimentação, continua em estudo, uma vez que o etanol 

pode ser usado na etapa de recuperação dos produtos por precipitação por 

solventes, além do interesse nas suas muitas aplicações industriais e como 

combustível. 

 Considerando a aplicação do ácido lactobiônico na indústria de cosméticos, 

a substância produzida pelo bioprocesso com Z. mobilis está sendo caracterizada 

com respeito aos isômeros formados e avaliada com respeito à sua capacidade 

antioxidante em testes in vitro e in vivo. Na seqüência, contando com a participação 

de pesquisadores da área da Farmácia, serão desenvolvidas formulações de 

cosméticos tendo o ácido lactobiônico produzido por este processo como princípio 

ativo.   
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9 APÊNDICES 

  

 

 Alguns trabalhos complementares relacionados a esta tese são 

apresentados neste item. 

 

 

 9.1 Artigo: Formulation of medium for growth and production of 

ethanol and intracellular enzymes by Zymomonas mobilis. Brazilian 

Archives of Biology and Technology, 49:139-144, 2006. 

 

Este trabalho contém um conjunto de informações obtidas em pesquisa 

desenvolvida no Laboratório de Bioprocessos do Instituto de Biotecnologia da 

Universidade de Caxias do Sul (IB/UCS), serviu como base para os ensaios de 

fermentação discutidos nesta tese. 
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 9.2 Artigo: Quantification of lactobionic acid and sorbitol from 

enzymatic reaction of fructose and lactose by high-performance liquid 

chromatography. Journal of Chromatography A, 1145:128-132, 2007. 

 

Este artigo inclui alguns resultados parciais de uma cooperação 

envolvendo o Laboratório de Bioprocessos do Instituto de Biotecnologia da 

Universidade de Caxias do Sul e o grupo de pesquisa do Laboratório de 

Separação e Reacção da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, 

Portugal. O treinamento foi realizado no contexto do Programa Alfa 2 / Rede Jean 

Mermoz, Projeto de Formação de Investigadores, no período de dezembro de 

2004 a março de 2005.  

Os resultados apresentados neste artigo serviram como base para o 

estabelecimento da metodologia analítica realizada no Laboratório de Referência 

Enológica do Rio Grande do Sul (LAREN), da Divisão de Enologia do 

Departamento de Produção Vegetal da Secretaria da Agricultura e Abastecimento 

(SAA/RS), Caxias do Sul, RS. 
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7.4 Produção técnica  

1. SILVEIRA MM, MALVESSI E, CARRA S, PASQUALI FC, POLIDORO TA. 

Processo de produção e recuperação de sorbitol e ácidos orgânicos ou seus sais, 

preparação de elevada pureza isomérica de ácidos orgânicos ou seus sais. 

Depósito de pedido de patente de invenção, 2007. 


