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1 RESUMO

A imobilizacao de células ou
enzimas representa uma alternativa
para a conducio de bioprocessos
uma vez que, teoricamente, 0s
biocatalisadores imobilizados ficam
retidos para serem utilizados por tem-
po indefinido.

E dificil definir quais os melho-
res suportes e técnica de imobiliza-
¢ao a serem utilizados na imobiliza-
cao de células ou enzimas especifi-
cas, pois hd uma ampla variacio nao
sO nas caracteristicas dos materiais a
serem imobilizados, mas também nas
condi¢oes prevalecentes durante o
processo.

A presente revisao busca deta-
lhar alguns dos principais suportes
utilizados para a imobilizacao de cé-
lulas ou enzimas, visando a producao
de insumos de interesse industrial a
partir de diferentes matérias-primas.

2 INTRODUCAO

2.1 O que é imobilizacao?

A imobilizacao pode ser defini-
da como o movimento ndo indepen-
dente das células ou enzimas na
parte aquosa do sistema, por esta-
rem alojadas dentro ou na superficie
do agente imobilizador (TAMPION e
TAMPION, 1988). A imobilizacao tam-
bém ¢é definida como a fixacao de
enzimas ou células vivas em um
ambiente, de maneira que sua ativi-
dade catalitica nao seja afetada ne-
gativamente (CANTARELLI, 1989).
O uso em processo continuo, o au-
mento da estabilidade e o
reaproveitamento do material biol6-
gico sdo considerados como as prin-
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cipais vantagens propiciadas pela
imobilizacao (VITOLO, 1988; CAR-
VALHO, CANILHA e SILVA, 2006).
Existem dois tipos de leito para
a imobilizacao de células, os que as
aprisionam fisicamente e os que as
aderem a superficie. No primeiro
caso, sao encapsuladas em glébulos
ou fibras feitas de polissacarideos, de
proteinas ou de polimeros sintéti-
cos. No segundo, as células sao fixa-
das ao suporte de imobilizacao dire-
tamente por ligacdes quimicas
(idnicas ou covalentes) (MEERSMAN,
1992). Como exemplo de um mate-
rial para adesao superficial de células
destaca-se DEAE celulose (dietil
amino etil celulose), material dura-
vel, inerte e ndo poroso, além de
fraco trocador idnico. Suas particulas
tém superficie suficientemente irre-
gular para formar um tracado perme-
avel de alta resisténcia ao entupi-
mento. Este material tem mais afini-
dade com leveduras do que com
bactérias. As leveduras imobilizadas
em DEAE celulose sao aplicadas na
maturacio continua de cerveja e na
producio de cerveja livre de dlcool
ou de baixo teor alcodlico
(MEERSMAN, 1992; Van IERSEL et
al., 2000). Como exemplos de mate-
rial usado para o aprisionamento fisi-
co de células, destacam-se as mem-
branas de alumina, que promovem o
alojamento das células no interior de
seus porosirregulares, formando uma
trama permedvel de alta resisténcia
ao entupimento e reduzindo ao mi-
nimo as contaminacoes
(BORENSTEIN, 2003).

2.2 Imobilizacio versus
cé€lulas livres
O uso de sistemas com células



imobilizadas tem sido considerado
como uma alternativa viavel para se
aumentar a produtividade em razao
das elevadas densidades celulares
normalmente obtidas (RAMA-
KRISHNA e PRAKASHAM, 1999).

A imobilizacao eleva a atividade
fermentativa da levedura, promo-
vendo a adaptacao das células ao
meio e eliminando a fase lag em
bateladas sucessivas de fermentacao
(DURAN e BAILEY, 1986). Em siste-
mas continuos, ha uma diminuicao
do risco de contamina¢iao em opera-
coes com altas taxas de diluicao e
alta concentracao de células, haven-
do também reducio da formacio de
subprodutos por células residuais e
eliminando a necessidade de remo-
cao das células ou de reciclo, tornan-
do a extracao do produto mais efici-
ente (WILLTAMS e MUNNECKE,
1981). Em sistemas com cé€lulas imo-
bilizadas consegue-se maior massa
de células por unidade de volume de
trabalho do que em sistemas
descontinuos, continuos e de recu-
peracio de células trabalhando com
células livres (WILLIAMS e
MUNNECKE, 1981; PILKINGTON,
MARGARITIS e MENSOUR, 1998).
Outras vantagens do uso de células
imobilizadas em relacao ao uso de
células em suspensio no meio de
fermentacao sao: a facilidade de
reutilizacao dos biocatalisadores, o
aumento da estabilidade destes
biocatalisadores e a reducao de cus-
tos operacionais (PILKINGTON,
MARGARITIS e MENSOUR, 1998;
RAMAKRISHNA e PRAKASHAM,
1999; CARVALHO, CANILHA e SIL-
VA, 20006). O sistema que usa células
livres de leveduras em modo conti-
nuo de fermentacio é limitado, uma
vez que podem ocorrer perdas de
células no fermentador. Além disso,
as cé€lulas imobilizadas sao mais re-
sistentes a condicdes adversas, uma
vez que a matriz de imobilizaciao
geralmente resulta em maior prote-
cao a estas células. Por este motivo,
procura-se produzir etanol com cé-
lulas imobilizadas (LEE, AHN e RYU,
1983).

Os reatores com células imobili-
zadas permitem alto desempenho
porque trabalham com altas densida-
des de células fixadas nos suportes.

Uma desvantagem € que o estado
fisiologico dos organismos nao pode
ser controlado (BORENSTEIN, 2003).
Isto € particularmente prejudicial nos
sistemas em que o metabdlito se-
cunddrio € o produto principal, pois
¢ produzido na fase estaciondria ou
de decréscimo de atividade
(HAMDY, KIM e RUDTKE, 1990).

Resumidamente, ha trés moti-
vos basicos para aceitar a imobiliza-
cio de células: 1-reutilizar o
biocatalisador por mais de um ciclo
fermentativo; 2- usar um processo
continuo sem reciclo celular; 3- au-
mentar a estabilidade do
biocatalisador em relacao as varia-
¢oes de pH, temperatura, concen-
traciao de nutrientes ou do meio de
fermentacao (HAMDY, KIM e
RUDTKE, 1990).

Atualmente, a importancia e o
interesse desta tecnologia sao ilus-
trados pelo grande nimero de publi-
cacoes observadas nos ultimos anos
e também pela estabilizacio de al-
guns processos em escala industrial
(FREEMAN e LILLY, 1998;
RAMAKRISHNA e PRAKASHAM,
1999; Van IERSEL et al., 2000; CAR-
VALHO et al., 2005).

2.3 Células imobilizadas
versus enzimas imobilizadas

A dificuldade em se recuperar a
enzima do meio reacional ao final da
catalise, aliada a instabilidade e fre-
quente inadequabilidade para uso
em determinados solventes e/ou con-
di¢des de pH, temperatura e expo-
sicao a agentes desnaturantes, po-
dem ser superadas por meio da imo-
bilizacao. A enzima imobilizada pode
ser reutilizada e € normalmente mais
estavel em relacao a enzima livre,
com a vantagem adicional de possi-
bilitar a utilizacao de um processo
continuo (CARVALHO, CANILHA e
SILVA, 20006). Porém, a medida que
os estudos com células imobilizadas
avancaram, observou-se que a imo-
bilizacao de células € mais vantajosa
em relacio a imobilizacio de
enzimas, pois evita o trabalho de
extrai-las dos microorganismos para
fixa-las, em seguida, a um suporte
(CHIBATA, TOSA e SATO, 1983).
Nos processos onde hd imobilizacao
de células, a fermentacao € acelera-

da por causa do aumento da densida-
de celular. Assim € possivel conduzir
a operacao continua com alta taxa de
diluicao, atingir rendimento especi-
fico mais alto, eliminar fermentadores
mais caros e exercer controle facil e
mais eficiente do processo
fermentativo (KOLOT, 1980).

Quando os cofatores sao neces-
sarios no processo biotecnologico, o
uso de células é preferivel ao de
enzimas imobilizadas, pois as células
possuem a capacidade de regenerar
os cofatores naturalmente, além de
nao requerer etapas de extracio e
purificaclo, apresentar menor custo
e maior resisténcia a perturbacoes
ambientais. As células podem ser
imobilizadas sem perda significativa
de sua atividade catalitica e, portan-
to, sao mais eficazes quando se trata
de catalisar uma série de reacoes
subsequientes, além de apresenta-
rem alta estabilidade operacional e
de armazenamento (CORCORAN,
1985).

3 METODOS DE IMOBILIZACAO
E TIPOS DE SUPORTE

O método e o tipo de suporte a
serem empregados em um determi-
nado processo devem ser estabele-
cidos empiricamente, recaindo a es-
colha do bindmio suporte-método
sobre aquele que apresentar maior
retencao da atividade. A escolha do
método de imobilizacao e do tipo de
suporte dependerd basicamente de
dois fatores: 1- das caracteristicas
peculiares do material biologico; 2-
das condicdes de uso do sistema
imobilizado. Face a variabilidade
destes fatores, pode-se afirmar que
nao existe um método geral de imo-
bilizacao e nem um suporte univer-
sal, adequados para qualquer pro-
cesso (CORCORAN, 1985; VITOLO,
1988).

3.1 Métodos de imobilizacao

Existem varios métodos para a
imobilizacao de biocatalisadores. Es-
tes métodos podem ser divididos
em quatro grandes grupos, confor-
me ilustrado na Figura 1.

O método de imobilizacao por
meio de auto-agregacdo envolve a
agregacao ou a floculacao das célu-
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Figura 1 - Métodos de imobilizacao de enzimas e células

las de maneira natural ou artificial-
mente induzida. Desta forma, os
biocatalisadores siao ligados entre si
sem a necessidade de uso de um
suporte de imobilizacdo. A floculacao
natural ¢ uma propriedade de relati-
vamente poucas células. Além disso,
agregados celulares naturais sao ge-
ralmente instdveis e sensiveis a ten-
soes de cisalhamento, sendo neces-
saria a adi¢do de agentes quimicos
que formam ligacdes cruzadas entre
células, como glutaraldeido, durante
a imobilizacio (GROBOILLOT etal.,
1994).

O método de imobilizacao por
meio de ligacao a superficies pode
ser realizado por meio de interacoes
ibnicas ou adsortivas, ou através de
ligacdes covalentes entre grupos
reativos do suporte e do
biocatalisador. A ligacao por meio de
adsor¢io e/ou interacdes iOnicas é
um método simples e barato, exis-
tindo a possibilidade de regenerara
matriz utilizada, porém apresenta
como desvantagem a vulnerabilidade
de perda dos biocatalisadores imobi-
lizados para o meio reacional impe-
dindo o trabalho em condi¢des mui-
to severas. Para aumentar a massa de
biocatalisadores imobilizados, supor-
tes porosos tém sido geralmente

utilizados, permitindo a ligacao do
biocatalisador também a estrutura
superficial interna. Por outro lado, a
imobilizacao por meio de ligacoes
covalentes resulta em uma interacao
biocatalisador-suporte mais forte,
sendo a principal desvantagem o
risco de danos a membrana celular,
no caso de imobilizacao de células
(GROBOILLOT et al., 1994;
PRADELLA, 2001).

A imobilizacao por meio de apri-
sionamento em matrizes porosas,
como o alginato e a carragena, nor-
malmente envolve a sintetizacao in
situ da matriz porosa em torno dos
biocatalisadores a serem imobiliza-
dos. Os poros da matriz formada sao
menores que as células contidas no
interior (PRADELLA, 2001). Este
método tem sido extensivamente
estudado para a imobilizacao de cé-
lulas viaveis, devido a possibilidade
de uso de polimeros hidrofilicos
biocompativeis como suportes de
imobilizacao (GROBOILLOT et al.,
1994). Além disso, as células imobi-
lizadas em uma matriz hidrofilica
podem ser protegidas de condicoes
nao adequadas de pH, temperatura,
solventes organicos e/ou compostos
inibidores presentes no meio de fer-
mentacao (PARK e CHANG, 2000).
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Como principais desvantagens sao
citadas: o pequeno volume disponi-
vel para a contencio das células
imobilizadas, a perda de células para
o meio de fermentacao e a instabili-
dade dos suportes normalmente uti-
lizados, que limita a utilizacao dos
agregados porlongos periodos (PARK
e CHANG, 2000; PRADELLA, 2001).

O método de imobilizacao por
meio de contencao por barreiras en-
volve a utilizacio de membranas
pré-formadas (reatores do tipo
hollow fiber) ou a formacio in situ
da membrana em torno das células a
serem imobilizadas (KAREL, LIBICKI
e ROBERTSON, 1985). Este método,
também  conhecido como
encapsulamento, tem sido utilizado
como uma tecnologia alternativa ao
aprisionamento em matrizes poro-
sas, uma vez que oferece vantagens
como maijor capacidade de conten-
cao de células e prevencao da perda
de células para o meio de fermenta-
¢do. Devido a auséncia de nucleo
gelificado, as limitacoes a transferén-
cia de massa também sao reduzidas
(PARK e CHANG, 2000).

Face ao exposto, todos os mé-
todos de imobilizacio apresentam
vantagens e desvantagens. Embora
a estabilidade das células nao possa
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Figura 2 - Tipos de reatores para trabalhos com células imobilizadas:
(a) reator de mistura; (b) reator de leito empacotado; (¢) reator de leito fluidizado

ser garantida em todos os casos, as
seguintes vantagens sao citadas:
inoculo retido no suporte, possibili-
dade de melhor controle das propri-
edades reoldgicas do meio, maior
pureza e rendimento de produtos,
nao ha necessidade de extracio e
purificacao das enzimas e podem ser
esperados resultados econdmicos
mais favordaveis (GROBOILLOT et
al, 1994; PRADELLA, 2001).

3.2 Tipos de suporte

Na literatura sao citados inime-
ros materiais inertes que podem ser
usados como suportes. A natureza
fisica destes suportes varia desde
materiais geliformes (alginato, alco-
ol polivinilico, carragena, etc) até
superficies soélidas (vidro poroso,
Eupergit C, alumina, etc). Os supor-
tes podem ser classificados em cinco
tipos fundamentais: 1. microporosos
ou nao porosos (vidro, silica, nylon);
2. microencapsulados (nitrocelulose,
triacetato de celulose); 3. polimeros
com moderado grau de ligacoes cru-
zadas (poliacrilamida); 4. polimeros
com baixo grau de ligacoes cruzadas
(sephadex, DEAE celulose); 5.
macroporosos (silica, alumina)
(VITOLO, 1988; GERBSCH e
BUCHHOLZ, 1995).

Os materiais utilizados como su-
portes deveriam idealmente ser en-
contrados com facilidade e abundan-
cia, ter baixo custo, resultar em baixo

custo de imobilizacao, facilidade de
operacao em grande escala, nao apre-
sentar toxidez as células, apresentar
alta capacidade de retencdo e ter
resisténcia mecanica para uma longa
vida operacional (NAGASHIMA,
1984; PRADELLA, 2001). Os supor-
tes inorganicos sao mais vantajosos
que os organicos pela durabilidade,
densidade, estabilidade e controle
de porosidade (NAGASHIMA, 1984).
Segundo MOUEDDEB et al. (1996),
0s materiais inorganicos também
apresentam como vantagem a facili-
dade de esterilizacao e limpeza.

3.3 Tipos de reatores
utilizados com células
imobilizadas

Os reatores para trabalhos com
células imobilizadas podem ser divi-
didos em trés categorias, de acordo
com o padrao de fluxo: reatores de
mistura, reatores de leito empacota-
do e reatores de leito fluidizado (Fi-
gura 2). Estes reatores podem tam-
bém ser modificados para melhorar
as caracteristicas de transferéncia de
massa e a capacidade de controle
das condicoes de cultivo ou para
minimizar o estresse imposto ao su-
porte de imobilizacio (FUKUDA,
1994; BARON, WILLAERT e BACKER,
1996).

Os fatores que devem ser leva-
dos em consideracao quando da es-
colha de um determinado tipo de
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reator para o cultivo de células imo-
bilizadas sao: 1- requerimentos de
transferéncia de massa (principal-
mente suprimento de oxigénio e
remoc¢ao de gases), 2- método de
imobilizacao empregado, 3- caracte-
risticas da matriz de imobilizacao
utilizada, 4- natureza do substrato, 5-
requerimentos para o cultivo do
microorganismo utilizado (FUKUDA,
1994; PILKINGTON, MARGARITIS e
MENSOUR, 1998). A escolha inade-
quada do reator pode provocar rom-
pimento do suporte de imobilizacao.
Desta forma, € importante escolher
um reator que permita uma adequa-
da mistura do meio sem provocar
danos a matriz de imobilizacao
(PILKINGTON, MARGARITIS e
MENSOUR, 1998).

Os reatores de mistura repre-
sentam o tipo de reator mais ampla-
mente utilizado para o cultivo de
células em suspensio, seja em esca-
la laboratorial, seja em escala indus-
trial (BARON, WILLAERT, BACKER,
1996). Embora vérios tipos de turbi-
nas possam ser utilizados, a principal
desvantagem relativa ao uso deste
tipo de reator para o cultivo de
células imobilizadas refere-se a ten-
sao de cisalhamento imposta a matri-
zes sensiveis (GROBOILLOT et al.,
1994). Este reator apresenta vanta-
gens como facil controle de tempe-
ratura e pH, e a sua operacdo em
modo continuo ¢ adequada em casos
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de inibicao pelo substrato (FUKUDA,
1994). Além disso, oferece as me-
lhores caracteristicas de mistura e
transferéncia de  oxigénio
(GROBOILLOT et al., 1994).

Nos reatores de leito empacota-
do, os agregados imobilizados sdo
empacotados em uma coluna, atra-
vés da qual o meio de fermentacao é
passado. Apesar da simplicidade de
design e baixo custo, este tipo de
reator € mais utilizado em fermenta-
¢oes anaerObicas. Para cultivos
aerébios, entretanto, a aeracao do
meio de fermentacdo geralmente nao
¢ suficiente para oxigenar todo o
reator devido a deplecao ripida do
oxigénio no inicio da coluna
(GROBOILLOT et al., 1994). Além
disso, desvios do comportamento
ideal de fluxo, do tipo plug flow, sao
constantemente observados durante
as fermentacdes por motivos diver-
sos (acimulo de gases como de CO ,,
compactacio do leito, acimulo de
biomassa suspensa), levando a for-
macao de caminhos preferenciais, o
que prejudica as taxas de producao
através de limitacoes a transferéncia
de massa (FUKUDA, 1994).

Os reatores de leito fluidizado
representam um compromisso entre
os reatores de mistura e os reatores
de leito empacotado, aliando as boas
condicoes de mistura (caracteristica
dos reatores de mistura) as baixas
tensoes de cisalhamento (caracteris-
tica dos reatores de leito empacota-
do). Em contraste com os reatores de
leito empacotado, os reatores de
leito fluidizado facilitam a mistura
entre as fases liquida e solida, facili-
tam a remocao de gases e minimizam
a pressao sobre o leito de agregados
imobilizados. Para a obtencao de boas
caracteristicas de fluidizacao, a dife-
renca de densidade entre os agrega-
dos celulares e o meio de fermenta-
cao deve ser a maior possivel. Desta
forma, géis de hidrocoldides
hidratados, como alginato de calcio,
nao sao recomendados devido a se-
melhanca de densidades entre o
polimero e o meio de fermentacio
aquoso. Dependendo do tamanho e
densidade do suporte, das taxas de
fluxos de gases e liquidos e da geo-
metria do leito, diversos padroes de
mistura podem ser obtidos nos quais

as fases liquidas e solidas podem
estar sendo adequadamente mistu-
radas ou nao. Desta forma, depen-
dendo das condi¢des hidrodinamicas
do sistema, os agregados celulares
podem sofrer limitacdes de transfe-
réncia de massa, o que ird prejudicar
as taxas de producao (GROBOILLOT
et al., 1994).

3.4 Suportes utilizados paraa
imobilizacio de enzimas
Existem diversos materiais que
podem ser utilizados como suporte
para a imobilizacao de enzimas. En-
tre eles, Eupergit C, alumina e silica
(Tabela 1) tém sido bastante repor-
tados na literatura.

3.4.1 Eupergit C

Eupergit C € um suporte que
consiste em microesferas
macroporosas, desenvolvido através
da copolimerizacao de N,N’-
metileno-bis-metacrilamida, glicidil-
metacrilato, alil-glicidil-éter e
metacrilamida. Este suporte € quimi-
camente estdvel em qualquer valor
de pH, ou seja, pode imobilizar uma
enzima em qualquer faixa de pH
entre 0 e 14, na qual ela é estavel e
nao perde a sua atividade catalitica.
Eupergit C também € mecanicamen-
te estivel, uma vez que nao apre-
sentou nenhum desgaste ap6s 650
ciclos de operacio em reatores de
mistura com volumes de substrato
de até 1000L (KATCHALSKI-KATZIR
e KRAEMER, 2000). Este suporte ja
foi avaliado para a imobilizacao de
varias enzimas: [B-galactosidase de
Bacillus circulans, a-galactosidase
de Aspergillus oryzae, para transfor-
mar lactose em glicose e galactose,
ou produzir galacto-oligossacarideos
(HERNAIZ e CROUT, 2000);
ciclodextrina glicosiltransferase
(CGTase) de Thermoanaerobacter
sp., para a formacao de ciclodextrina
(MARTIN et al., 2003); B-glicosidase
de Aspergillus niger (Novozyme
188), para producio de etanol a
partir de hidrolisados lignocelul6sicos
(TU et al., 2006); lipase de Candida
rugosa, para producao de glicerol
(KNEZEVIC et al., 2006). A revisao
elaborada por KATCHALSKI-KATZIR
e KRAEMER (2000) apresenta uma
visao detalhada do assunto e tam-
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bém referencia outros trabalhos que
usaram este suporte para a imobili-
zacao de enzimas.

3.4.2 Alumina

A alumina € um material
inorganico, inerte, poroso, transpa-
rente, estavel e ndo téxico além de
apresentar boa durabilidade
(ALBRAS, 2003). Em ensaios que
fizeram uso da alumina para a imobi-
lizacao de enzimas, foi constatado
que este suporte € um material bas-
tante resistente a altas temperaturas
e pHs (COSTA et al., 2001). Confor-
me descrito por IDA, MATSUYAMA
e YAMAMOTO (2000), a membrana
de alumina pode ser usada como
suporte para a imobilizacao de
enzimas, pois ela é mecanicamente
forte e quimicamente estavel. Por
estas e outras caracteristicas a
alumina vem sendo utilizada na imo-
bilizacao de diversas enzimas:
catalase de Bacillus sp., para o
tratamento de efluentes téxteis (COS-
TA et al., 2001); glicoamilase de A.
niger (IDA, MATSUYAMA e
YAMAMOTO, 2000); lipase de
Candida antarctica, para sintese de
butil butirato (LOZANO et al., 2002);
amilase de Bacillus subtilis, utiliza-
da nas industrias alimenticias e
fermentativas (RESHMI, SANJAY e
SUGUNAN, 20006).

A alumina, a quitosana e a celu-
lose também foram utilizadas como
suportes na imobilizacdo da enzima
catalase de A. niger, para a decom-
posicao de peroxido. O sistema que
resultou em maior atividade foi a
imobilizacao em glutaraldeido-celu-
lose. A atividade da catalase em
glutaraldeido-celulose foi aumentan-
do apods alguns meses de estocagem,
provavelmente devido a formacao
de ligacodes covalentes entre a
enzima e o suporte, desenvolvidos
com o tempo. Ja a enzima imobiliza-
da na alumina ficou inativa e a estru-
tura da enzima imobilizada na
quitosana foi destruida (EBERHARDT
et al., 2004).

3.4.3 Silica
Silica € um produto sintético,
produzido pela reacao de silicato de
sodio e dcido sulfurico. Ao serem
misturados, forma-se um hidrosol que



Tabela 1 - Exemplos de suportes utilizados para a imobilizagéo de enzimas

Suporte Microorganis mo Enzima Referéncia
Bacillus circulans R-galactosidase Hermaiz e Crout (2000)
Aspergillus oryzae O-galactosidase Hemaiz e Crout (2000)
. Ciclodextrina
E tC 1
upergi Thermoanaeraobacter sp. glicositansirase Martin etal. (2003)
Aspergillus niger R-glicosidase Tu et al (2006)
Candida rugosa Lipase Knezevic etal. (2006)
Bacillus sp. Catalase Costa etal. (2001)
. ! Ida, Matsuyama e
A. niger Glucoamilase Yamamoto (2000)
Alumina
Candida antarctica Lipase Lozano etal. (2002)
. . . Reshmi, Sanjay e
Bacillus subtilis Amilase Sugwnan (2006)
Alumina, Quitosana )
e Cdluose A. niger Catalase Eberhardtet al. (2004)
Saccharomyces cerevisiae | Invertase David et al. (2006)
Silica gel

Caldariomyces fumago

Petri, Gambicori e

(lleng pRen EEED Salvadori (2004)

Silica gel eAlumina

Candida cylindracea

Moreno e Sinisterra

Lipase (1994)

Tabela 2 - Exemplos de suportes utiizados na imobilizagédo de células.

Suporte

Microorganismo

Referéncia

Alginato de calcio

Candida tropicalis e

Saccharomyces cerevisiae

Jamai et al.(2001)

Kluyveromyces lactis

Becerra etal. (2001)

Candida guilliermondii

Carvaho et al. (2005)

Carragena

Lopez, Lazaro e Marques (1997)

S. cerevisiae

Nigam (2000)

Pseudomonas dacunhae

Cahk et al. (1999)

Escherichia cdli

Leng, Zheng e Sun (2006)

S. cerevisiae Siess e Divies (1981)
Poliacilamida S. uvarum (F;;‘:;' Prabhume e Sivaraman
S. cerevisiae Norouzian et a. (2003)
Hamdy, Kim e Rudtke (1990)
S. cerevisiae Santos etal. (1998)
Borenstein (2003)
Alumina Zymomonas mobilis Bekers et al.(2001)
Lactobacillus rhamnosus Moueddeb et al. (1996)

Bactérias redutoras de sulfato e
Bactrias metanogénicas

Silva et al. (2006)

Levedurafabricac&o de vinrhos

Kourkoutas etal. (2006)

Terra de Kanuma, Carvao
ativado, Celuose em pd

Levedurajproducdo de etanol

Kumakura, Yoshida e Asano (1992)

lentamente se contrai para formar
uma estrutura solida de silica gel,
também chamada hidrogel. A silica
gel é bastante utilizada como supor-
te para a imobilizacio de enzimas
por apresentar as seguintes vanta-
gens: possui alta resisténcia mecani-
ca, estabilidade térmica e quimica;
possui alta resisténcia a2 contamina-
cao e adegradacao microbiana; apre-
senta elevada drea superficial poro-
sa (PEREIRA e KUBOTA, 2004;
DAVID et al., 2006). Conforme des-
crito na Tabela 1, silica gel foi utili-
zada como suporte na imobilizacdo
das seguintes enzimas: lipase de
Candida cylindracea, que catalisaa
hidrolise de triacilglicerol em dcidos
graxos livres e glicerol (MORENO e
SINISTERRA, 1994; CARVALHO et
al., 2003); cloroperoxidase de
Caldariomyces fumago, que podem
serusadas na degradaciao oxidativa
de clorofendis e compostos fendlicos
presentes em aguas residuais de
refinaria (PETRI, GAMBICORTI e
SALVADORI, 2004; HERNANDEZ,
2005); invertase de S. cerevisiae,
utilizada em industrias alimenticias
para produciao de adocantes (DAVID
et al., 2000).

3.5 Suportes utilizados paraa
imobilizacio de células
Existem diversos materiais que
podem ser utilizados como suporte
para a imobilizacao de células. Géis
de alginato, carragena e
poliacrilamida, alumina, terra de
Kanuma, caule de cana e silica sao
alguns exemplos de suportes des-
critos na literatura (Tabela 2).

3.5.1 Alginato de cdlcio

O método de aprisionamento
em gel de alginato de cdlcio € uma
técnica extensivamente utilizada
para a imobilizacdo de células via-
veis (RAMAKRISHNA e
PRAKASHAM, 1999). Como a for-
macao do gel ocorre rapidamente
na presenca de fons cdlcio, sem
alteracoes drasticas de temperatura,
pH e pressao osmotica, a atividade
e aviabilidade dos microorganismos
imobilizados sao conservadas
(CORCORAN, 1985). Vantagens
como baixo custo, grande disponibi-
lidade no mercado, possibilidade de
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ampliacao de escala de producaoea
aceitacao das substincias utilizadas
para aimobiliza¢ao (alginato e cloreto
de calcio) como aditivos na produ-
cao de alimentos tém sido citadas na
literatura (CORCORAN, 1985;
CHAMPAGNE, BLAHUTA e
GAGNON, 2000). Entre as desvanta-
gens do uso deste polimero como
suporte destacam-se a instabilidade
quimica na presenca de agentes
quelantes do ion cilcio (como fosfato,
lactato e citrato), a tendéncia das
esferas em sofrer dilatacao na pre-
senca de cations monovalentes e as
limitacoes impostas a transferéncia
de substratos e produtos (FREEMAN
e LILLY, 1998). Este suporte ja foi
utilizado para a imobilizacao de célu-
las de Candida tropicalis e
Saccharomyces cerevisiae, na pro-
ducao de etanol (JAMAI et al., 2001);
Kluyveromyces lactis, na producao
de lactose (BECERRA et al., 2001);
Candida guilliermondii, na produ-
cao de xilitol (CARVALHO et al.,
2005).

3.5.2 Carragena

A carragena é um polimero na-
tural presente na estrutura celular de
algas do tipo Rodophyceae. Este
polissacarideo tema particularidade
de formar coléides e géis em meios
aquosos a concentracdes muito bai-
xas (CREDIDIO, 2006). O sistema
de imobilizacao de células em
carragena € promissor para a produ-
cao industrial de etanol. Quando foi
utilizado gel de alginato de cdlcio
para a imobilizacao de células, o
suporte ndo apresentou boa estabili-
dade operacional quando compara-
doaouso de células imobilizadas em
carragena (CHIBATA, TOSA e SATO,
1986). Este suporte ja foi entdo uti-
lizado para a imobilizacao de células
de S. cerevisiae, visando a producao
de etanol (LOPEZ, LAZARO e MAR-
QUES, 1997; NIGAM, 2000);
Pseudomonas dacunhbae, visando a
producao de L-alanina (CAHK et al.,
1999); Escherichia coli, visando 2
produciao de L-fenilalanina (LENG,
ZHENG e SUN, 2006).

3.5.3 Poliacrilamida
Um outro tipo de suporte utili-
zado em fermentacao alcoodlica é a

poliacrilamida. A poliacrilamida ¢ um
polimero formado pela mistura de
dois mondmeros, acrilamida e
bisacrilamida, formando uma espé-
cie de rede. Células de
Saccharomyces cerevisiae foram
imobilizadas em gel de poliacrilamida
e foi verificado que dentro das parti-
culas do gel a viabilidade celular se
comportou de forma heterogénea,
com um elevado nimero de células
nao-viaveis. Por outro lado, as célu-
las que se encontravam na superficie
do gel mantiveram a capacidade de
formar coldnias com boa atividade
fermentativa (SIESS e DIVIES, 1981).
Também foi avaliada a estabilidade
desse suporte para imobilizacao de
células de Saccharomyces uvarum
na producio de etanol. A estabilida-
de das células imobilizadas em gel
de poliacrilamida foi maior que as
das células imobilizadas em alginato
de calcio (PUNDLE, PRABHUME e
SIVARAMAN, 1988). A poliacrilamida
também foi utilizada na imobilizacao
de S. cerevisiae, para a bioconversao
de etanol e butanol em aldeidos
(NOROUZIAN et al., 2003).

3.5.4Alumina

Conforme visto anteriormen-
te, aalumina € um material inorganico
que apresenta diversas vantagens
para ser utilizada como suporte de
imobilizacao. Sua vida util, se nao
ilimitada, € mais longa do que a dos
suportes organicos mais comumente
usados em testes com fermentaciao
alcodlica (SANTOS et al., 1998;
BEKERS et al., 2001; RESHMI, SANJAI
e SUGUNAN, 2006). NAVARRO,
LUCCA e ALLIERI (1982) também
assinalaram que o baixo custo da
alumina torna-a mais atrativa para
imobilizar células de leveduras.
MOUEDDEB et al. (1996) ressalta-
ram que a alumina apresenta algu-
mas vantagens sobre os materiais
orginicos, destacando-se a facilida-
de de esterilizacao e limpeza. Por
estas caracteristicas, este material
vem sendo utilizado na imobilizacao
de células de S. cerevisiae, para a
producao de etanol (HAMDY, KIM e
RUDTKE, 1990; SANTOS et al., 1998;
BORENSTEIN, 2003); Zymomonas
mobilis, para producio de levanio e
etanol (BEKERS et al., 2001);
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Lactobacillus rbammnosus, para a pro-
ducio de acido latico (MOUEDDEB
etal., 1996). Segundo BEKERS et al.
(2001), desde 1982 a alumina vem
sendo amplamente utilizada como
suporte para a imobilizacao de
enzimas e microorganismos. A revi-
sao elaborada por estes autores
referencia diversos trabalhos que uti-
lizaram este suporte para imobiliza-
cao de biocatalisadores.

SILVA et al. (2006) avaliaram
varios tipos de suportes, inclusive a
alumina, na imobilizacao de bactéri-
as redutoras de sulfato e bactérias
metanogénicas. Espuma de
poliuretano e carbono vegetal foram
0s suportes mais indicados para a
imobilizacao das bactérias redutoras
de sulfato enquanto que a ceramica
de alumina apresentou-se como o
suporte mais indicado para as
archaeametanogénicas. Estes auto-
res afirmam que o sucesso de um
reator anaerobico estd diretamente
associado com o material usado como
suporte da imobilizacao. Ja,
KOURKOUTAS et al. (2006) avalia-
ram o efeito de armazenamento e
reuso das células imobilizadas de
levedura em alumina, “kissiris” e
pedacos de maca, durante a fabrica-
cao dovinho. As células imobilizadas
apresentaram maior estabilidade que
as células livres quanto ao periodo
de estocagem e atividade, indepen-
dentemente do suporte utilizado. Os
resultados também mostraram que
as células imobilizadas ndo apresen-
taram efeito negativo na composi-
cao dos produtos responsaveis pelo
aroma dos vinhos, durante a
estocagem. Estes autores também
destacam outros trabalhos da litera-
tura que utilizam alumina, “kissiris” e
pedacos de maga como suporte para
a imobilizacao na produciao de vi-
nhos.

3.5.5 Outros tipos de suportes

Células de levedura também fo-
ram imobilizadas em suportes poro-
sos de terra de Kanuma (solo prove-
niente do Japao), carvao ativado e
celulose em p6, por polimerizacao e
por irradiacao a baixa temperatura.
As fermentacoes alcodlicas foram
realizadas em reatores com células
imobilizadas ou com recuperacao de



células. Os reatores com células imo-
bilizadas se apresentaram como a
melhor alternativa nesse bioprocesso
quanto ao custo e complexidade,
além de terem produzido mais etanol.
A terra de Kanuma foi mais efetiva
que a celulose em po, pois a ativida-
de das suas células imobilizadas per-
maneceu constante por longos peri-
odos. Ao final, células imobilizadas
obtidas por copolimerizacao de dois
monomeros (10% de metoxi
nonaetilenoglicol metacrilato e 10%
de hidroxietil metacrilato) usando
30% de terra de Kanuma apresenta-
ram a mais alta produtividade em
etanol (KUMAKURA, YOSHIDA e
ASANO, 1992).

4 CONCLUSOES

O uso de biocatalisadores imo-
bilizados (enzimas e células) ¢ uma
estratégia a ser utilizada para a con-
ducao de bioprocessos em varias
situacoes. Aliada a engenharia, bio-
quimica, microbiologia e genética,
esta tecnologia pode ser utilizada
como uma ferramenta para aumen-
tar a eficiéncia de processos
biotecnoldgicos e,
consequentemente, reduzir custos
de producio. Para aproveitar o enor-
me potencial desta metodologia, os
desafios a superar passam pela pro-
ducao de suportes e coadjuvantes
eficientes e de baixo custo, assim
como pela harmonizacao dos com-
ponentes do trindbmio suporte - mé-
todo de imobilizacao - uso do siste-
ma imobilizado.
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