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Resumo

O presente trabalho apresenta uma revisdo sobre diferentes métodos e suportes utilizados para imobilizar
células microbianas. Métodos de adsor¢do, engaiolamento e encapsulagdo de microrganismos estdo
discutidos, como também a imobilizagdo natural. A utilizagdo de procedimentos fisicos e quimicos
para imobilizacdo celular com o objetivo de aumentar a produtividade de metabdlitos por bactérias,
leveduras e fungos em processos fermentativos foi descrita assim como suas aplicagdes biotecnologicas
na condigdo de biocatalizadores.

Palavras-chave: Imobilizagdo Celular. Biocatalizadores. Suportes. Células Imobilizadas. Métodos de
Imobilizac¢do Celular. Bioprocessos. Imobilizagao Natural.

Abstract

This work presents an overview of different methods and carriers used to immobilize microbial cells.
Methods of adsorption, entrapment and encapsulation of microorganisms are discussed, as well as of
natural immobilization. The use of physical and chemical proceedings to immobilize cells in order to
enhance the yields of bacteria, yeast and fungal metabolites by fermentation processes are described, as
well as their biotechnological applications as biocatalystis.

Key words: Cell Immobilization. Biocatalystis. Carriers. Immobilized Cells. Methods of Cell

Immobilization. Bioprocesses. Natural Immobilization.

Introduciao

O estado morfologico do microrganismo durante
o processo fermentativo influencia diretamente a
obtenc@o dos produtos microbianos de interesse, por
diminuir o tempo de cultivo e aumentar o rendimento do
processo (FENG et al., 2003). Os fungos, por exemplo,
apresentam uma morfologia bastante complexa com
estruturas celulares diferentes em cada etapa do seu
ciclo de vida (PRASAD et al., 2005).

oW =

Uma das alternativas
“engenheirar” a estrutura morfologica destes
microrganismos ¢ a imobilizagdo celular (IC), de
maneira que seja preservada a atividade catalitica
desejada, para aplicagdo tanto em escala de
laboratorio quanto industrial. A tecnologia da IC se
restringe a producdo de metabolitos extracelulares
ou a utilizacgdo de microrganismos como
biocatalizadores (KOURKOUTAS et al.,, 2004;
PRASAD et al., 2005), conforme a Tabela 1.
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A IC consiste no confinamento fisico das células
em uma regido definida de espago, na qual sdo
mantidas suas atividades cataliticas em processos
de operagdo continua ou descontinua possibilitando
a reutilizagdo das mesmas. A maioria dos processos
fermentativos industriais convencionais utiliza células
livres em suspensdo, porém o uso de microrganismos
imobilizados (MI) permite um aumento da
produtividade devido a elevada concentragdo de

células. (FREEMAN; LILLY, 1998).

A maior concentracdo de células microbianas
no suporte garante a sintese dos metabolitos e
aumenta a eficiéncia da fermentagdo. Além disso,
facilita a recuperagao dos produtos do metabolismo
de interesse na fase de “downstream” e ajuda
na manuten¢do dos fermentadores, uma vez que
ndo apresenta problemas de adesdo e obstrugdo
aos eletrodos e tubos (MOREIRA et al., 1998;
KOURKOUTAS et al., 2004; BERGMAIER;
CHAMPAGNE; LACROIX, 2005).

Tabela 1. Aplicacdes de microrganismos imobilizados e suportes utilizados em processos biotecnologicos.

Processo

Microrganismo

Suporte utilizado

Referencia

Produgdo de pigmentos

M. purpureus

alginato, PUF, carvao, perlita

FENICE et al., 2000

G. fujikuroi alginato GARBAYO et al., 2003
Produgdo de proteinas S. cerevisiae PVA PARASCANDOLA; BRANDUARDI; ALTERIIS, 2006
L. rhamnosus silicone BERGMAIER; CHAMPAGNE; LACROIX, 2005
Produgao de exopolissacarideos Beijerinckia sp. maltodextrina BOZA; COSTA; SCAMPARINI, 2004

A. pullulans

agar, alginato

WEST; STROHFUS, 2001

Produgio de enzimas

N. frowardii
H. lutea

Aspergillus sp.

P. chrysosporium

PUF
PVA-MAA/PEG; PVA-MAA/

alginato de calcio
CrioPAG®

PUF, aco inoxidavel, ceramica,
nailon, poliestireno

ROGALSKI et al., 2005

ALEKSIEVA; PETRICHEVA; KONSTANTINOV,
1998; sLokoskA et al., 1999

LUSTA et al., 2000

GERIN; ASTHER; ROUXHET, 1997; couto et al.,
2000; sHIM; KAWAMOTO, 2002

Agaricus sp. PUF KALUSKAR et al,. 1999
A. niger alginato ANGELOVA; SHEREMETSKA; LEKOV, 1995
P, ostreatus PUF PRASAD et al., 2005
T. turnirae alginato BESHAY, 2003
R. minuta agar, clara de ovo, 12 de vidro/PEI VELANKAR; HEBLE, 2003
Biotransformagao
T. versicolor nailon SEDARATI et al., 2003
Rhodococcus sp. alginato Guo et al.,, 2006
Bacillus sp. alginato, PUF pATIL et al., 2006
F. trogii alginato PARK et al., 2006
P, stutzeri alginato, areia, carvao VIGGIANI et al., 2006
Biodegradagao

E. coli e B. subtilis
P. chrysosporium

Rhodococcus sp.

auto-imobilizagdo
PUF, ceramica, serragem

alginato, carvao

YASUDA et al., 2003
SHIM; KAWAMOTO, 2002

PAl et al., 2005

Redugdo de sulfatos

Bactérias

PUF, PE, ALO,

siLva et al., 2006

Fermentagdo demostos de uvas

S. cerevisiae

maga

KOURKOUTAS et al., 2004

Produgédo de vinhos doces

K. marxianus

maga

KOURKOUTAS et al., 2004

Produgio de leite fermentado

L. casei

alginato, maga

KOURKOUTAS et al., 2004

continua

144

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londring, v. 28, n.2, p. 143-160, jul./dez. 2007



Imobilizac@o de células microbianas e suas aplicacdes biotecnoldgicas

Produgao de acido latico L. casei

bucha vegetal KOURKOUTAS et al., 2004;

Produgéo de sorbitol Z. mobilis

bucha vegetal VIGNOLI; CELLIGOI; SILVA, 2006

Produgio de etanol S. cerevisiae

bucha vegetal OGBONNA; MASHIMA, TANAKA, 2001

Produgao de antibioticos S. clavuligerus

alginato, nailon DEVI; SRIDHAR, 2000

C. hirsutus, PUF FuliTa et al., 2000
Descoloragdo de melanoidinas
G. candidum PUF KIM; SHODA, 1999
A. niger PUF VASSILEV; VASSILEVA; AZCON, 1997

Solubilizagao de fosfatos Chlorella spp. , e A.

brasilense

co-imobilizagdo HERNANDEZ; DE-BASHAN; BASHAN, 2006

Produgdo de peptideos para

controle de pragas M. anisopliae

auto-imobilizagdo FENG et al., 2003

Produgdo de auxina e acido

P P. chrysosporium
abscisico 1YSOsp:

PUF UNYAYAR; UNYAYAR; UNAL, 2000

*PVA: lcool polivinilico; PUF: fibra de poliuretano; MAA: N-metileno acrilamida; PEG: polietilenoglicol; CrioPAG®:
espuma de poliestireno ndo-trangada; PEI: polietilenoimina; PE: polietileno

A reutilizagdo das células imobilizadas ¢
considerada uma das grandes vantagens da IC,
principalmente quando os suportes escolhidos para
imobilizacao sdo inertes e apresentam altaresisténcia
mecanica, como na produgdo de Cefamicina C
por Streptomyces clavuligerus, imobilizado em
esponja de nailon, ¢ na produgdo de enzimas por
Phanerochaete chrysosporium, imobilizado em
espuma de poliuretano (COUTO et al., 2000),

(DEVI; SRIDHAR, 2000).

O aprimoramento e o desenvolvimento de
novas técnicas de IC, associadas ao uso de novos
materiais como suporte, tém permitido que os
processos fermentativos com células imobilizadas
sejam realizados em condi¢des adversas de pH, de

3501
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esterilidade e agitacdo. O emprego de células livres
nao seria possivel, em meios de cultivo mais toxicos,
como por exemplo, no tratamento de aguas residuais
contaminadas com fendis e derivados (JUNTER;
JOUENNE, 2004; WANG et al., 2005).

\

A IC surgiu como alternativa a imobilizacdo
de enzimas, pois ndo requer etapas de extracao,
isolamento e purificacdo. Desde entdo, o processo
de imobilizagdo tem conseguido varios avangos,
principalmente na area da biotecnologia, permitindo
a obtencdo de metabolitos microbianos de maneira
mais eficiente. O interesse por esta técnica pode
ser avaliado pelo crescente numero de artigos e
resenhas publicados, citando-se a palavra-chave

“imobilizagdo celular”, como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Evolucao do niimero de publicagdes cientificas em periddicos internacionais indexados, referentes ao termo

“imobilizagdo celular”, nos ultimos 50 anos (Fonte: Web of Science Data Base “on-line”).
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Astécnicasclassicasde [C podemserclassificadas
em: a) naturais, as quais incluem a formagdo de
biofilmes e a adesdo/adsor¢do microbiana em
suportes sintéticos ou naturais, ¢ b) artificiais, as
quais incluem a encapsulagdo em matrizes como
alginato de célcio ou uso de agentes ligantes.

A imobilizac¢ao natural ocorre espontancamente
por meio de interacdes eletrostaticas. J& no caso
da imobilizacdo artificial, as células sdao ligadas
as matrizes por ligacdes covalentes, utilizando-se
agentes ligantes como glutaraldeido ou carbodiimida.
A célula permanece viavel independente dos
possiveis danos causados pelo procedimento. A
Figura 2 ilustra os diferentes tipos de IC utilizadas
em pesquisas e em plantas industriais.
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Figura 2. Diferentes métodos de imobilizagao celular de
microrganismos, adaptado de Pilkington et al. (1998).

Embora apresente algumas desvantagens, o uso
de células microbianas imobilizadas ¢ compensado
pelas vantagens que o método proporciona. O
processo de imobilizagdo pode ndo ser econdomico e
as limitacdes de transferéncia de massa podem afetar

a fisiologia e cinética do crescimento celular. Além
disso, a matriz utilizada pode romper-se devido ao
crescimento celular e evolugdo de gases, devido as
limitagdes na transferéncia de oxigénio (WANG et
al., 2005). Assim, para que a IC apresente sucesso,
¢ necessario escolher adequadamente a metodologia
a ser utilizada.

A IC também representa uma alternativa ao uso
dos sistemas so6lidos de fermentacdo. Os processos
que empregam MI podem ser realizados em espago
fisico menor, como em biorreatores, ocorrem em
ambientes com maior atividade de agua e permitem
melhor controle de contamina¢des (DOMINGUEZ;
COUTO; SANROMAN, 2001).

O Monascus purpureus, por exemplo, é produtor

de pigmentos intracelulares sob fermentagdo
submersa, os quais sdo secretados para o meio
quando cultivado em estado solido. Porém, o uso
de residuos agricolas, como casca de arroz, dificulta
a recuperagdo do pigmento do meio de cultivo e o
emprego de MI foi uma maneira encontrada para
recriar as condi¢des fisiologicas do estado soélido,
resultando ainda no aumento de produtividade

(FENICE et al., 2000).

A eficiéncia do suporte no processo de IC pode ser
avaliada pela capacidade da matriz em alojar a maior
quantidade de células viaveis possivel, sem limitar
a transferéncia de massa entre o microrganismo e o
meio de cultivo.b

Diferentes métodos de IC tém sido utilizados
na obten¢do de sistemas eficientes para utilizagdo
nos processos fermentativos em reatores industriais,
tornando-os economicamente viaveis e apresentando
melhor produtividade. Porém, a escolha de uma
matriz adequada para a imobilizagdo das células
¢ de fundamental importancia para a obtengdo do
produto desejado, sendo esta escolha peculiar para
cada microrganismo e metabolito estudado (PETRE
et al.,, 1999) (Tabela 2). O tamanho do poro, a
porosidade e o grau de hidrofobicidade da matriz
interferem na intensidade da adesdo celular (SILVA
et al., 2000).
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Tabela 2. Caracteristicas ideais desejaveis para a matriz ou suporte selecionado para imobilizar células microbianas.

Caracteristicas

Referéncias

Ter grande area superficial com espaco intersticial para o crescimento celular.

Possuir grupos funcionais ligantes, no caso de adesdo artificial.

Ser facilmente regeneravel e possivel de reuso.

Proporcionar a viabilidade celular e atividade catalitica, por um longo periodo de

tempo.

Apresentar porosidade uniforme a fim de permitir trocas gasosas, entrada de substrato
e fluxo de cofatores e produtos do metabolismo microbiano.

Ter boa estabilidade mecanica, quimica, térmica e biologica.
Nao ser degradavel facilmente por enzimas ou solventes envolvidos no processo.

Ser estavel a mudangas drasticas de pressdo, temperatura e pH do meio.

Proporcionar imobilizacdo facil, acessivel e vidvel para uso em escala industrial.

DEVI S, SRIDHAR, 2000

FREEMAN; LILLY, 1998

CHAMPAGNE; LACROIX; SODINI-
GALLOT, 1994

GARBAYO et al., 2003

NORTON et al., 1994

piaz et al., 2001

BERGMAIER; CHAMPAGNE;
LACROIX, 2005

MOREIRA et al., 1998

FENICE et al., 2000

Imobilizacdo de células microbianas por
adsorc¢ao em suportes sélidos

As primeiras pesquisas acerca imobiliza¢ao
de células microbianas surgiram a partir das
observagdes da habilidade de alguns microrganismos
se fixarem naturalmente em superficies de diferentes
ambientes, desde caules de arvores, como no caso
de microrganismos fitopatogénicos, até cateteres
hospitalares, em se tratando de bactérias oportunistas.
A colonizacdo da superficie por formacdo de
biofilmes é uma estratégia universal das bactérias
para a sobrevivéncia e pode ocorrer naturalmente,
como no caso das bactérias formadoras da carie, ou
até mesmo em instalagdes industriais, por exemplo
(JUNTER; JOUENNE, 2004).

Os fungos filamentosos sdo microrganismos
eucarioticos amplamente aplicados em processos
fermentativos em industrias, visando principalmente
a producdo de enzimas de interesse comercial
(WANG et al., 2005). Para a IC destes fungos,
utilizam-se suportes porosos Vvisto que ocorre
adesdo das células microbianas a superficie do
suporte. Quando os poros sdo maiores, as células
em crescimento (hifas) penetram no suporte,
preenchendo seu espaco interno. Este método

de imobilizagdo também se utiliza da habilidade
de os microrganismos produzirem e secretarem
exopolissacarideos (EPS) (PRASAD et al., 2005).

Um dos problemas deste tipo de imobilizacdo
esta relacionado com a formagdo e acumulo de
biofilme ou EPS sobre a superficie, o que dificulta a
absorcdo de nutrientes resultante das condi¢des nao-
homogéneas do crescimento celular. Os produtos
secretados para o meio extracelular t€ém sua difusao
dificultada e a troca gasosa também pode ser
comprometida (XAVIER et al., 2003).

A produgdo de EPS por células microbianas
imobilizadas em suportes porosos também tem sido
descrita. Porém, como a secrecao de EPS para o meio
aumenta excessivamente a viscosidade do mesmo, o uso
da IC ¢ limitado para alguns tipos de microrganismos,
de acordo com o comportamento reoldgico do meio
de cultivo e o tipo de matriz utilizada (BERGMAIER;
CHAMPAGNE; LACROIX, 2005).

Aproducaodepululanapelofungo Aureobasidium
pullulans,porexemplo,apresentoumaiorrendimento
quando uma espuma de poliuretano foi utilizada
como suporte, em comparacdo com cubos de agar
ou de alginato de calcio, devido as dificuldades na
transferéncia de massa causadas por estes ultimos
(WEST; STROHFUS, 2001).
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A producdo de lacases pelo Coriolopsis rigida
também foi aumentada significativamente quando
este basidiomiceto foi imobilizado em espuma de
poliuretano (SAPARRAT et al., 2002). A produgdo
de manganés-peroxidase por micélios livres e
imobilizados de Nematoloma frowardii, neste
mesmo suporte, foi comparada e os cultivos com
células imobilizadas apresentaram maior atividade
enzimatica do que os com células livres (ROGALSKI;
SZCZODRAK; JANUZ, 2005). O mesmo fendomeno
também foi observado na producdo de lacases
pelo fungo Agaricus sp., que aumentou 13 vezes a

produgao de lacase (KALUSKAR et al., 1999).

As espumas de poliuretano como suportes para
a IC tém sido utilizados na producdo de acidos
organicos, na solubilizagdo simultanea de fosfato
inorganico por rhizobactérias e fungos micorrizicos
em solos, sendo uma alternativa aos fertilizantes
quimicos (VASSILEV; VASSILEVA; AZCON,
1997), (VASSILEV et al., 2001). Também tém sido
utilizadas na producdo de substincias vinculadas
a fisiologia de plantas, como a auxina ¢ o acido
abscisico (UNYAYAR; UNYAYAR; UNAL, 2000).

Alguns materiais alternativos tém  sido

empregados
microrganismos como pedacos de magd para

como suportes para imobilizar
imobilizar Saccharomyces cerevisiae em processos
de vinificagdo. Esta ¢ uma alternativa de baixo
custo e compativel com o aroma e sabor dos vinhos
(KOURKOUTAS et al., 2001). Pecas de cerdmicas
tém sido utilizadas como suporte para a Candida
tropicalis no tratamento de residuos ricos em
carboidratos procedentes de industrias alimenticias,
e, peneiras de ago inoxidavel, sdo utilizadas para
imobilizar células de P. chrysosporium, visando
a produgdo de peroxidases (GERIN; ASTHER;

ROUXHET, 1997).

Uma esponja de celulose como a Luffa cylindrica
(bucha vegetal), foi utilizada para a imobiliza¢ao
de Zymomonas mobilis para a produgao de sorbitol
(VIGNOLI; CELLIGOI; SILVA, 2006) e de S.
cerevisiae (OGBONNA; MASHIMA; TANAKA,

2001), para produzir etanol. Graos de cevada foram
citados como suporte na produgdo de pectinases
por Kluyveromyces marxianus (ALMEIDA et al.,
2003). Outros exemplos de matrizes solidas sdo
DEAE-celulose, madeira, serragem, bagaco de cana
de agucar, e materiais inorganicos como rochas,
porcelanas e vidros porosos (DOMINGUEZ;
COUTO; SANROMAN, 2001).

O método de adsor¢do ¢ utilizado pela sua
simplicidade, baixo custo, facil manipulagdo e
grande diversidade de suportes. Ha um potencial
de equilibrio entre as células adsorvidas e
livres, dependendo do crescimento microbiano
e da densidade de células na matriz. A equacdo 1
representa este equilibrio entre as células livres
(Cpe

imobilizadas (C

imobilizadas

3, que o ponto de equilibrio ocorre no inicio da fase
estacionaria de adsor¢do das células.

) e adesdo no suporte (S) e as células enfim
). Pode observar-se na Figura

1
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Figura 3. Equilibrio entre células livres e imobilizadas
no suporte pelo principio de adsorgao.

A grande vantagem da IC para a producdo de
enzimas € que este sistema permite a produgdo
continua e eficiente destas proteinas pelos
microrganismos, por um longo periodo de tempo
(DOMINGUEZ; COUTO; SANROMAN, 2001).
Quando se utilizam células livres, ocorre um

pico de atividade enzimatica e, no caso do uso de
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microrganismos imobilizados, ocorre um platd de
atividade que pode durar por um periodo mais longo
(PRASAD et al., 2005). O uso de esporos neste tipo
de imobiliza¢dao nao é recomendavel, uma vez que
a agregacdo destes sobre a superficie do suporte ¢
muito lenta e, em alguns casos, apds o processo de
imobilizagao, o fungo cresce na forma de “pellets” e
fica disperso no meio de cultivo (GERIN; ASTHER;
ROUXHET, 1997).

Encapsulacio e engaiolamento de células
microbianas em matrizes

O método de engaiolamento esta baseado na
inclusdo artificial das células, que ficam inseridas
em uma malha rigida, ou semi-rigida, que impede
a difusdo destas para o meio de cultivo. Este
aprisionamento do microrganismo possibilita a troca
de nutrientes, metabdlitos, gases durante o processo
fermentativo. A diferenca entre este método e o
de encapsulagdo é que, neste Ultimo, as células
ficam apenas envoltas por uma membrana e nao

ha uma malha entre as células por ela envolvidas.
(CHAMPAGNE; LACROIX; SODINI-GALLOT,
1994; KRISHNAN et al., 2001).

O mecanismo classico de imobilizagdo por
engaiolamento ¢ a mistura de células microbianas
com um composto polimérico que apresenta cargas
negativas (alginato, pectato, ou outro polimero
organico com cargas negativas). Esta mistura
¢ gotejada em uma solu¢do com ions Ca*, por
exemplo, conforme ilustra a Figura 4. O ion Ca*
promove a formacdo de ligacdes idnicas, que
resultam na formacdo de um gel consistente e
insoluvel, o qual imobiliza o microrganismo. O
tamanho da barreira de contengdo formada em torno
das células ira depender da velocidade de fluxo, da
densidade da solucdo polimérica e da concentragao
da solu¢do i6nica, na qual o gel serd formado. No
processo de encapsulacdo, as células microbianas
sdo colocadas em uma solucgdo de cloreto de calcio,
que € gotejada a posteriori na solucdo polimérica,
na qual sera formada a capsula envoltoria (WANG
et al., 2005).

o OH "
H O OH

Alginato de sédio e
homogeinato de células

Cloreto de Calcio

Figura 4. Formacao do gel de alginato de calcio por engaiolamento.

O crescimento celular nestes tipos de IC depende
da limitagdo imposta pela porosidade do material e
do actimulo de biomassa no interior da matriz. Sao
varios os géis utilizados como: dgar, agarose, goma
carragenana, alginato e quitosana, além de géis
como o alcool polivinilico (PARASCANDOLA;
BRANDUARDI; ALTERIIS, 2006).

A imobilizagdo de células microbianas em ggéis
de alginato tem sido a mais utilizada em processos
fermentativos, envolvendo bactérias, leveduras, e mais
raramente, fungos. Como exemplo, pode ser citada a
produgao de acido latico por Lactobacillus casei (YOO
et al., 1996) e de carotenoides pelo fungo filamentoso
Giberella fujikuroi (GARBAYO et al. 2003).
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O alginato € um polissacarideo linear constituido
por unidades de 4cido manurdnico ligado por
ligagdes glicosidicas do tipo f(1—4), e também, por
unidades de acido gulurénico, unidas por ligacdes
do tipo a(1—4) (guo et al., 2006). Porém, os géis
de alginato de calcio (Figura 4) sdo quimicamente
instaveis na presenca de alguns componentes
do meio de cultivo, como ions fosfato e citrato,
podendo sofrer rupturas ou até mesmo dissolverem-
se no meio. Este problema tem sido contornado
com o uso de sais de bario, no lugar do calcio ou
pelo tratamento com quitosana, para aumentar a
resisténcia (YOO et al., 1996).

E importante ressaltar a limitacio de transferéncia
de massa imposta aos processos de IC em g¢éis.
Geralmente, a quantidade de O, que adentra as
microesferas do gel de carragenana ¢ estimada na
faixa de 0,08 a 0,Imm?, enquanto que em géis de
alginato, estes valores sdo um pouco maiores (de
0,1 a 0,16mm?) (OGBONNA et al., 2000).

A distribuigdo de O, ¢ importante, a medida
que favorece estados metabodlicos diferentes, na
populagdo de microrganismos imobilizados na
microesfera de gel, o que resulta na formagao de
uma popula¢do microbiana nao-homogénea, com
diferenciacgdes celulares na superficie e no interior
da matriz (FREEMAN; LILLY, 1998).

Uma aeracdo ndo-uniforme pode ocasionar a
migracdo das células da superficie da matriz de
contencdo para o meio externo e o conseqiiente
rompimento da matriz do gel, sendo esse um dos
maiores problemas encontrados neste tipo de
imobilizacao.

Serp et al. (2000) avaliaram o efeito de uma
dupla camada de gel na matriz pré-formada, para
prevenir o rompimento; entretanto, apesar de ter
formado um nucleo celular que impediu que as
células microbianas escapassem do seu interior, a
dupla camada dificultou a difusdo de O, € mostrou-
se ineficiente como técnica de imobilizacao.

E dificil quantificar a biomassa microbiana
imobilizada por meio de contengdo em barreiras,

tornando-se um outro problema nestes métodos
de IC em processos biotecnologicos. Atualmente,
métodos como a gravimetria, determinagdo de
proteinas totais ¢ a quantificagio de NADH tém
sido associado a concentragdo celular no interior
das matrizes. Navratil et al. (2000) propuseram
um método baseado na luminescéncia, por meio
da determinagdo de ATP, como um método rapido
e eficiente para a determinagdo da biomassa
microbiana em géis de alginato, pectato de calcio e
goma carragenana.

Para evitar os problemas causados pela
instabilidade dos géis tradicionais nos caldos
fermentativos, muitos segmentos industriais e
pesquisadores vém optando pelo uso do alcool
polivinilico (PVA), um polimero atoéxico e mais
resistente, pois nao depende de ligagdes idnicas. O gel
de PVA pode ser estavel em temperaturas relativamente
altas, de at¢ 80°C, dependendo do agente ligante
utilizado no processo. A coloniza¢do na matriz do gel
também ¢ maior (>100mg/cm’) (PARASCANDOLA;

BRANDUARDI; ALTERIIS, 2006).

Um dos agentes ligantes mais comuns utilizados
neste processo sdo os grupamentos N-metileno-
acrilamida (MAA), como no caso da produgdo de
protease acida pelo fungo Humicola lutea 131-5. O
composto polietilenoglicol (PEG) ¢ um composto
inerte solivel em agua que confere o controle da
porosidade da matriz (ALEKSIEVA; PETRICHEVA;
KONSTANTINOV, 1998; SLOKOSKA et al., 1999).

A Figura 5 mostra um esquema de IC em gel de
PVA. Geralmente se utiliza um agitador magnético
(1) e um recipiente estéril (2), contendo as células
microbianas, que sdo misturadas a solugdo de
PVA (responsavel pela formagao das ligagcdes de
hidrogénio). A mistura homogeneizada ¢ bombeada
(3) até uma haste, onde ¢ gotejada em um recipiente
(6), que contém um liquido a baixa temperatura,
geralmente inferior a -10°C. Devido a dificuldade
de manipulagdo a baixas temperaturas, o liquido
¢ mantido em camara resfriada (5). O produto
formado ¢ depositado na forma de esferas no fundo
do recipiente (6).

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londring, v. 28, n.2, p. 143-160, jul./dez. 2007



Imobilizac@o de células microbianas e suas aplicacdes biotecnoldgicas

]
6

Figura 5. Esquema do procedimento de imobilizacao
microbiana por engaiolamento em dalcool polivinilico
(PVA).

Song et al. (2005) modificaram o método de
imobilizagdo em PVA pela adicdo de goma xantana
e surfactantes; utilizando uma técnica baseada
nos métodos de engaiolamento e encapsulagdo,
denominada imobiliza¢do hibrida (Figura 6). Esta
imobilizacao foi utilizada para a remogao de nitrato de
aguas residuais pelo Ochrobactrum anthropi SY 520
e apresentou uma eficiéncia maior (181%) do que as
células imobilizadas pelos métodos tradicionais.

Engaiolamento Microencapsulacao

- T

Membrana

Hibrido imobilizado

Figura 6. Ilustracdo da técnica de imobilizagdo hibrida a
partir dos métodos de engaiolamento e encapsulagdo.

A produgdo de polimetilgalacturonase por A.
niger (GERIN; ASTHER; ROUXHET, 1997)
imobilizado em alginato de calcio foi 18 vezes
maior do que o uso dos esporos livres no cultivo.
A atividade enzimatica apresentou boa estabilidade
com o prolongamento do pico por mais tempo
(ANGELOVA; SHEREMETSKA; LEKOV, 1998).

A produgdo de protease alcalina por Teredinobacter
imobilizado em alginato de calcio,
apresentou um rendimento maior (187 vezes) do que

turnirae,

os cultivos com células livres, tendo sido reutilizado
em 5 ciclos consecutivos (BESHAY, 2003).

Patil et al. (2006) compararam o uso de Bacillus
sp. imobilizado em espumas de poliuretano e
alginato de calcio, na degradagdo de o-ftalato
(componente das resinas de PVC). Observaram que
as c¢lulas imobilizadas em alginato apresentaram
13 repetigdes bem sucedidas contra 25 repeti¢des
com as imobilizadas em poliuretano, as quais
foram mais resistentes (PATIL et al.,, 2006).
Resultados semelhantes foram obtidos na producao
de antibidticos por Streptomyces clavuligerus
imobilizado nestes mesmos suportes (DEVI;
SRIDHAR, 2000), comprovando a importancia da
escolha do suporte e do processo de imobilizagao.

Imobilizagao natural de células microbianas
(auto-imobilizacao)

Os fungos sdo microrganismos eucariontes
que apresentam diferentes aspectos morfologicos,
dependendo do ambiente em que se encontram.
Geralmente, podem ser encontrados na forma de
esporos ou de filamentos, e, quando submetidos a
certas condigdes de crescimento, tendem a formar
aglomerados de micélios, que geralmente adotam
um formato esférico, os quais sdo comumente
denominados  “pellets” (BRAUN; VECHT-
LIFSHITZ, 1991), (WANG et al., 2005).

As condigoes de cultivo interferem nas
caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas das
hifas e na tendéncia destas em formar agregados
celulares ou ndo. A formacao de “pellets” pode ser
coagulativa, quando proveniente de um aglomerado
de esporos na fase inicial de cultivo; como no caso
do Aspergillus niger ¢ Aspergillus oryzae. Outra
formacdo ¢ a ndo-coagulativa, na quala formagao
do “pellet” é proveniente de um tnico esporo, o que

acontece nos cultivos de alguns actinomicetos do
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género Streptomyces (YANG et al., 1992; NIELSEN
et al., 1995; CARLSEN et al., 1996; ZINDARSIC;
PAVKO, 2001).

Asvariacdes fisico-quimicas observadas emnivel
macroscopico influenciam a formacao de agregados
celulares afetando diretamente o metabolismo
celular e a produgdo de metabolitos. Estes agregados
sdo considerados como auto-imobilizag¢ao celular,
a qual ¢ influenciada pela quantidade de indculo,
pelas forgas mecanicas empregadas durante a
fermentagdo, pelos componentes e pela tensdo
superficial do meio de cultivo., assim como pela
presenga de O, dissolvido (ZINDARSIC; PAVKO,
2001; FENG et al., 2003).

Em alguns casos, o estado morfologico ¢
determinante para obtencdo do metabdlito de
interesse, como no caso da produgdo de penicilina por
Penicillium chrysogenum (NIELSEN et al., 1995), a
qual € maior com o uso de micélios livres no meio de
cultivo. Outro metabdlito de interesse ¢ a producao
de acido citrico pelo fungo Aspergillus niger, o qual
ocorre quando este microrganismo se encontra na
forma de “pellets” (BEROVIC et al., 1991).

Amorfologiatambém afetadiretamenteareologia
do meio de cultivo, considerando-se que os caldos
fermentados com fungos filamentosos apresentam
maior viscosidade aparente devido a maior secre¢ao
de EPS para o meio extracelular, resultando em um
comportamento nado-Newtoniano. Portanto, alguns
dos parametros destes processos como agitagdo,
transferéncia de massa, homogeneidade do meio e
remog¢do do CO, formado, podem ser prejudicados
pelo estado morfologico da
(ZINDARSIC; PAVKO, 2001).

cepa utilizada

Aviscosidade do meio também afeta as operagdes
unitarias envolvidas nos bioprocessos, como o
escoamento do mosto por tubulagdes, a agitacdo em
tanques, a adi¢do de O,, a centrifugagdo, a filtragdo e
a secagem, entre outros. Por outro lado, na presenca
de “pellets”, a viscosidade é menor e ocorre um
comportamento mais ou menos Newtoniano
(FREEMAN; LILLY, 1998; WANG et al., 2005).

o
anisopliae ¢ produtor de destruxina, um peptideo

fungo entomopatogénico Metarhizium
ciclico responsavel pelo controle de insetos em
graos armazenados. O tamanho do “pellet” formado
influencia o rendimento da produg¢ao, sendo 2,0mm
de diametro estabelecido como o6timo (FENG et
al., 2003). A formagdo de “pellet” é muitas vezes
desejada por facilitar a separagdo solido/liquido
na fermentacdo e pode ser induzida em culturas
submersas com a diminui¢do da quantidade de
inoculo, da temperatura e da concentracdo de
nitrogénio (NIELSEN, et al. 1995; FUJITA et al.,
2000).

Outro bastante de

auto-imobilizagdo ¢ a habilidade de alguns

exemplo comum

microrganismos de formarem agregados com
particulas sélidas encontradas naturalmente, como
o solo, ou até mesmo favorecerem processos de
co-imobiliza¢do com outros microrganismos. Este
tipo de IC ¢ utilizado com sucesso nos processos
de biorremediacdo que envolvem bactérias como
Bacillus subtilis e Escherichia coli (YASUDA et al.,
2003). Existem ainda os casos de co-imobilizagao,
nos quais bactérias aerdbias e anaerdbias acabam
formando agregados muito eficientes na degradagao
de compostos xenobioticos (PENG; BLY, 1998).
A co-imobilizacdo das microalgas Chlorela sp. e
Azospirillum brasilense para remocgao de fosforo de
aguas residuais também foi descrita na literatura,
como um método eficiente de co-imobilizacdo de
bactérias que atuam na remocao de cargas elevadas
de polifosfatos (HERNANDEZ; DE-BASHAN;

BASHAN, 2006).

Floculacaoecontencaodecélulasmicrobianas
em membranas

Apesar das grandes vantagens apresentadas pelos
métodos de IC descritos anteriormente, a floculagao
e a contencdo de células entre membranas também
tém sido utilizadas em processos industriais. A
floculagdo consiste na formagdo de agregados
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celulares em suspensdo, associada a uma rapida
sedimentacao de maneira natural, ou na presenca
de agentes floculantes ou ligantes. Dessa maneira,
a floculagdo pode ser considerada como uma
das técnicas mais promissoras de imobilizagdo a
serem utilizadas em larga escala, devido ao grande
potencial de formar agregados celulares nos reatores
de leito fixo e fluidizado ou tanques com agitacao
(FREEMAN; LILLY, 1998).

A pratica da floculagdo é utilizada principalmente
na industria de bebidas, uma vez que a floculagdo
das células de Saccharomyces cerevisiae afeta

positivamente o tempo da fermentagdo, facilita a
remogao das células e contribui para o aumento da
qualidade da cerveja.

Hsu, Speers e Paulson (2001) descreveram
0s mecanismos que ocasionaram a formagao de
sedimentos por S. cerevisiae como conseqiiéncia
das interagdes que envolvem a composi¢ao da
parede celular, o pH da solugdo, o O, dissolvido,
o estado reprodutivo da célula e a composi¢ao do
meio de cultura. A Tabela 3 cita as vantagens do uso
de células imobilizadas na produgdo de bebidas.

Tabela 3. Vantagens do uso de células imobilizadas sobre as células livres na producdo de bebidas.

Vantagens

Referéncias

Aumento do periodo de tempo da atividade e estabilidade do biocatalizador.
Elimina as fases de adaptacao celular e favorece processos fermentativos continuos,

diminuindo os custos e o tempo de producao.

Aumento da afinidade do microrganismo pelo substrato.

Aumento da tolerancia a concentragdes elevadas de substratos e compostos toxicos.

Possibilita a fermentagdo em temperaturas mais baixas.

Fécil recuperagdo dos produtos e separacdo celular do mosto.

Regeneragao e reuso do biocatalizador sem remogao do mesmo do tanque fermentativo.

Redugéo do risco de contaminag¢do microbioldgica, devido a alta concentragdo de

células.

Redugdo do tempo de maturacdo de alguns produtos.

PILKINGTON et al., 1998.

Yoo et al., 1996.

BUZAS; DALLMAN; SZAJANI,
1989

JAMAL et al., 2001.

MELZOCH; RYCHTERA;
HABOVA, 1994

JAMAL, et al., 2001.

CHAMPAGNE; LACROIX;
SODINI-GALLOT, 1994

FREEMAN; LILLY, 1998.

KANELLAKI, 2001

O principio do método de imobilizacdo entre
membranas ¢ baseado no confinamento da célula
entre duas membranas permeaveis. Pode ocorrer
o engaiolamento das células em microcapsulas,
contencdo em membranas filtrantes ou também
interagdo das mesmas na superficie de dois liquidos
ndo-misciveis. Esta tecnologia ¢ a mais empregada
na producdo de vinhos e em fermentacdes continuas
que requerem areciclagem de células (KARGUPTA,
1998). A desvantagem esta no uso de membranas
micro-porosas que limitam a transferéncia de

massa, impdem resisténcia a passagem do fluido e
aumentam o intumescimento devido ao crescimento
celular no interior da membrana (LEBEAU;
JOUENNE; JUNTER, 1998).

Demaneirageral, todos osmétodos deimobilizagao
induzem alteracdes no crescimento, na fisiologia
e na atividade metabodlica de bactérias, leveduras e
fungos (WALSH; MALONE, 1995), (NORTON et
al., 1995; JUNTER; JOUENNE, 2004,), conforme
os parametros descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros de crescimento celular que podem ser modificados pela imobilizagdo dos microrganismos.

Parametros

Referéncias

Limitagdo da transferéncia de massa por difusdo.

Aumento ou diminuicao da tensdo superficial.
Efeito na pressao osmotica.
Reducdo da atividade de agua.
Dificuldades nas interagdes célula-célula.

Alteragdes na fisiologia e morfologia celular.

Aumento ou diminuigdo da permeabilidade celular.

Diminui¢do da viabilidade dos nutrientes.

Crescimento de populagdes ndo-homogéneas.

FREEMAN; LILLY, 1998
YANG et al., 1992
JAMAI et al., 2001
WEST et al., 2001
PARASCANDOLA; BRANDUARDI; ALTERIIS, 2006
SLOKOSKA et al., 2001
KRISHNAN et al., 2001
SRIDEVI; SRIDHAR, 1999

SERP et al., 2000

As
imobilizados sugerem que os microambientes

pesquisas envolvendo microrganismos
formados dentro dos hidrogéis sejam responsaveis
pelas mudangas na fisiologia e no comportamento
metabolico. Essa responsabilidade, alias, ndo pode
ser atribuida a natureza quimica ou fisica dos géis

(JAMAI et al., 2001).

A comparagao do metabolismo de células livres
¢ imobilizadas de leveduras demonstrou que a IC
conduz a uma ativa¢do no metabolismo energético
¢ a diminuicdo do estoque de polissacarideos
estruturais, resultando em altera¢des do crescimento
celular e aumento da afinidade com os substratos
(NORTON et al., 1995). A imobilizacao de S.
cerevisiae também aumentou a viabilidade celular
apos estocagem em baixas temperaturas, por longos
periodos de tempo (MELZOCH; RYCHTERA;
HALOVA, 1994).

A IC também altera os parametros bioquimicos
considerados 6timos para a produ¢ao de metabdlitos
(1989)
observaram que o pH o6timo para a fermentacdo

desejados. Buzas, Dallman e Szajani
usando células livres de S. cerevisae era 4,0,
enquanto para as células imobilizadas o valor 6timo

de pH foi 6,8.

Norton et al. (1995) observaram o aumento
da tolerancia ao etanol por células de leveduras
imobilizadas e o atribuiram ao procedimento
de encapsulagdo celular. Esse aumento pode ter
ocorrido por uma possivel protecdo da biomassa
pelo gel, ou pela modificagdo dos acidos graxos
da membrana, devido as limitagdes na difusdo de
oxigénio. O mesmo foi observado por Dale, Eager
e Okos (1994) no processo de imobilizagdo das
células da levedura Kluyveromyces maximus.

Aplica¢oes de microrganismos imobilizados
como biocatalizadores

A IC pode ser empregada tanto na produgdo de
metabdlitos de interesse, a partir de microrganismos,
quanto no uso deles como biocatalizadores, em
processos “in situ”. Como exemplos, podem ser
citados a biodegradagdo de compostos xenobidticos
e processos de biotransformacgdo. A caracteristica
fundamental das células imobilizadas para o uso
nestes processos € a sua alta resisténcia a exposi¢ao
a compostos toxicos e ambientes hostis (JUNTER;
JOUENNE, 2004).
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A biodegradacdo de compostos aromaticos e
ndo-aromaticos ¢ geralmente realizada por fungos
ligninoliticos
manganés-peroxidase (MnP) e lignina-peroxidase
(LiP). A IC ¢ benéfica para estas enzimas, uma vez
que alguns fatores ambientais como a agitacdo e a
aeragdo afetam significativamente a sua producdo
(DEKKER; BARBOSA, 2001; ROGALSKI et al.,
2005; ZHANG et al. 2005); a imobilizagdo também
prolonga a fase de secrecdo destas enzimas para o
meio extracelular (MOREIRA et al., 1998).

produtores das enzimas lacase,

O fungo P. chrysosporium foi imobilizado em
espuma de poliuretano e utilizado em biorreatores
para oxidagdo de hidrocarbonetos poliaromaticos
(ZHENG; OBBARD, 2002), em processos de
descoloragdo de corantes como o polyr-478 (COUTO
et al., 2000), e na degradacdo de organoclorados
(SHIM; KAWAMOTO, 2002).

Por sua vez, o fungo Trametes versicolor foi
imobilizado em nailon para a transformagdo de
pentaclorofenol e 2.4-diclorofenol e houve um
aumento da transformacdo, devido ao aumento
da produgdo das enzimas ligninoliticas lacase e
MnP, proporcionado pelas células imobilizadas
(SEDARATI et al, 2003). A mineralizagdo de
pentaclorofenol e derivados foram observados nos
cultivos de P. chrysosporium imobilizado em espuma
de poliuretano (SHIM; KAWAMOTO, 2002).

Os efluentes de industrias téxteis sao usualmente
tratados por meio de processos quimicos e/ou
fisicos, os quais tém sido ineficientes para a
remocdo da cor, além de apresentarem problemas
de adogdo pelas indistrias. O tratamento destes
residuos por microrganismos imobilizados tem sido
estudado, com o6timos resultados de rendimento e
reprodutibilidade. Park et al. (2006) observaram que
a taxa de descoloragdo de efluentes coloridos com
células imobilizadas de Funalia trogii, permaneceu
estavel por sucessivos experimentos durante o
periodo de 10 dias.

As bactérias também tém sido utilizadas nos
processos de biodegradagdo. O Bacillus sp. foi

capaz de degradar o o-ftalato quando imobilizado
em espuma de poliuretano, visto que sua atividade
catalitica continuou ativa durante 25 ciclos

sucessivos (PATIL et al., 2006).

A remocao de sulfatos de aguas residuais por
meio de bactérias sulfato-redutoras imobilizadas em
espumade poliuretano, carvao vegetal, polietileno de
baixa densidade e ceramicas baseadas em aluminio,
favoreceram as condi¢cOes anaerdbias necessarias
ao desenvolvimento desses microrganismos ¢
aumentaram a resisténcia desses residuos contendo
altas concentragdes de sulfato (SILVA et al., 2006).

A Dbioconversdo de fendis e derivados ¢€
geralmente limitada pela inibicdo do substrato e
baixas taxas de conversdo. A imobilizagdo dos
microrganismos em suportes so6lidos, combinada
com o uso de biorreatores, permitiu a recirculagao
do residuo aquoso a ser tratado e melhorou
significativamente o processo, como no caso da
remocao de hidrocarbonetos policiclicos pelo
P chrysosporium (PAl et al.,, 1995; ZHENG;
OBBARD, 2002; VIGGIANI et al., 2006).

A adsor¢do de metais pesados também tem
sido beneficiada pelo uso de microrganismos
imobilizados, visto que em determinadas condigdes
o suporte também serviu como adsorvente (COSTA;
FRANCA, 1996).

Diaz et al. (2001) descreveram o uso de um
consorcio de bactérias halotolerantes no tratamento
de aguas salinas contaminadas por derramamento
de oleo. As células imobilizadas em fibras de
polipropileno foram mais eficientes e apresentaram
maior estabilidade diante de incrementos de
salinidade e apresentaram maior viabilidade celular
e desempenho em altas concentragdes de NaCl

(180g/L).

Nosprocessos debiotransformacao, aestabilidade
dos suportes a presenga de co-solventes como
acetona ou metanol é necessaria. No caso do uso de
biocatalizadores imobilizados por encapsulagao ou
engaiolamento, o tamanho das capsulas formadas ¢
determinante no tempo de reacdo necessario para
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a biotransformagao, considerando-se que capsulas
menores (raio ~ 0,5mm) apresentaram baixa taxa de
conversao do substrato (GUO et al., 2006).

Os biocatalizadores sao capazes de transformar

compostos em menor tempo
quando comparados com células livres e sdo
capazes de tolerar altas concentragdes de substrato
(VELANKAR; HEBLE, 2003). T. versicolor foi
utilizado nas transformagdes de pentaclorofenol
(3510ppm) e 2,4-diclorofenol (2100ppm) mediadas
pelas enzimas lacase e MnP e somente 5% dos
compostos foram adsorvidos pela biomassa fingica
(SEDARATI et al., 2003).

0S aromaticos

Consideracoes finais

Como pode ser observada no presente trabalho, a
imobilizag¢do de células constitui uma técnica util e
promissora para aumentar a producéo de metabolitos
microbianos. Também pode ser empregada em
processos de transformagdes visando tanto a
sintese quimica como a degradacdo de compostos
xenobioticos, em processos de biorremediacao
ambiental com sucesso. Foi comprovado que o
numero de publicagdes em periddicos internacionais,
que utilizaram células imobilizadas, aumentou em
mais de 200% no periodo de 1995 até o presente
momentoem2007,demonstrandoinequivocamentea
importancia do uso de microrganismos imobilizados
como biocatalizadores nos mais variados processos
biotecnologicos.
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