USO DE BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS:
UMA ALTERNATIVA PARA A CONDUCAO DE

BIOPROCESSOS

A imobilizagao de biocatalisadores é uma estratégia que pode ser utilizada para a condugio
de bioprocessos em situagdes variadas. De uma forma geral, busca-se, com a imobilizacao,
propiciar o uso de enzimas ou células por periodos prolongados através de processos
continuos ou semicontinuos. Na presente revisio, aspectos basicos e aplicados sobre este
tema s3o apresentados de maneira seqliencial, evidenciando-se novas tendéncias na area.
Em adi¢do, o uso de células imobilizadas para a produgio de cerveja em processo continuo
é apresentado.
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Summar

The immobilization of biocatalysts is a strategy that can be used for the conduction of bio-
processes in a number of situations. By using an immobilization method, one is seeking to
use the enzymes or the cells for prolonged periods, through continuous or semi-continuous
processes. In the present review, basic and applied aspects of this subject are presented in
a sequential fashion, highlighting new tendencies in the area. In addition, the use of immobi-
lized cells for the continuous production of beer is presented.
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Introducao

Biocatalisadores, enzimas ou células, tém sido amplamen-
te utilizados em diversos processos, seja em escala labora-
torial ou industrial. Hd muitos anos, esforgos intensivos tém
sido empreendidos ndo somente no desenvolvimento de bio-
catalisadores com propriedades superiores, mas também na
elucidagao de técnicas que permitam o seu uso repetido ou
em processos continuos. Apesar destes esforgos intensivos,
amplamente documentados na forma de publicagdes técnicas
e registros de patentes, poucos processos baseados em téc-
nicas de imobilizagdo, seja de enzimas ou de células, foram
implementados em escala industrial.

Acredita-se que o desenvolvimento de novos suportes de
imobilizagdo, aliado a utilizagio de técnicas de biologia molecular,
possam contribuir para o desenvolvimento de novos processos
em larga escala. Os conhecimentos adquiridos até o momento
serdo de fundamental importincia para os progressos que ve-
nham a ser obtidos. Como objetivo final, deve-se ter em mente
o planejamento de processos economicamente viaveis.

Face ao exposto, o presente trabalho tem por objetivo revi-
sar a literatura relativa ao uso de biocatalisadores imobilizados,
principalmente células, assim como ilustrar novas tendéncias na
area. Desta forma, temas como conceito, vantagens, métodos de
imobilizagdo, tipos de suporte, reatores utilizados e exemplos de
aplicages industriais ja implementadas sao abordados. O uso de
células imobilizadas para a produgdo de cerveja em sistema con-
tinuo de fermentagdo, com perspectivas de aplicagdo em escala
industrial, é apresentado.

Defini¢do

De acordo com a |? Conferéncia em Engenharia de Enzimas
(Henniker, Estados Unidos, 1971), biocatalisadores imobilizados,
enzimas ou células, s3o catalisadores fisicamente confinados ou
localizados em uma regido definida do espago, com retengio de
suas atividades cataliticas, e que podem ser utilizados repetida ou
continuamente (Katchalski-Katzir e Kraemer, 2000).
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Vantagens

A dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional
ao final da catdlise, aliada a instabilidade e freqiiente inadeq(ia-
bilidade para uso em determinados solventes e/ou condigdes
de pH, temperatura e exposicio a agentes desnaturantes, po-
dem ser superadas por meio da imobilizagdo. A enzima imo-
bilizada pode ser reutilizada e é normalmente mais estavel em
relagdo a enzima livre, com a vantagem adicional de possibili-
tar a realizagdao de um processo continuo (Beynum, 1980).

Uma vez que muitas reagdes comercialmente importantes
envolvem sistemas multienzimdticos complexos, nos quais a
presenca de passos que requerem provisio de energia ou uso
de cofatores é comum, a utilizacio de enzimas é economica-
mente invidvel, porque a necessidade de adi¢do de substin-
cias como ATP e coenzimas eleva consideravelmente o valor
do produto final (Corcoran, 1985). Para estes casos, é dada
énfase a imobilizagdo de células ao invés de enzimas propria-
mente ditas. Além da regeneragdo de cofatores ocorrer de
maneira natural, vantagens como eliminagdo da necessidade
de extragdo e purificagdo, estabilidade operacional geral-
mente maior, menor custo, maior rendimento de atividade e
maior resisténcia a perturbagdes ambientais sio descritas na
literatura (Corcoran, 1985).

Por outro lado, o uso de células imobilizadas tem sido
considerado como uma alternativa para aumentar a produ-
tividade global de fermentagdes, tradicionalmente realizadas
com células em suspensdo, uma vez que permite o trabalho
com elevadas concentragdes celulares no reator (Ramakrish-
na e Prakasham, 1999). Entretanto, de acordo com Gro-
boillot et al. (1994), o aumento de produtividade determi-
nado pela imobilizagdo celular ocorre principalmente através
da operagio continua e da reutilizagdo das células. De fato, a
imobilizacio celular pode ser utilizada como uma ferramenta
para aumentar a eficiéncia de processos fermentativos, possi-
bilitando a reutilizagdo dos mesmos biocatalisadores por lon-
gos periodos e estimulando processos continuos, que podem
reduzir os custos de produgio (Gamarra et al, 1988), além
de poder aumentar a protegio das células contra inibidores e
facilitar a separagdo dos biocatalisadores da fase liquida, onde
os produtos de interesse estio presentes (Corcoran, 1985).

Métodos de imobilizacdo

Existem quatro principios basicos para a imobilizagdo de
biocatalisadores: Ligagdo a superficies, aprisionamento em
matrizes porosas, conten¢do por membranas e auto-agrega-
¢do (Gerbsch e Buchholz, 1995).

O método de imobilizagdo por meio de ligagdo a super-
ficies pode ser realizado por meio de interagdes idnicas ou
adsortivas, ou através de ligagdes covalentes entre grupos
reativos do suporte e do biocatalisador. A ligagio por meio
de adsorgido e/ou interagdes idnicas € um método simples e
barato, sendo a principal desvantagem a vulnerabilidade de
perda dos biocatalisadores imobilizados para o meio reacio-

Revista Analytica-Junho/Julho 2006 - N°23

nal. Para aumentar a massa de biocatalisadores imobilizados,
suportes porosos tém sido geralmente utilizados, permitindo
a ligacdo do biocatalisador também a estrutura superficial in-
terna. Por outro lado, a imobilizagdo por meio de ligagdes
covalentes resulta em uma interagdo biocatalisador-suporte
mais forte, sendo a principal desvantagem o risco de danos a
membrana celular, no caso de imobilizagdo de células (Gro-
boillot et al., 1994).

A imobilizagdo por meio de aprisionamento em matrizes po-
rosas normalmente envolve a sintetiza¢do in situ da matriz porosa
em torno dos biocatalisadores a serem imobilizados. Este mé-
todo tem sido extensivamente estudado para a imobilizagdo de
células viaveis, devido a possibilidade de uso de polimeros hidro-
filicos biocompativeis como suportes de imobilizagio (Groboillot
et al, 1994). Além disso, as células imobilizadas em uma matriz
hidrofilica podem ser protegidas de condi¢bes nao adequadas de
pH, temperatura, solventes organicos e/ou compostos inibidores
presentes no meio de fermentagio (Park e Chang, 2000). Como
a matriz de aprisionamento geralmente resulta em limitagdes de
transferéncia de massa, a imobilizagdo na forma de esferas é ge-
ralmente preferida devido a elevada area superficial (Groboillot
et al, 1994). Como principais desvantagens, sio citados o peque-
no volume disponivel para a contengio das células imobilizadas,
a perda de células para o meio de fermentagdo, que limitam a
quantidade de células imobilizadas nas esferas, e a instabilidade
dos suportes normalmente utilizados, que limita a utilizagdo dos
agregados por longos periodos (Park e Chang, 2000).

O método de imobilizagdo por meio de contengdo em
membranas envolve a utilizagio de membranas pré-formadas
(reatores do tipo hollow fiber) ou a formagio in situ da mem-
brana em torno das células a serem imobilizadas (Karel et
al., 1985). Este método, também conhecido como encapsula-
mento, tem sido utilizado como uma tecnologia alternativa ao
aprisionamento em matrizes porosas, uma vez que oferece
vantagens como maior capacidade de contengio de células
e prevencdo da perda de células para o meio de fermenta-
¢do. Devido a auséncia de nucleo gelificado, as limitagdes a
transferéncia de massa também s3o reduzidas (Park e Chang,
2000). De acordo com Gerbsch e Buchholz (1995), uma apli-
cagdo promissora deste principio de imobilizagio é a con-
tengdo de biocatalisadores em micro esferas do tipo hollow
fiber, formadas através de interagdes ibnicas entre sulfato de
celulose e cloreto de poli-dimetil-dialil-aménio. Entretanto,
um equipamento especial para a imobilizagdo é necessério.

O método de imobilizagdo por meio de auto-agregagiao
envolve a agregacio ou a floculagao das células de maneira
natural ou artificialmente induzida. Desta forma, os bioca-
talisadores s3o ligados entre si sem a necessidade de uso
de um suporte de imobilizagdo. A floculagdo natural é uma
propriedade de relativamente poucas células. Além disso,
agregados celulares naturais s3o geralmente instaveis e sen-
siveis a tensdes de cisalhamento, sendo necessaria a adi¢io
de agentes quimicos que formam ligagdes cruzadas entre
células, como glutaraldeido, durante a imobilizagdo (Gro-
boillot et al., 1994).
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Tipos de suporte

Uso de Eupergit C

Existem diversos materiais que podem ser utilizados
como suportes para a imobilizagdo de enzimas e/ou células
através dos principios de imobilizagdo supracitados. A revi-
sdo elaborada por Groboillot et al. (1994) apresenta diver-
sos exemplos de materiais tradicionalmente utilizados como
suportes para a imobilizagido de biocatalisadores. De acordo
com estes autores, a industria alimenticia tem mostrado ten-
déncia na utilizagio de polimeros ndo téxicos que formam
estruturas semelhantes a géis, como proteinas, polisssacari-
deos e dlcoois polivinilicos, em fun¢do da biocompatibilida-
de e aceitabilidade na producgido de alimentos. Entre estes,
merece destaque o gel de alginato de calcio, que tem sido
extensivamente estudado sob o ponto de vista tecnolégico
(Gerbsch e Buchholz, 1995).

O desenvolvimento de novos suportes para a imobiliza-
¢do de biocatalisadores, juntamente com as técnicas elabora-
das especificamente para a imobilizagao nestes suportes, tem
sido objeto de intenso estudo nos ultimos anos. Estima-se
que estes novos suportes e técnicas possam contribuir para
a implementagdo de novos processos em escala industrial.
Como exemplos, podem ser citados o uso de membranas
cataliticas biofuncionais contendo arranjos enzimaticos imo-
bilizados através de sitios especificos (Butterfield et al., 2001),
o uso de Eupergit C como um suporte de imobilizagio para
enzimas de interesse industrial (katchalski-Katzir e Kraemer,
2000) e o uso de criogéis de poli-vinil-dlcool como matrizes
para a imobilizagido de células (Lozinsky e Plieva, 1998).

Uso de membranas cataliticas biofuncionais

O uso de membranas biofuncionais como suportes
para a imobilizacdo de enzimas normalmente envolve a imo-
bilizagdo randémica destas biomoléculas através dos numero-
sos residuos de lisina presentes na sua estrutura. Entretanto,
neste processo a atividade bioldgica é significativamente re-
duzida devido as diferentes orientacdes da enzima em relagdo
a membrana e/ou a ligagdes através de multiplos pontos. Para
uma atividade catalitica eficiente, a imobilizagio através de
sitios especificos, mantendo o sitio ativo da enzima em uma
orientagdo adequada e afastado da superficie da membrana, é
essencial. A utilizagdo de técnicas de biologia molecular como
mutagénese direcionada a sitios especificos, tecnologia de fu-
sdo de genes e métodos de modificagdo pés-traducional pode
promover a imobilizacdo de enzimas através de sitios especi-
ficos, minimizando a reducio na atividade catalitica provocada
pelos métodos de imobilizagdo randémica tradicionais. Para
uma abordagem detalhada do assunto, recomenda-se a leitura
das revisdes elaboradas por Turkova (1999) e por Butterfield
et al. (2001). Deve-se ressaltar também que técnicas de bio-
logia molecular tém sido utilizadas para “imobilizar” enzimas
na superficie celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, de
forma a permitir a utilizagdo direta de substratos como amido
e celuoligossacarideos, entre outros (Ueda e Tanaka, 2000).

Eupergit C é um suporte que consiste em microesferas (di-
ametro entre 100-250 pm) macroporosas, desenvolvido entre
1974 e 1980 pela Rohm and Haas através da copolimerizagio de
N,N’-metileno-bis-metacrilamida, glicidil-metacrilato, alil-glicidil-
éter e metacrilamida. Este suporte apresenta potencial para a
imobilizagdo de enzimas de interesse industrial na producio de
insumos finos e farmacos (Katchalski-Katzir e Kraemer, 2000).
Devido a sua estrutura, o Eupergit é estavel quimicamente em
valores de pH variando entre 0 e 14, ou seja, pode imobilizar
qualquer enzima na faixa de pH na qual ela é estével e ndo perde
a sua atividade catalitica. Da mesma forma, a sua estabilidade me-
canica é notdvel, uma vez que ndo mostrou nenhum atrito apds
650 ciclos em reatores de mistura com volumes de substrato de
até 1000 L. Este suporte se liga a enzima através de ligagdes co-
valentes feitas através de seus grupos oxirano, que reagem com
os grupamentos amino das moléculas protéicas em condigdes
neutras ou alcalinas. Alternativamente, o Eupergit pode se ligar a
enzima através de seus grupos sulfidrila e/ou carboxila em con-
digdes acidas, neutras ou alcalinas. Devido a elevada densidade
de grupos oxirano na superficie das microesferas (600 pmol/g
suporte seco), as enzimas sdo imobilizadas em varios sitios da sua
estrutura. Este fendémeno, conhecido como ligagao multi-ponto, é
considerado o fator mais importante para a alta estabilidade ope-
racional das enzimas imobilizadas em Eupergit C. Outra vantagem
¢é o procedimento de imobilizagdo simples, que consiste em mis-
turar a enzima, dissolvida no tampao apropriado, com o suporte
e deixar a mistura em contato a 20-25°C por 24 a 100 h. Em
seguida, a enzima imobilizada é lavada com dgua e com a solugao
tampio a ser utilizada na aplicagio subsequente. A capacidade de
contengio é de aproximadamente 100 mg enzima/ g Eupergit C
(peso seco). Este suporte é comercialmente disponivel em todo
o mundo, em milhares de toneladas por ano, e ja vem sendo
utilizado por empresas individuais para a produgio de biocatali-
sadores imobilizados. A revisio elaborada por Katchalski-Katzir
e Kraemer (2000) oferece uma discussio bastante detalhada do
assunto. Vdrias enzimas imobilizadas em Eupergit C sdo revisadas
em comparagao com outros suportes em termos de estabilidade
operacional em concentragdes de substratos realisticas para pro-
cessos de produgao industrial.

Uso de criogéis de polivini alcool

Criogéis de polivinil alcool, preparados pelo congelamen-
to de solugdes aquosas do polimero seguido de degelo, sdo
suportes gélicos promissores para a imobilizagado de células.
Como vantagens definidas da utilizagdo deste suporte em re-
lagdo a outros hidrogéis comumente utilizados com a mes-
ma finalidade, podem ser citadas: Apresenta elevadas micro
e macroporosidades, que permitem condi¢des favorecidas
para a transferéncia de massa de substratos e solutos; apre-
senta caracteristicas reoldgicas de estrutura nio quebradica
excelente, permitindo a utilizagdo na maior parte dos bio-
reatores e exibindo insignificante erosdo abrasiva em condi-
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¢Oes de agitagdo intensa; a termoestabilidade excede aquela
observada para outros suportes gélicos termoreversiveis; é
altamente resistente a degradagio microbiolégica; apresenta
baixa sensibilidade a composicio do meio de cultura; é um
composto biologicamente compativel, nio toxico e disponi-
vel a baixo custo (Lozinsky e Plieva, 1998). O uso de criogéis
de polivinil alcool tem se tornado progressivamente popular
devido principalmente a sua elevada estabilidade operacio-
nal. O procedimento para imobilizagdo, entretanto, nio é
tdo simples como aqueles utilizados para a gelificagdo de po-
lissacarideos naturais, como alginato de célcio, uma vez que
envolve o congelamento (geralmente, valores de temperatu-
ra inferiores a —10 °C s3o utilizados) e o degelo das células
suspensas na soluc¢do de polivinil dlcool. Devido as condi¢des
drasticas de temperatura utilizadas durante o procedimento
de imobilizacdo, a adigdo de alguns aditivos (sais, agucares,
crioprotetores) para manter a viabilidade do microrganismo
é normalmente empregada. A velocidade de congelamento
durante a imobilizagdo é determinada pela crioresisténcia do
microrganismo a ser imobilizado, enquanto a velocidade de
degelo é o fator mais importante que influencia as proprieda-
des fisicas do gel. Quanto mais lento o processo de degelo,
maior a estabilidade mecénica e térmica do gel formado. A
termoestabilidade da matriz permite trabalhos com organis-
mos mesofilicos e termofilicos, uma vez que as temperaturas
de fusdo do gel excedem a 70-80 °C. Outra vantagem im-
plicita no uso deste polimero como suporte para a imobi-
lizagdo de células se deve a possibilidade de reutilizagio. O
carreador utilizado pode ser solubilizado por autoclavagem
e a solugio obtida pode ser reutilizada para a preparagio de
novos biocatalisadores imobilizados com a atividade desejada
ap6s a adicdo de novas células. Apesar de relativamente nova,
esta técnica de imobilizagdo celular encontra-se amplamente
documentada na literatura cientifica e através de patentes. A
revisdo elaborada por Lozinsky e Plieva (1998) apresenta uma
visdo detalhada do assunto e referencia diversos trabalhos
especificos.

Impacto da imobilizacdo na fisiologia
celular e atividade fermentativa

A atividade fisiologica das células imobilizadas pode va-
riar em funcio do método de imobilizagdo empregado. Por
exemplo: a auto-agregacdo através do uso de agentes qui-
micos modifica quimicamente a membrana celular, afetan-
do o metabolismo e o crescimento; Células adsorvidas po-
dem apresentar propriedades de membrana diferentes e o
acimulo de células em um biofilme pode levar a limitagdes
de transferéncia de massa; Técnicas de aprisionamento em
matrizes porosas normalmente resultam em mudangas nas
propriedades fisico-quimicas do microambiente no qual as
células se encontram, influenciando o metabolismo celular.
Estas variagSes na atividade fisiologica das células imobiliza-
das, dependentes também das caracteristicas do suporte de
imobilizacdo utilizado, podem influenciar positiva ou negati-

vamente a performance do processo fermentativo através
de diversos mecanismos, ainda pouco caracterizados e com-
preendidos (Groboillot et al., 1994). De uma maneira geral,
efeitos determinados por componentes solUveis da matriz de
imobilizacdo, tolerancia e/ou prote¢ao a compostos toxicos e
tipo de metabolismo, entre outros, tém sido utilizados como
justificativas para a melhora ou piora na atividade catalitica
determinada pela imobilizagao. A escolha do método de imo-
bilizagao e do tipo de suporte depende basicamente de dois
fatores: Das caracteristicas peculiares do microrganismo e
das condigdes de uso do microrganismo imobilizado. Face
a variabilidade destes dois fatores, nio existe um método e
nem um suporte universais, adequados para qualquer pro-
cesso. De acordo com Vitolo (1988), o método e o tipo de
suporte a serem empregados em um determinado processo
devem ser estabelecidos empiricamente, recaindo a escolha
do bindmio suporte-método sobre aquele que apresentar
maior retencio da atividade.

Reatores

Apds a escolha do suporte e método de imobilizagao
adequados, uma das questdes mais importantes consiste na
resisténcia a transferéncia de massa entre a fase liquida, na
qual se encontram os reagentes/substratos, e a fase solida, na
qual se encontram os biocatalisadores imobilizados (Karel et
al., 1985).

A transferéncia de massa entre o meio liquido e os bio-
catalisadores imobilizados ¢ dividida em duas fases: a) trans-
feréncia de massa externa, que envolve a transferéncia de
reagentes/substratos do meio de fermentagao até a superficie
do suporte de imobilizagao, e b) transferéncia de massa inter-
na, que descreve a transferéncia de reagentes/substratos no
suporte de imobilizagao. Além das resisténcias a transferéncia
de massa externa e interna, o “microambiente” no qual os
biocatalisadores imobilizados se encontram, é determinado
também por efeitos de particido entre a fase liquida e a matriz
sélida de imobilizagao (Pilkington et al., 1998a).

As limitagdes a transferéncia de massa interna sio de
particular importancia em sistemas nos quais as células sdo
imobilizadas por meio da técnica de aprisionamento em ma-
trizes porosas, sendo a reducdo do didmetro das esferas de
imobilizacdo uma alternativa eficiente para minimizar estas
limitagbes (Pilkington et al., 1998).

Supondo que as limitagdes a transferéncia de massa in-
terna possam ser desprezadas, deve-se ter em mente que os
agregados imobilizados s6 podem ser completamente ativos
se as taxas de transferéncia dos reagentes/substratos presen-
tes na fase liquida até a superficie do suporte de imobilizagio
superarem as taxas de transferéncia interna e de reacdo (Ba-
ron et al., 1996). Desta forma, esfor¢cos devem ser direciona-
dos no sentido de eliminar as limitagdes a transferéncia de
massa externa.

Fatores como tipo, tamanho e condi¢des de operagio do
biorreator utilizado irdo influenciar a transferéncia de massa ex-
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terna em sistemas com biocatalisadores imobilizados, afetando o
coeficiente de transferéncia de massa do filme liquido (K ) que
envolve os agregados imobilizados. A otimizagao da mistura entre
a fase liquida e a fase sélida maximiza o contato superficial entre
estas fases, minimizando a espessura do filme liquido estagnante
que envolve o suporte de imobilizagdo, maximizando o valor de
KL e, conseqiientemente, minimizando as limitagdes impostas a
transferéncia de massa (Pilkington et al.,, 1998).

Embora varios tipos de reatores possam ser seleciona-
dos para um dado sistema imobilizado, a eficiéncia étima
requer uma escolha adequada (Baron et al.,1996). Especi-
ficamente para trabalhos com células imobilizadas, fatores
como requerimentos de transferéncia de massa (principal-
mente suprimento de oxigénio e remogio de gases), méto-
do de imobilizagdo e caracteristicas do suporte utilizados,
natureza do substrato e requerimentos para o cultivo do
microrganismo devem ser levados em consideragio quan-
do da escolha de um determinado tipo ou configuragdo de
reator (Karel et al., 1985; Fukuda, 1994; Baron et al., 1996;
Pilkington et al., 1998a).

Os reatores utilizados para o cultivo de células imobi-
lizadas podem ser divididos em trés categorias, de acordo
com o padrio de fluxo: Reatores de mistura, reatores de
leito empacotado e reatores de leito fluidizado. Estes rea-
tores podem ainda ser modificados para melhorar as carac-
teristicas de transferéncia de massa e a capacidade de con-
trole das condigdes de cultivo ou para minimizar o estresse
imposto ao suporte de imobilizagdo (Fukuda, 1994; Baron
et al., 1996).

O:s reatores de mistura representam o tipo de reator mais
amplamente utilizado para o cultivo de células em suspensao,
seja em escala laboratorial, seja em escala industrial (Baron et
al,, 1996). Embora varios tipos de turbinas possam ser utiliza-
das, a principal desvantagem relativa ao uso deste tipo de rea-
tor para o cultivo de células imobilizadas refere-se a tensdo de
cisalhamento imposta a matrizes sensiveis (Groboillot et al.,
1994). Este reator apresenta vantagens como facil controle
de temperatura e pH, e a sua operagdo em modo continuo é
adequada em casos de inibigdo pelo substrato (Fukuda, 1994).
Além disso, oferece as melhores caracteristicas de mistura e
transferéncia de oxigénio (Groboillot et al., 1994).

Nos reatores de leito empacotado, os agregados imobiliza-
dos sdo empacotados em uma coluna, através da qual o meio de
fermentagdo é passado. Apesar da simplicidade de design e baixo
custo, este tipo de reator é mais utilizado em fermentagdes anae-
robicas. Para cultivos aerados, a aeragio do meio de fermentagio
geralmente ndo é suficiente para oxigenar todo o reator devido
a deplegdo rapida 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 fer-
mentagdes por motivos diversos (acimulo de gases como CO,,
compactagao do leito, acimulo de biomassa suspensa, ambos le-
vando a formagdo de caminhos preferenciais), o que prejudica as
taxas de produgdo através de limitagdes a transferéncia de massa
(Fukuda, 1994).
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Os reatores de leito fluidizado representam um compro-
misso entre os reatores de mistura e os reatores de leito
empacotado, aliando boas condi¢des de mistura (caracteristi-
ca dos reatores de mistura) a baixas tensdes de cisalhamento
(caracteristica dos reatores de leito empacotado). Em con-
traste com os reatores do tipo leito empacotado, os reatores
do tipo leito fluidizado facilitam a mistura entre as fases liqui-
da e sélida, a remogao de gases e minimizam a pressdo sobre
o leito de agregados imobilizados (Groboillot et al., 1994).
Para a obtengio de boas caracteristicas de fluidizagdo, a di-
ferenga de densidade entre os agregados celulares e o meio
de fermentagio deve ser a maior possivel. Desta forma, géis
de hidrocoléides hidratados, como alginato de cdlcio, nao sao
recomendados devido a semelhanga de densidades entre o
polimero e o meio de fermentagdo aquoso. Dependendo do
tamanho e densidade do suporte, das taxas de fluxo de gases
e liquidos e da geometria do leito, diversos padrdes de mis-
tura podem ser obtidos nos quais as fases liquidas e solidas
podem estar sendo adequadamente misturadas ou ndo. Desta
forma, deve-se ressaltar que, dependendo das condigdes hi-
drodinamicas do sistema, os agregados celulares podem so-
frer limitagdes de transferéncia de massa, o que ira prejudicar
as taxas de produgio.

De acordo com Gerbsch e Buchholz (1995), o desenvol-
vimento, modificagdo e otimiza¢io de reatores foi objeto de
intensos estudos de engenharia e desenvolvimento de pro-
cessos nos ultimos anos. A despeito destes esforgos, nenhum
sucesso substancial foi obtido no sentido de introduzir pro-
cessos biotecnoldgicos economicamente comparaveis a pro-
cessos quimicos, se negligenciadas algumas poucas excegdes.
De acordo com estes autores, a principal tarefa da bioenge-
nharia para o futuro é, em cooperagdo com a biologia mole-
cular, superar este obstaculo, ndo através do desenvolvimen-
to de novos tipos de reatores, mas através do planejamento e
desenvolvimento de processos economicamente vidveis.

Aplicacoes Industriais

Apesar do grande volume de literatura publicada sobre
imobilizacdo de biocatalisadores, a aplicagdo desta tecnologia
em escala industrial é ainda limitada (Gerbsch e Buchholz,
1995). Como exemplos classicos, podem ser citados:

1) Enzimas imobilizadas: A produgio de xarope de milho
rico em frutose, através da isomerizagdo continua de glicose
com a enzima glicose isomerase pela Clinton Corn Producing,
Estados Unidos; A produgio continua de L-aminoacidos com
a enzima aminoacilase pela Tanabe Seiyacu, Japao; A produ-
¢do de dcido 6-amino-penicilinico a partir de penicilina G ou
V com a enzima penicilina acilase pela Bristol-Myer Squibb,
Inglaterra.

2) Células imobilizadas: A produgio de acrilamida a
partir de acrilonitrila por células nao vidveis de Rhodococcus
rhodochrous pela Nitto Chemical Industries, Japao (Katchalski-




Artigo

Katzir e Kraemer, 2000). Com exce¢do de algumas aplica-
¢des na produgio de vinagre e no tratamento de efluentes,
nao se tem noticias do uso de células vidveis imobilizadas
em outros processos industriais (Virkajarvi, 2001); Excecao
deve ser feita para o cultivo de células superiores, especial-
mente células animais, que necessitam ser imobilizadas e
sdo muito utilizadas na produgdo de insumos farmacéuticos
(Wandrey, 1996).

A produgio de biosensores é também uma area na qual
técnicas de imobilizagdo tém sido aplicadas com sucesso. De
acordo com Dong e Chen (2002), estes equipamentos, basea-
dos na incorporagio de elementos bioldgicos (enzimas ou cé-
lulas) em uma camada sensitiva intimamente conectada com
um transdutor, tém sido amplamente aplicados em diversos
campos, como monitoramento de processos industriais, tes-
tes de detecgdo clinicos e controle ambiental, entre outros.
Como vantagens da utilizagdo destes equipamentos, podem
ser citadas simplicidade de uso, alta sensibilidade e habilidade
para medidas em tempo real e in loco.

Producdo de cerveja

A producio de cerveja é geralmente mencionada como um
exemplo tipico de biotecnologia “velha”, devido a sua longa
histéria. Entretanto, a cervejaria moderna aplica um amplo
espectro de novas invengdes técnicas, bioquimicas, microbio-
l6gicas e genéticas. Exemplos de progressos contemporaneos
podem ser encontrados ao longo de toda a cadeia de produ-
¢do: O desenvolvimento de novos cultivares de cevada tem
propiciado a obtengdo de maltes que geram altos rendimentos
de extrato e apresentam atividades adequadas de enzimas ami-
loliticas e proteoliticas; A adicio de bactérias laticas durante
a fase de maltagem, além de minimizar o desenvolvimento de
microrganismos prejudiciais como Fusarium sp., leva a melho-
ras na eficiéncia de filtragio do mosto obtido; Ao invés de
solventes organicos, técnicas de extragio com CO, supercri-
tico tém sido utilizadas para a obtengdo de extratos de lGpulo,
garantindo uma melhor qualidade ao extrato final sem residuos
de solventes; A utilizagio de mostos de alta densidade no inicio
da fermentagdo principal, conhecida por processo high gravity,
promove um significativo aumento da capacidade de produgio;
Leveduras geneticamente modificadas tém sido desenvolvidas
com a finalidade de: a) manter a concentragio de diacetil em
valores inferiores ao limite de detecgdo sensorial, b) facilitar a
filtragdo da cerveja, e c) produzir cervejas com baixos teores
de carboidratos (Linko et al., 1998).

O processo de produgido de cervejas do tipo lager,
predominante em todo o mundo nos dias atuais, pode
ser resumido em quatro fases, conforme descrito abaixo
(Virkajarvi, 2001).

O primeiro passo consiste na obtencdo do malte de ceva-
da, obtido através da germinagdo de graos de cevada em con-
digdes especiais. Este malte é moido ou triturado e misturado
com agua. As enzimas presentes no proprio malte, ativadas
de acordo com um perfil de temperaturas controlado pelo

mestre cervejeiro, irdo hidrolisar os polimeros presentes:
amido em dextrinas, mono, di e trissacarideos, e proteinas
em peptideos e aminoacidos. Esta primeira fase do proces-
so é denominada mosturagio. A fragio insolivel do mosto
obtido ¢é entdo filtrada, normalmente utilizando-se a prépria
casca do malte como camada filtrante.

O proximo passo consiste no cozimento do mosto filtra-
do por | a 2 horas, apés a adigdo de ltpulo. O cozimento ird
assegurar a assepticidade necessaria, e promovera a precipi-
tagdo de complexos entre proteinas e polifendis, a solubiliza-
¢dol/isomerizagio de componentes do lupulo, a remogio de
compostos que determinam sabores desagradaveis no produ-
to final e a obtengio da concentragio desejada de aglicares.
As enzimas presentes sdo inativadas durante o cozimento. O
material precipitado, conhecido como trub, é entdo removi-
do. Apds a remogao do trub, o mosto é resfriado, transferido
para o fermentador e aerado até saturagdao na concentragao
de oxigénio dissolvido.

A fermentagdo da cerveja do tipo lager é dividida em duas
fases: Fermentagdo principal (ou primaria) e fermentagio
secundaria. A fermentagio principal dura entre 6 e 10 dias,
temperaturas entre 7 e 15°C sendo utilizadas. Durante a fer-
mentagao principal, a maior parte dos compostos responsa-
veis pelas caracteristicas organolépticas do produto final sio
formados. Ao final desta fase, a cerveja é resfriada para apro-
ximadamente 4°C e a maior parte das leveduras sdo retiradas
pela base do fermentador. A fermentagido secundaria pode
ser realizada no mesmo tanque da fermentagdo principal ou
a cerveja pode ser transferida para um segundo tanque. O
principal objetivo da fermentagio secundaria é a remogéo do
diacetil, que causa um sabor desagradavel no produto final.
Esta fase, também conhecida como maturagio, dura entre |
e 2 semanas.

Finalmente, a cerveja é estabilizada pelo resfriamento a
temperatura igual ou inferior a 0°C por um periodo de até
3 dias. Diferentes agentes estabilizantes, como silica gel e ta-
ninos, podem ser utilizados. Leveduras e complexos entre
proteinas e polifendis irdo precipitar, sendo filtrados poste-
riormente. A carbonatagdo e o envase finalizam o processo
de produgio.

A fermentagdo ¢ a fase mais demorada no processo de pro-
dugdo da cerveja. Desta forma, o uso eficiente dos tanques de
fermentagdo é um elemento crucial na economia global do pro-
cesso. Tendo em vista que uma das formas de se aumentar a
produtividade de um processo em batelada é converté-lo em um
processo continuo, muitas cervejarias devotaram esforgos para
a estabilizagdo de processos continuos em escala industrial nas
décadas de 50 e 60. Na década de 70, entretanto, esta linha de
pesquisa foi abandonada por diversas dificuldades encontradas
para a estabilizagdo da tecnologia de produgio. Na década de 80,
a tecnologia de imobilizagdo celular comegou a ser utilizada com
a finalidade de solucionar os problemas previamente encontra-
dos, tendo levado a aplicagdes industriais na fase de fermentagio
secundaria (Virkajarvi, 2001). De acordo com Masschelein et al
(1994), a tecnologia de imobilizagdo celular oferece também um
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cenario bastante atrativo e eficiente em termos de custos para
aplicagdo na fase de fermentagdo principal. Impactos importantes
do desenvolvimento desta tecnologia no desenvolvimento de no-
VOs processos sio esperados como conseqiiéncia.

Flavour

A cerveja é um produto para o qual a imagem é muito im-
portante. Qualquer mudanga no processo de produgio com
vistas a reducio de custos deve preservar as caracteristicas
organolépticas do produto final (Virkajarvi, 2001), tradicio-
nalmente denominadas de flavour e consideradas neste traba-
Ilho como sabor ou aroma.

A cerveja é uma solugdo aquosa complexa, contendo COZ,
etanol, diversos sais inorginicos e cerca de 800 compostos
organicos (Hardwick, 1995). O sabor da cerveja é determina-
do pela matéria-prima, pelo tipo de processo e pela levedura
utilizados, além dos compostos produzidos durante a fer-
mentagdo, que exercem o maior impacto (Virkajarvi, 2001).
Entre os compostos produzidos pela levedura, que influen-
ciam marcadamente o sabor da cerveja obtida, encontram-se
alcoois, ésteres, acidos organicos, compostos carbonilados e
compostos sulfurados.

O etanol é o dlcool encontrado em maior concentragio na
cerveja, exercendo portanto um impacto no sabor do produto
final. Entre os alcoois superiores, merecem destaque os dlcoois
amilico e isoamilico pelo impacto determinado no sabor do
produto. De acordo com Hardwick (1995), os demais alcoois
superiores afetam o sabor da cerveja através de efeitos cumu-
lativos, uma vez que as concentragdes normalmente presentes
raramente ultrapassam os limites de detec¢do individuais. De
acordo com Virkajarvi (2001), como os alcoois apresentam
limites de detecgdo sensorial aproximadamente 10 vezes su-
periores aos ésteres e 1000 vezes superiores aos compostos
carbonilados, os impactos provocados por estes compostos
no sabor final da cerveja ndo sdo tdo importantes, a despeito
das elevadas concentragdes normalmente presentes.

Esteres sio compostos importantes no sabor da cerveja
produzida. De acordo com Virkajarvi (2001), acetato de etila,
acetato de isoamila, caproato de etila e caprilato de etila sdo
os principais ésteres encontrados na cerveja.

A cerveja é levemente dcida. De acordo com Hardwick
(1995), 4cido carbdnico e acidos organicos sdo os prinicpais
responsaveis pelo sabor levemente azedo da cerveja. Os aci-
dos organicos sio todos subprodutos do metabolismo, es-
sencialmente excretados pela levedura. Entre os 4cidos orga-
nicos que mais influenciam o sabor da cerveja encontram-se
os acidos acético, caprico, caproico e caprilico.

Entre os compostos carbonilados, acetaldeido e diacetil
sdo os mais importantes. O acetaldeido pode exceder o valor
de detecgdo sensorial durante a fase ativa da fermentacio,
mas normalmente é reduzido a etanol na fase de maturagio.
Por outro lado, o diacetil é o composto chave na determi-
nagdo das caracteristicas organolépticas do produto final. O
principal objetivo da fermentagio secundaria é a remogéo do

diacetil, que determina um sabor de manteiga no produto
final (Angelino, 1991).

Os compostos sulfurados sdo provenientes principalmen-
te do malte, embora o lipulo também possa conter residuos
destes compostos. Entre os compostos sulfurados derivados
do metabolismo da levedura, encontram-se o sulfeto de hi-
drogénio e o diéxido de enxofre (Hardwick, 1995). Normal-
mente, estes compostos sdo removidos da cerveja durante a
fermentagdo. Entretanto, em algumas situages, como baixa
atividade celular e fermentagio lenta, a presenga de compos-
tos sulfurados pode determinar um aroma de ovo podre no
produto final (Angelino, 1991).

Fermentacdo principal

A fermentagdo principal da cerveja em sistema continuo com
células imobilizadas pode se tornar uma realidade na cervejaria
moderna em um curto espago de tempo (Pilkington et al.,, 1998).
De acordo com Linko et al. (1998), grandes cervejarias produ-
zem tipicamente 500 milhdes de litros de cerveja/ano. Estas cer-
vejarias precisam ser eficientes para sobreviver em um mundo
competitivo e globalizado, estando obviamente interessadas em
todas as novidades técnicas que possam levar a processos com
menor custo e maiores facilidade e seguranca. De fato, grandes
cervejarias em todo o mundo jd& vém empreendendo esforgos
no sentido de se implementar processos continuos com células
imobilizadas em escala industrial, podendo-se citar como exem-
plos: Kirin Brewery Company, Japao; Labbat Breweries, Canadd; Meu-
ra Delta, Bélgica; Sapporo Breweries, Japao; Hartwall Plc, Finlandia
(Virkajarvi, 2001).

De acordo com Pilkington et al. (1998b), os principais fa-
tores que motivam a mudanga na tecnologia de produgio sio
a significativa redugdo no tempo necessario para a produgio
da cerveja pronta para consumo, a redugdo dos inventarios
necessarios, a redu¢do do espago ocupado pela planta e a
obtengido de um produto com caracteristicas uniformes. Es-
tudos preliminares demonstraram que sistemas com células
imobilizadas operados de forma continua podem reduzir o
tempo necessario de fermentagao principal para apenas | dia
(Mensour et al., 1996). Conforme sera discutido posterior-
mente, a fase de maturagio conduzida com células imobili-
zadas acoplada a um processo de tratamento térmico ja é
realizada em escala industrial em apenas 2 horas.

Alguns obstaculos necessitam ainda serem superados para
que esta tecnologia seja implementada em escala industrial.
Os principais sio descritos a seguir:

O primeiro deles se refere as alteragdes no metabolis-
mo da levedura determinadas pela imobilizagdo. Na pro-
dugdo de cerveja, o objetivo principal é a obteng¢do de um
sabor/aroma balanceado e nio somente a realizacio de
uma fermentacdo eficiente com elevado rendimento em
etanol (Linko et al.,, 1998). A maior parte dos compostos
responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do pro-
duto final sdo formados durante a fermentagdo principal.
A imobilizagdo geralmente leva a um consumo reduzido
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de aminoacidos, provavelmente devido as limitagdes ao
crescimento celular, determinando uma menor produgio
de alcoois superiores e ésteres e valores de pH dema-
siadamente elevados, além de elevados teores de diacetil
(Virkajarvi, 2001). A questio critica é: Como o sabor/aro-
ma tradicional desejado pode ser obtido, baseado em um
balango adequado de numerosos compostos. A resposta
ndo é facil, tendo em vista as relagdes complexas entre o
crescimento do microrganismo e a formag¢io dos produ-
tos. De acordo com Linko et al. (1998), para a obtengio
de uma cerveja com caracteristicas organolépticas ade-
quadas, é geralmente aceito que a fermenta¢io continua
deveria ser realizada através de estigios, mimetizando a
fermentacio em batelada convencional. Esta condi¢do po-
deria ser obtida através da utilizagdio de um padrio de
fluxo do tipo plug flow através do reator ou, alternativa-
mente, através de uma série de reatores de mistura em
cascata. Desta forma, as células poderiam experienciar
condicdes aerdbias nos estagios iniciais da fermentacio,
utilizando o oxigénio disponivel para crescimento, e con-
dicSes anaerdbias ao final da fermentacio. Uma tese de
doutorado concluida no Centro de Pesquisas Técnicas
da Finlandia (Virkajarvi, 2001) comprovou a possibilidade
de se produzir cerveja com caracteristicas organolépticas
adequadas em modo continuo de fermentagio com célu-
las imobilizadas, utilizando-se o principio de estagios de
fermentacdo. Através da variagdo na composi¢ido e quan-
tidade de gases injetados no reator, foi possivel controlar
a formagdo de compostos aromaticos durante a fermen-
tagao primaria.

O segundo obstaculo se refere ao preparo do mosto para
as fermentacdes propriamente ditas. As fases de preparo do
mosto, coletivamente denominadas de brassagem, constituem
ainda uma série de operagdes em bateladas. Uma brassagem
continuamente operada seria atrativa, especialmente se os
estagios subseqientes (fermenta¢des primaria e secundaria)
fossem realizados em modo continuo de operagido. De acor-
do com Linko et al. (1998), a combinacdo de estagios conti-
nuos e em bateladas é geralmente problematica. Tanques de
armazenamento com grandes volumes sao necessarios, o que
poderia diminuir as vantagens econdmicas e criar problemas
adicionais em termos de contaminac¢ido microbiana, uma vez
que o mosto ¢é bastante vulneravel ao ataque de microrganis-
mos antes da inoculagio.

O terceiro obsticulo diz respeito ao preco do suporte
de imobilizagdo. De acordo com Linko et al. (1998), o preco
do suporte de imobilizagdo é o fator que exerce a limitagdo
econdmica mais severa a implantacdo de processos em escala
industrial. Os resultados obtidos até o momento apontam
para a utilizacio de suportes pré-formados e regeneraveis
como os mais promissores, podendo ser a imobilizagio ce-
lular processada através de adsorcio ou ligagdes covalentes
(Masschelein et al., 1994).

Atualmente, existem diversos grupos ao redor do mundo
trabalhando com o objetivo de implementar esta tecnologia
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em escala industrial. Para que o objetivo final seja alcancado,
uma equipe altamente interdisciplinar de pesquisadores apli-
cados com solidos conhecimentos em engenharia bioquimica,
microbiologia, quimica e bioquimica sera necessaria (Pilking-
ton et al., 1998b).

Fermentacdo secundaria

A remocio de diacetil (2,3-butanodiona) e 2,3-penta-
nodiona, coletivamente denominados dicetonas vicinais,
e de seus precursores, o-aceto-lactato e a-aceto-hidro-
xi-butirato, respectivamente, é um dos principais objeti-
vos da fermentagio secundaria da cerveja (Masschelein et
al., 1994). Trés passos estio envolvidos na formacio e
remocdo de dicetonas vicinais: |) sintese e excre¢io de
a-aceto-hidroxi-acidos pela levedura, 2) descarboxilagio
oxidativa de a-aceto-hidroxi-acidos até as respectivas di-
cetonas, e 3) reducio das dicetonas vicinais pela levedura
(Masschelein et al., 1994). Embora ambos compostos (dia-
cetil e 2,3-pentanodiona) sejam importantes no contro-
le da maturagdo da cerveja, o diacetil é o composto que
apresenta maior impacto no sabor/aroma do produto final.
De acordo com Linko et al. (1998), o limite de deteccio
sensorial do diacetil é de apenas 0,05 mg/L ou menos.

O controle eficiente da concentragdo de diacetil pode ser
obtido de duas maneiras: a) prevencio da formagdo do pre-
cursor (o-aceto-lactato), ou b) aumento da taxa de descarbo-
xilagdo quimica do precursor.

A prevencio da formagdo do precursor o-aceto-lacta-
to pode ser alcangada através da utilizacdo de leveduras
que contém o gene que codifica a sintese da enzima o.-ace-
to-lactato-descarboxilase integrado em seu genoma. Des-
ta forma, o excesso de a-aceto-lactato produzido através
da via de biossintese do aminoacido valina é convertido
diretamente a acetoina pela enzima incorporada ao ge-
noma da levedura (Linko et al., 1998). Estudos em escala
piloto confirmaram a possibilidade de uso desta estratégia
(Kronléf e Linko, 1992). Entretanto, a aplicagdo da tecno-
logia de DNA recombinante na cervejaria moderna pode
ser retardada, ou até mesmo rejeitada, por regulagdes
governamentais e/ou rejei¢cdo por parte do consumidor
(Masschelein et al., 1994).

A fase limitante na maturagdo da cerveja é a baixa taxa
de conversido espontdnea (nio enzimdtica) de a-aceto-
lactato em diacetil. Esta reacio, como todas as reacgdes,
procede mais lentamente a baixas temperaturas, sendo
limitada pela temperatura de maturagido de 4°C (Linko
et al,, 1998). Baker e Kirsop (1973) foram os primeiros
pesquisadores a reportar o emprego de tratamento tér-
mico da cerveja para a rapida conversio de precursores
de diacetil a diacetil, e a subsequente remog¢ido do diacetil
formado por células imobilizadas. Este conceito é o funda-
mento através do qual processos continuos de fermenta-
¢do secundaria sio utilizados em escala industrial hoje em
dia. Apos a fermentagdo principal, a levedura residual é
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removida por meio de uma centrifuga hermeticamente fe-
chada, e a cerveja verde é aquecida a 90°C por 10 minutos
utilizando-se trocadores de calor. Este tratamento térmi-
co é suficiente para converter todo o a-aceto-lactato pre-
sente em diacetil e acetoina. Apos resfriamento, o diacetil
remanescente é entdo convertido em acetoina através de
um sistema continuo, operado em reator de leito empa-
cotado, com células imobilizadas em DEAE celulose, um
derivado granular da celulose. Um tempo de residéncia
no reator de apenas 2 horas ¢ suficiente para completar
a maturacio da cerveja e alcancar niveis de diacetil in-
feriores ao limite de detecgdo sensorial (Masschelein et
al, 1994; Linko et al., 1998). Deve-se ressaltar que ndo
foram detectadas mudangas significativas nos espectros
analiticos e sensoriais impostas por esta nova tecnologia
de maturag¢do, podendo-se citar como exemplo de aplica-
¢do industrial deste processo a produgao de cerveja pela
Sinebrychoff Kerawa Brewery, Finlandia (Virkajarvi, 2001).

Conclusao

A tecnologia de imobilizagdo trouxe novas perspectivas para
a aplicagdo de enzimas e células em processos industriais. Aliada
as novas invengdes técnicas, bioquimicas, microbioldgicas e ge-
néticas, esta tecnologia pode ser utilizada como uma ferramenta
para aumentar a eficiéncia de processos biotecnoldgicos e, con-
sequentemente, reduzir custos de produgdo. Por outro lado,
apesar da tendéncia de se pensar em agregados macroscépicos
que permitem a facil separagio da fase sélida presente no meio
reacional (agregado enzimatico) ou no meio de fermentagio
(agregado celular), ndo se deve esquecer dos recentes progres-
sos trazidos pela tecnologia de membranas. Atualmente, técnicas
modernas ja permitem a facil separagdo dos biocatalisadores a
partir de uma suspensao (células) ou de uma solugdo (enzimas)
através do uso de membranas de microfiltracio ou ultrafiltracio,
respectivamente (Kragl e Dwars, 2001).
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