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RESUMO 

A imobilização celular consiste em um processo pelo qual 
micro-organismos, células ou enzimas são confinados através 
de interações físicas ou químicas em uma matriz, ou fixados na 
superfície do agente imobilizador. A imobilização celular visa 
preservar a atividade metabólica e/ou catalítica das células 
vivas ou enzimas com a intenção de aumentar a produtividade 
dos bioprocessos envolvidos e de diminuir os custos das 
operações laboratoriais e, principalmente, industriais.  
As técnicas de imobilização celular mais comumente utilizadas, 
são descritas como naturais, por ocorrerem de forma 
espontânea como na formação de biofilmes ou adesão; ou 
artificiais, por inclusão em matrizes poliméricas como o alginato 
de cálcio. Avanços recentes nas técnicas de imobilização 
celular têm sido descritos na literatura, resultando em 
biocatalisadores com potencial aplicação em diferentes áreas 
como a farmacêutica, alimentícia, agroindústria, assim como no 
setor mineral, especialmente nos processos de recuperação 
ambiental envolvidos. Esta revisão bibliográfica realiza uma 
abordagem sobre as diferentes técnicas de imobilização 
celular, com ênfase no uso de células microbianas imobilizadas 
em gel de alginato de cálcio em processos biotecnológicos dos 
setores industriais emergentes. O uso de biocatalisadores 
imobilizados em processos biohidrometalúrgicos também está 
descrito. 

 

Palavras-chave 
imobilização cellular, gel de alginato de calico, bioprocessos, 
indústria mineral, biohidrometalurgia. 



ABSTRACT 

The cell immobilization is a process whereby microorganisms, 
cells or enzymes are confined in a matrix by physical or 
chemical interactions, or attached to the surface of the 
immobilizing agent. Cell immobilization aims at maintaining the 
metabolic and/or catalytic activity of living cells or enzymes as 
an attempt of increasing the productivity of bioprocesses 
involved and decrease costs of laboratory and mainly industrial 
operations. Cell immobilization techniques most commonly 
used are described as natural, to occur spontaneously as the 
formation of biofilms or surface adhesion; or artificial, for 
inclusion in polymer matrices such as calcium alginate. Recent 
advances in cell immobilization techniques have been 
described in the literature, resulting in biocatalysts with potential 
application in different areas such as pharmaceutical, food, 
agro-industry and also in the mining sector, especially in the 
processes where environmental recovery is involved.  
This bibliographic review accomplishes a discussion of different 
cell immobilization techniques, with emphasis on the use of 
microbial cells immobilized in calcium alginate gel in 
biotechnological processes in emergent industrial sectors.  
The use of immobilized biocatalysts in biohydrometallurgical 
processes is also described. 

 

Keywords 
cell immobilization, calcium alginate gel, bioprocess, mining 
industry, biohydrometallurgy. 
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1 | BIOPROCESSOS 

1.1 | Introdução 

Os processos biotecnológicos compreendem um conjunto de 
operações que viabilizam a aplicação industrial de reações ou 
vias biológicas mediadas por células vivas de animais, plantas, 
micro-organismos ou enzimas sob condições controladas 
(SHULER; KARGI, 2002).  

Diferentes micro-organismos têm sido amplamente utilizados 
na produção de substâncias de interesse comercial, como 
enzimas, antibióticos, gomas, ácidos orgânicos, solventes, e 
biocombustíveis por processos fermentativos. Dentre os 
processos biotecnológicos também se destacam os 
bioprocessos nos quais o produto é o próprio micro-organismo, 
como a levedura de panificação e os inoculantes agrícolas, 
assim como as células microbianas utilizadas em processos de 
biotransformação na produção de esteroides, aromas e 
fragrâncias, entre outros (BORZANI et al. 2001; PEREIRA JR. 
et al. 2008). 

Os processos fermentativos são definidos como um conjunto 
de operações que incluem desde o tratamento da matéria- 
-prima e o preparo dos meios de propagação e produção, até a 
biotransformação do substrato em produto por rota bioquímica, 
sua separação e purificação. A Figura 1 ilustra as principais 
etapas de um bioprocesso conduzido por micro-organismos. 

De maneira geral, os bioprocessos podem ser divididos em três 
estágios: 1) etapa denominada de à montante (upstream), a 
qual envolve o preparo do inóculo e da matéria-prima;  
2) transformação, em que o micro-organismo é colocado em 
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contato direto com o substrato e ocorre a formação de produtos 
oriundos das reações bioquímicas favorecidas pelas condições 
do processo e, 3) etapa de à jusante (downstream), onde o 
produto formado é separado, recuperado e purificado, quando 
necessário. 

 

Figura 1. Ilustração das principais etapas de um processo 

fermentativo industrial genérico. 

Os micro-organismos utilizados nos processos fermentativos 
devem apresentar elevada eficiência na conversão do 
substrato em produto de interesse e permitir o acúmulo do 
mesmo no meio de cultivo, mantendo o seu comportamento 
fisiológico intacto. Para tanto, a imobilização das células 
microbianas vem sendo utilizada como uma alternativa para 
elevar a atividade fermentativa, principalmente por promover a 
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melhor adaptação das células ao meio de cultivo e 
proporcionar o uso de maiores densidades celulares no 
processo (CANILHA et al. 2006). 

1.2 | Uso de Células Imobilizadas em Bioprocessos 

O estado morfológico de fungos, leveduras e bactérias durante 
o processo fermentativo exerce influência direta na obtenção 
dos produtos de interesse, principalmente pelo fato do uso dos 
micro-organismos na forma imobilizada contribuir para a 
diminuição do tempo de cultivo e para o aumento do 
rendimento do processo (FENG et al. 2003).  

Uma vez que fungos e leveduras apresentam estados 
morfológicos bastante complexos em cada etapa do processo 
fermentativo, o confinamento físico ou químico das células 
microbianas em uma região definida permite adequar suas 
estruturas morfológicas aos processos bioquímicos de 
interesse de maneira que seja preservada a atividade catalítica 
celular. As células retidas em estruturas insolúveis 
permanecem em uma região específica dos biorreatores e 
facilitam as etapas de upstream, transformação e downstream 
(KOURKOUTAS et al. 2004; PRASAD et al. 2005; REIS et al. 
2013). 

Assim, diferentes espécies microbianas têm sido utilizadas 
como biocatalizadores imobilizados em processos 
fermentativos na produção de pigmentos (GARBAYO et al. 
2003), solventes (WU et al. 2015), proteínas 
(PARASCANDOLA et al. 2006), gomas (BERGMAIER et al. 
2005), enzimas (BICKERSTAFF JR. 1997) e bebidas como 
vinhos e leite fermentado (KOURKOUTAS et al. 2004; 
GARCÍA-MARTINEZ et al. 2015), entre outros. 
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Dentre os bioprocessos destacam-se, também, os processos 
bioquímicos nos quais não ocorre a formação de um produto 
direto, como a biorremediação, o tratamento de resíduos ou 
efluentes urbanos e industriais, e recuperação de metais, entre 
outros (MALAJOVICH, 2012; RIZZO et al. 2014).  

No caso do tratamento de efluentes, o uso de reatores 
anaeróbios em batelada sequencial com biomassa imobilizada 
vem sendo amplamente estudado para aplicação na remoção 
de DQO (demanda química de oxigênio). Nestes reatores, a 
imobilização da biomassa microbiana utilizada no processo 
tende a melhorar a retenção de sólidos e a eliminar a etapa de 
sedimentação, com consequente redução do tempo de 
operação (RATUSZNEI et al. 2000; 2001).  

Outro exemplo bastante atual é o uso de biossorventes nas 
operações de tratamento de resíduos líquidos. Os métodos 
convencionais de tratamento (precipitação química, floculação, 
coagulação, flotação, troca iônica) não são suficientemente 
eficientes quando utilizados no tratamento de efluentes muito 
diluídos. O uso de células microbianas mortas como 
biossorvente vem alcançando bons resultados, pois além da 
capacidade de adaptação de alguns micro-organismos a uma 
diversidade de poluentes, os mesmos podem influenciar na 
mobilidade dos metais em meio aquoso. O uso de 
biocatalisadores imobilizados vem sendo utilizado na remoção 
de fosfato de águas residuais por microalgas como, por 
exemplo, do gênero Chlorella, imobilizadas em diferentes 
matrizes (ROBINSON; WILKINSON, 1994; INFANTE et al. 
2013). A imobilização celular em materiais sólidos e de baixo 
custo também tem sido cada vez mais explorada nos 
processos de biossorção e adsorção para a remoção de 
corantes de efluentes têxteis (LIN et al. 2012). 
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1.3 | Vantagens do Uso de Biocatalisadores 
Imobilizados 

As principais vantagens do uso de células imobilizadas sobre o 
uso de células livres nos diferentes processos biotecnológicos 
consistem na capacidade de operação na presença de uma 
maior densidade celular, no aumento da estabilidade e do 
tempo de atividade do biocatalisador, assim como a maior 
afinidade pelo substrato e maior tolerância às altas 
concentrações de compostos tóxicos ao crescimento 
microbiano, uma vez que a matriz de imobilização resulta, 
geralmente, na maior proteção das células (COVIZZI  
et al. 2007).  

O uso dos biocatalizadores imobilizados favorece, ainda, os 
processos fermentativos contínuos principalmente por eliminar 
a necessidade de adaptação dos micro-organismos em 
bateladas sucessivas de fermentação, diminuição do risco de 
contaminação, e por apresentar fácil recuperação do produto 
final sem a formação de subprodutos, o que determina a 
diminuição de custos e tempo de produção (DURAN; BAILEY, 
1986; CANILHA et al. 2006). A extração do produto se torna 
mais eficiente pelo uso de células imobilizadas por eliminar a 
necessidade da retirada de biomassa ou reciclo.  
O micro-organismo imobilizado pode ser regenerado e 
reutilizado em bioprocessos subsequentes sem a necessidade 
de remoção dos mesmos dos tanques fermentativos ou 
reatores (SOUZA, 2002; COVIZZI et al. 2007). 

No caso dos processos fermentativos, o maior desempenho 
dos biorreatores é proveniente da alta densidade de células 
microbianas fixadas no suporte escolhido. Os principais tipos  
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de biorreatores com células imobilizadas podem ser reatores 
de leito fixo e leito fluidizado (Figura 2), os quais podem sofrer 
modificações para melhorar a transferência de massa e demais 
parâmetros das condições de cultivo. 

 

Figura 2. Tipos de biorreatores com células imobilizadas empregados 

(A) leito fixo, (B) leito fluidizado. 

O leito fixo de biocatalizadores imobilizados, disposto 
verticalmente, tem sido o tipo de biorreator mais utilizado nos 
processos fermentativos, sendo normalmente operado com 
células imobilizadas em esferas de gel hidrofílico, uma vez que 
o uso de partículas imobilizadas pelo método de adsorção pode 
apresentar dificuldades em processos contínuos de longa 
duração, devido ao crescimento celular dentro do leito 
(PRADELLA, 2001). 
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2 | MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO CELULAR 

Os diferentes métodos de imobilização celular podem ser 
divididos em quatro categorias (Figura 3), de acordo com a 
localização das células na matriz e a natureza do suporte. 

 

Figura 3. Diferentes métodos de imobilização celular de  

micro-organismos. 

De maneira geral, o suporte deve apresentar uma grande 
superfície de contato, de preferência contendo a presença de 
grupos funcionais que ocasionem melhor adesão celular serem 
de fácil manuseio e reutilizáveis, e devem também garantir a 
viabilidade celular e a estabilidade dos processos nos quais 
são empregados. 

2.1 | Ligação ao Suporte 

A adesão microbiana sobre superfícies sólidas é a maneira 
mais comum de os micro-organismos estarem presentes na 
natureza, especialmente sobre rochas e minerais, e está 
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diretamente relacionada à atividade microbiana e sua 
sobrevivência (EHRLICH & NEWMAN, 2009). Neste modelo, a 
ligação das células microbianas consiste em um processo 
físico-químico resultante das propriedades hidrofílicas e/ou 
hidrofóbicas da superfície celular, o qual é dependente do pH e 
força iônica da solução em que se encontra e também da 
composição da superfície do suporte (BOS et al. 1999). 

O método de imobilização por meio de ligação a superfícies é o 
que apresenta menor custo operacional, porém, tem como 
desvantagem a perda de biomassa microbiana e consequente 
estabelecimento do equilíbrio entre células livres e imobilizadas 
no sistema, uma vez que não há uma barreira física de 
contenção celular. Os suportes sólidos mais utilizados são 
materiais celulósicos (DEAE-celulose, pedaços de madeira, 
bagaço-de-cana) e inorgânicos (pérolas de vidro, porcelana, 
areia). A eficiência deste método de imobilização pode ser 
melhorada pelo aumento da porosidade do suporte, assim 
como pelo tratamento dos mesmos com agentes policatiônicos 
como a quitosana, os quais promoverão o estabelecimento de 
ligações químicas entre a parede celular e o suporte tratado 
(TSE; YU, 2003; SUN et al. 2006). 

2.2 | Floculação 

A tendência de formação de agregados celulares é observada 
naturalmente para diferentes espécies fúngicas; porém, pode 
ocorrer, também, em suspensões bacterianas. A formação de 
agregados celulares em suspensão é conhecida como 
floculação, a qual é associada a uma rápida sedimentação de 
maneira natural, ou na presença de agentes floculantes ou 
ligantes (KOURKOUTAS et al. 2004). A floculação é uma das 
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técnicas de imobilização mais utilizadas em larga escala, 
devido ao potencial de formação de agregados celulares nos 
reatores de leito fixo e fluidizado, assim como em tanques com 
agitação (FREEMAN; LILLY, 1998). 

2.3 | Contenção em Membranas 

O método de contenção em membranas ou por barreiras é 
baseado no uso de membranas pré-formadas como filtros 
porosos ou no aprisionamento das células microbianas in situ, 
como no caso de microcápsulas ou interface entre dois líquidos 
imiscíveis. Dentre as membranas sintéticas, geralmente 
utilizadas destacam-se as poliméricas de microfiltração ou de 
ultrafiltração, assim como membranas cerâmicas, borrachas de 
silicone e demais tipos de membranas de troca iônica  
(EL-MANSI et al. 2007). 

A contenção em membranas tem como desvantagem a 
limitação de transferência de massa devido a possibilidade das 
células se fixarem no suporte como resultado do crescimento 
microbiano. Porém, a transferência de massa não depende 
unicamente do tamanho dos poros da membrana, mas, 
também, de seu caráter hidrofóbico ou hidrofílico 
(KOURKOUTAS et al. 2004). 

2.4 | Aprisionamento em Matriz Polimérica 

O método de aprisionamento celular em uma matriz polimérica 
está baseado na difusão artificial das células microbianas, em 
um complexo molecular rígido ou semi-rígido e, assim, como no 
método de contenção em membranas, a matriz utilizada pode 
ser pré-formada ou sintetizada in situ. A matriz celular formada 
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permite ao micro-organismo a transferência de gases e de 
massa (troca de nutrientes, metabólitos etc.), mesmo que 
limitada, durante o processo fermentativo, impedindo a difusão 
das células para o meio de cultivo (NEDOVÍC;  
WILLAERT, 2005).  

Neste caso, o crescimento microbiano depende da limitação 
imposta pela porosidade do material, embora o método propicie 
a formação dos biocatalizadores em formato esférico com 
maior superfície de contato; e do acúmulo de biomassa no 
interior da matriz. Os geis comumente usados na formação 
destas matrizes celulares são ágar, agarose, goma 
carragenana, alginato, quitosana, álcool polivinílico, entre 
outros (KOURKOUTAS et al. 2004; PARASCANDOLA  
et al. 2006). 

A capacidade de transferência de massa dependerá da matriz 
utilizada no processo de imobilização celular. Por exemplo, a 
quantidade de oxigênio dissolvido em goma carragenana é 
estimada na faixa de 0,08 a 0,1 mm3, enquanto que em gel de 
alginato estes valores podem variar entre 0,1 e 0,16 mm3. 
Quando a difusão de oxigênio não é uniforme, as células da 
superfície do gel migram para o meio externo, ocasionando o 
rompimento da matriz (OGBONNA et al. 2000). Para minimizar 
estes efeitos, faz-se necessário otimizar o tamanho da partícula 
e a concentração celular a serem utilizadas no processo.  
O método de aprisionamento das células microbianas em gel é 
o mais utilizado pela sua facilidade, baixa toxicidade e alta 
capacidade de retenção celular. 
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3 | IMOBILIZAÇÃO CELULAR EM GEL DE ALGINATO 
DE CÁLCIO 

O alginato é um polissacarídeo linear constituído por unidades 
de ácido manurônico ligado por ligações glicosídicas do tipo β-
(1→4) e, também, por unidades de ácido gulurônico, unidas por 

ligações do tipo α-(1→4) (Figura 4). Estes polissacarídeos 
foram isolados, primeiramente, de algas marrons pertencentes 
aos gêneros Laminaria e Macrocystis, sendo, também 
produzidos por bactérias dos gêneros Pseudomonas e 
Azotobacter, sendo que a proporção de β-manurato e α-
guluronato depende da origem do alginato (GUO et al., 2006). 

 

Figura 4. Estrutura química do alginato de sódio, G = ácido 

gulurônico, M = ácido manurônico. 

3.1 | Mecanismo de Imobilização Celular 

O principal mecanismo de imobilização por aprisionamento em 
matriz polimérica consiste na mistura de células microbianas 
com um composto polimérico com cargas negativas (alginato, 
pectato). A formação das esferas de alginato de cálcio ocorre 
através de uma reação denominada gelificação iônica. Para 
tanto, uma suspensão de células microbianas em solução de 
alginato de sódio é gotejada em uma solução iônica de 
concentração adequada, geralmente CaCl2 (Figura 5) para a 
formação do gel de diferente porosidade, de acordo com as 
condições pré-otimizadas (CULPI et al. 2010). 
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Figura 5. Esquema do procedimento de imobilização celular em 

alginato de cálcio 

A obtenção da matriz de alginato de cálcio para imobilização 
celular inicia-se pela preparação de uma solução de alginato de 
sódio de 2 a 4% (m/v), em água destilada ou solução tampão. 
A suspensão deve ser agitada por cerca de 6 horas em 
agitador magnético ou deixada durante a noite em agitador 
orbital em temperatura ambiente. Caso a autoclavação seja a 
metodologia de esterilização escolhida, o pH da solução de 
alginato de sódio deve ser ajustado para valores próximos de 
7,0 ou 8,0 para evitar degradação. 

A solução estéril de alginato de sódio é, então, misturada com 
um volume igual de suspensão celular, a qual deve ser 
previamente preparada em solução tampão isotônica,  
evitando-se íons fosfato, citrato, EDTA e cátions divalentes. As 
pérolas de gel de alginato de cálcio serão, então, formadas 
através do gotejamento da mistura das soluções de alginato de 
sódio e células em suspensão em uma solução contendo de 20 
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a 100 mM de íons Ca2+ (Figura 5). As esferas de alginato 
formadas devem permanecer em solução de CaCl2 de 5 a 30 
minutos para a completa finalização do processo (THU et al. 
1996). 

A ligação dos íons Ca2+ aos resíduos de guluronato resulta na 
formação de esferas de gel de alginato consistentes e 
insolúveis. As características dos biocatalizadores imobilizados 
formados dependerão da velocidade de fluxo, densidade da 
solução de polímero e concentração da solução iônica na qual 
o gel será formado (WANG et al. 2005). 

As propriedades geleificantes do alginato provêm das ligações 
entre os cátions divalentes e os resíduos de guluronato, as 
quais favorecem a formação de um gel termoestável. O grau de 
substituição de íons Ca2+ depende do tempo de contato entre 
as esferas formadas e a solução iônica, assim como da acidez 
desta solução. De maneira geral, a substituição é máxima em 
pH próximo a neutralidade no tempo de contato de 1 hora na 
presença de íons Ca2+ (FUNDUEANU et al. 1999). 

Dentre as limitações descritas para o uso da matriz de gel de 
alginato, destaca-se a baixa estabilidade destes geis na 
presença de componentes do meio de cultivo, como íons 
fosfato e citrato, os quais podem promover rupturas e a 
dissolução das esferas formadas. Este problema, algumas 
vezes, pode ser contornado com o uso de sais de bário, no 
lugar do CaCl2 ou pelo tratamento com quitosana, para 
aumentar a resistência dos biocatalizadores formados  
(YOO et al. 1996). 
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3.2 | Aplicações dos biocatalisadores imobilizados 
em processos biotecnológicos 

O alginato apresenta propriedades únicas que o torna um 
produto de grande importância comercial pela sua capacidade 
de geleificar e espessar soluções, assim como no seu potencial 
biotecnológico como suporte para a imobilização de enzimas e 
células. O uso de gel de alginato na imobilização celular é 
muito versátil e apresenta diferentes aplicações, possibilitando 
o uso de células vivas ou inativadas em biorreatores 
possibilitando aplicações inovadoras em diferentes áreas de 
conhecimento (MÜLLER et al. 2011). 

O uso de biorreatores operados na presença de células 
microbianas imobilizadas em gel de alginato de cálcio tem sido 
descrito na literatura em processos fermentativos de produção 
de antibióticos, ácidos, edulcorantes, bebidas fermentadas, 
enzimas, polissacarídeos, entre outros. Os biocatalizadores 
imobilizados nesta matriz polimérica têm se destacado 
atualmente por apresentarem aplicações em outras áreas com 
potencial emergente, como a fermentação alcóolica para a 
produção de etanol combustível, na recuperação de áreas 
ambientais degradadas e no setor de mineração, descritos a 
seguir. 

3.2.1. Biocombustíveis 

A principal aplicação dos biocatalizadores imobilizados na 
agroindústria está relacionada à produção de biocombustíveis 
de primeira geração, produzidos a partir da fermentação dos 
açúcares solúveis da cana-de-açúcar, milho e beterraba. 
Estudos referentes à eficiência dos processos fermentativos na 
produção de etanol a partir de células de Saccharomyces 
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cerevisiae imobilizadas em alginato de cálcio e outros suportes 
têm sido extensivamente descritos na literatura (BANGRAK  
et al. 2011; DUARTE et al. 2013). 

O etanol tem ocupado um lugar de destaque e de grande 
importância tecnológica, com crescimento anual de 20 % no 
país, colocando o Brasil como um dos principais produtores de 
energia alternativa. Outro aspecto relevante é o seu uso como 
intermediário na síntese do biodiesel, o qual é capaz de 
substituir o diesel derivado do petróleo (Agência Internacional 
de Energia). O etanol também é utilizado na produção de 
hidrogênio para pilhas a combustível (MAIA et al. 2007). 

Diversos modelos de biorreatores para a produção 
biotecnológica de etanol vêm sendo descritos na literatura, 
sendo que a grande maioria envolve o uso de células 
microbianas livres com o inconveniente de se inocular um 
número grande de células. O uso da imobilização celular  
promove o aumento da produção de etanol, uma vez que se 
mostra como alternativa eficiente para contornar este problema 
e também diminui a inibição causada pela alta concentração de 
substrato e de produto formado (retro-inibição) presentes no 
mosto. A produção de etanol por células imobilizadas em 
alginato tem sido descrita como promissora por diferentes 
pesquisadores (JAMAI et al. 2001; NAJAFPOUR et al. 2004; 
BANGRAK et al. 2011).  

Em estudos conduzidos por DUARTE (2011), por exemplo, 
células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em gel de 
alginato de cálcio mostrou ser um excelente biocatalizador na 
produção de etanol, permitindo a reutilização das esferas por 
oito ciclos de fermentação de aproximadamente 10 horas cada, 
com rendimento de cerca de 65% quando utilizada sacarose 
como fonte de carbono. 
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Processos em escala piloto, utilizando leveduras imobilizadas 
em alginato de cálcio em reatores de leito fluidizado, foram 
desenvolvidos no Japão pela empresa Kyowa Hakko Kogyo 
Co. A planta operou por seis meses contínuos de maneira 
estável com produção de 12m3/dia com rendimento de cerca de 
95% em comparação com o valor teórico (BORZANI  
et al. 2001). 

A mesma tecnologia de imobilização tem sido aplicada nos 
estudos para obtenção de etanol de segunda geração, a partir 
da fermentação de materiais lignocelulósicos, baseada na 
obtenção de etanol a partir da fermentação da xilose e 
arabinose pela levedura Scheffersomyces stipitis (MILESSI  
et al. 2013). Atualmente, o micro-organismo mais utilizado na 
produção de etanol é a Saccharomyces cerevisiae, capaz de 
fermentar as hexoses provenientes dos açúcares solúveis da 
cana-de-açúcar. Porém, a produção de etanol de segunda 
geração é baseada no uso dos resíduos lignocelulósicos, 
sendo essencial o uso de leveduras capazes de fermentar 
pentoses como a xilose. 

3.2.2. Biorremediação 

Os processos microbianos para remoção de compostos 
recalcitrantes e metais pesados empregam células vivas, não- 
vivas, ou ainda biopolímeros como biossorventes. Muitos dos 
biossorventes são utilizados na forma imobilizada, 
principalmente quando se trata de grandes volumes de 
efluentes. Desta forma, a biossorção (uso de células não vivas) 
e a bioacumulação (uso de células vivas) podem ser 
considerados métodos viáveis de baixo custo, fácil aplicação e 
eficientes no tratamento de efluentes (CHOJNACKA, 2010). 
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O constante crescimento populacional e concomitante aumento 
da atividade antrópica tornam constante a preocupação com a 
manutenção dos recursos hídricos, principalmente no que 
tange à recuperação de águas residuais. O uso de microalgas 
no tratamento destes efluentes parece ser uma solução eficaz, 
devido à sua capacidade de assimilar íons fosfatos e, também, 
à sua capacidade de remoção de metais pesados.  

Estudos demonstraram que o emprego de biocatalizadores 
imobilizados da alga Chlorella vulgaris em alginato de sódio 
apresentam melhor eficiência na remoção de amônio e fosfato 
em comparação com o uso das células livres (~99% de N e P 
removidos em três dias de águas residuais provenientes do 
esgoto doméstico contra 50% de remoção pelas células livres) 
(LAU et al., 1997). Esta técnica de imobilização celular permite 
ainda o uso da co-imobilização de duas espécies distintas com 
o intuito de aumentar a eficiência deste tipo de processo, como 
no caso da imobilização conjunta de C. vulgaris e da bactéria 
Azospirillum brasilense (DE-BASHAN et al. 2002). 

Bactérias imobilizadas em alginato de cálcio vêm sendo 
empregadas em processos de biodegradação de pesticidas 
organofosforados como o coumafós e seus produtos, clorferon 
e dietiltiofosfato. Os consórcios de bactérias degradadoras 
imobilizadas apresentaram taxas de detoxificação, na presença 
destes componentes, cinco vezes maiores quando comparadas 
com as células livres (HA et al. 2009).  

Uma maior velocidade de degradação por células imobilizadas 
em gel de alginato de cálcio foi, também observada na 
degradação de compostos clorofenólicos. A imobilização 
celular promoveu a diminuição da fase lag de decomposição,  
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permitindo maior densidade celular no biorreator com menor 
exposição aos efeitos tóxicos das altas concentrações do 
composto reclacitrante presente (LEE et al. 1996). 

3.2.3. Indústria mineral 

Na indústria mineral, as células imobilizadas de 
Acidithiobacillus ferrooxidans vêm sendo amplamente 
empregadas nos processos de remoção de sulfeto de 
hidrogênio (H2S) de gases residuais, na dessulfurização de 
carvão, na lixiviação de sulfetos minerais de metais não-
ferrosos e também no tratamento de drenagem ácida de mina 
(KAHRIZI et al. 2008). 

3.2.3.1. Biolixiviação  

A bactéria gram-negativa A. ferrooxidans é acidófila, aeróbia, 
mesófila, autotrófica e quimiotrófica, sendo capaz de obter 
energia a partir da oxidação de íons Fe2+ à Fe3+, assim como 
de compostos reduzidos de enxofre. Este micro-organismo foi a 
primeira espécie microbiana a ser empregada nos processos 
de biolixiviação de sulfetos minerais de cobre, sendo 
atualmente utilizada na solubilização de diferentes metais 
(DRESHER, 2004).  

A biolixiviação é um processo hidrometalúrgico de dissolução 
de sulfetos minerais pela ação de um grupo de micro- 
-organismos capazes de produzir agentes oxidantes a partir 
dos constituintes do próprio minério em processo de lixiviação, 
os quais são, em sua maioria, isolados bacterianos que 
ocorrem naturalmente em jazimentos contendo sulfetos 
minerais em lugares propícios à lixiviação natural. 
(SCHIPPERS, 2007; OLIVEIRA et al. 2010). 
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Os micro-organismos envolvidos nos processos de biolixiviação 
encontram-se, geralmente, aderidos à superfície dos sulfetos 
minerais (células sésseis), enquanto uma parte da população 
microbiana pode ser encontrada dispersa em solução (células 
planctônicas). O biofilme bacteriano formado, em consequência 
da adesão celular, é capaz de complexar os íons Fe3+ e 
potencializar as reações oxidativas na superfície do sulfeto 
mineral, promovendo sua dissolução (GIESE, 2014). 

Assim, a presença de uma maior concentração de células 
microbianas na pilha de biolixiviação é um fator importante a 
ser considerado para eficiência deste processo 
biohidrometalúrgico. De maneira geral, os micro-organismos 
são inoculados através de um processo de aglomeração das 
células microbianas com a amostra mineral a ser lixiviada 
(OLIVEIRA et al. 2010).  

O uso do inóculo imobilizado é uma alternativa para reduzir o 
consumo de soluções ácidas utilizadas na lixiviação, garantindo 
que uma adesão mais uniforme das células microbianas ao 
minério, uma vez que o suporte utilizado na imobilização deve 
garantir que as células bacterianas sejam lixiviadas e 
colonizem a pilha por completo. A imobilização também 
contribui para o aumento da tolerância celular a maiores 
concentrações de metais pesados solubilizados durante o 
processo de lixiviação microbiana (MARTÍNEZ;  
PARADA, 2013).  

O uso de micro-organismos lixiviantes imobilizados como 
inóculo de colunas de biolixiviação foi primeiramente descrito 
como “sementes” (BioSigma Bioleaching Seeds, BBS), as quais 

contém células imobilizadas de Acidiphilium spp., Leptospirillum 
spp., Sulfobacillus spp., Acidithiobacillus spp., A. ferrooxidans, 
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A. thiooxidans, Acidianus spp., Ferroplasma spp., 
Metallosphaera spp., Sulfolobus spp. e Thermoplasma spp.  
A matriz utilizada na patente em questão é composta de 
alginato de cálcio e íons Fe2+ (10-40%) e Fe3+(60-90%), a qual 
é capaz de reter 103 g micro-organismos/g de material 
imobilizado (MARTÍNEZ; PARADA, 2013). 

VAZ et al. (2014) observaram que o uso de células imobilizadas 
de A. ferrooxidans-LR em pérolas de vidro, como inóculo de 
colunas de biolixiviação de minério primário de níquel, 
apresentou a mesma eficiência que o método convencional de 
aglomeração, resultando na extração de 17% de níquel após 
28 dias de processo contínuo.  

3.2.3.2. Remoção de sulfeto de hidrogênio (H2S) de 
gases residuais 

O sulfeto de hidrogênio (H2S) está entre os principais agentes 
contaminantes encontrados na atmosfera, sendo proveniente 
da atividade microbiana natural ou antrópica, esta última 
incluindo processamento de alimentos, tratamento de águas 
residuais, refino do de petróleo e gás natural, indústrias 
petroquímicas, curtumes, fabricação de celulose e papel e 
processos de compostagem. Uma vez na forma gasosa, o H2S 
é facilmente oxidado a dióxido de enxofre (SO2) que é 
posteriormente convertido em ácido sulfurico (H2SO4), o qual 
pode retornar ao solo na forma de chuva ácida (MAAT  
et al. 2005). 

Os reatores de fluxo ascendente do tipo UASB (Upflow 
Anaerobic Sludge Blanket) são muito utilizados no tratamento 
anaeróbio de efluentes por promoverem uma degradação 
eficiente da matéria orgânica (DQO ou DBO) na ausência de 
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oxigênio molecular. Neste caso, os micro-organismos 
convertem a matéria orgânica presente no efluente em gases 
como metano (CH4) e dióxido de carbono (CO2), além de 
converterem sulfatos em gás sulfídrico (H2S) (CHERNICHARO 
et al. 2010). 

A remoção de H2S é baseada em duas etapas: 1) etapa de 
absorção, na qual os íons Fe3+ são convertidos em sulfato 
ferroso e o H2S é oxidado para sua forma de enxofre elementar 
e 2) etapa de oxidação biológica, na qual os íons Fe2+ 
produzidos na etapa anterior conduzem à formação de Fe3+ 
novamente, repetindo-se os ciclos. O uso de um biocatalisador 
biológico requer condições amenas de temperatura e pressão 
sem a necessidade de adição de reagentes químicos, 
diminuindo os custos operacionais (MALHOTRA et al. 2002). 

O tratamento biológico de efluentes gasosos pode ser realizado 
através do uso de biolavadores, biopercoladores e biofiltros, os 
quais são compostos por micro-organismos capazes de 
degradar e incorporar poluentes orgânicos ou inorgânicos 
derivados presentes nos gases. Nestes processos, espécies 
bacterianas são utilizadas na forma imobilizada, principalmente 
pela capacidade de formarem biofilmes e preencherem as 
colunas utilizadas para filtração dos gases (CABRAL, 2003). 

Por exemplo, CHUNG et al. (1996b) avaliaram o uso de um 
sistema de biofiltração na presença de células de 
Pseudomonas putida CH11 imobilizadas em alginato de cálcio, 
sendo que o mesmo apresentou eficiência de 95% de remoção 
de H2S. Em outro estudo, um consórcio de P. putida CH11 e 
Arthrobacter oxydans CH8, imobilizadas no mesmo suporte, foi 
utilizado na degradação de H2S conjuntamente com NH3 
(CHUNG et al. 2001). Taxas de 98% de eficiência na remoção 
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de H2S foram observadas em biofiltros formados por colunas 
de células de Thiobacillus thioparus, imobilizadas em alginato 
de cálcio (CHUNG et al. 1996a) e alginato/quitosana  
(MAIA, 2003). 

3.2.3.3. Tratamento de drenagem ácida de mina (DAM) 

A drenagem ácida de mina (DAM) é um efluente da mineração 
proveniente da oxidação natural de sulfetos minerais, em 
especial a pirita (FeS2), após exposição à umidade e ao 
oxigênio, na presença ou não de bactérias oxidantes. Este 
fenômeno pode ser descrito pelas reações citadas abaixo 
(BORMA; SOARES, 2002), embora as mesmas ocorram de 
forma similar com outros sulfetos encontrados em rejeitos da 
mineração. 

                           
                                [1] 

                              
                         [2] 

                                                       [3] 

                                          [4] 

Em um primeiro momento, os minerais se oxidam 
espontaneamente pela ação do oxigênio molecular (Equação 
1) ou por oxidação indireta pelo íon Fe3+ (Equação 2).  
A oxidação dos íons Fe2+ (Equação 3) acontece em valores de 
pH próximos ou acima de 4,5. Em valores maiores de pH, o íon 
Fe2+ é oxidado a Fe3+ que é, em seguida, precipitado na forma 
de Fe(OH)3 (Equação 4). As condições de baixo pH estimulam 
a reprodução de bactérias acidófilas que catalisam a  
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transformação do Fe2+ a Fe3+ (Equação 3), o que estabelece 
um ciclo de reações que favorecerão a degradação total 
desses sulfetos. 

O ácido sulfúrico (H2SO4) formado dissolve os metais e 
hidróxidos metálicos presentes no solo, gerando um efluente 
tóxico composto por arsênio, cádmio, zinco e urânio, entre 
outros. Esta solução ácida gerada durante a formação da DAM 
pode alcançar e contaminar corpos hídricos próximos, 
causando grandes problemas ambientais (RODRIGUEZ, 2010). 
Devido à capacidade oxidativa e lixiviante das bactérias 
presentes na DAM, a indústria metalúrgica passou a utilizá-las 
na extração de metais, como no processo de biolixiviação 
descrito anteriormente. 

Diferentes processos biológicos vêm sendo descritos para o 
tratamento de DAM, dentre eles a utilização de  
micro-organismos anaeróbios (como as BRS – bactérias 
redutoras de sulfato) (BARROS et al. 2012), assim como o uso 
de biorreatores capazes de oxidar os íons Fe2+ em modo 
contínuo. A bactéria A. ferrooxidans tem sido utilizada como 
biocatalisador na produção de íons Fe3+ a partir de Fe2+ em 
reatores de leito fixo. Os suportes comumente utilizados nos 
processos de imobilização nestes processos são carvão 
ativado e pérolas de vidro, principalmente pela capacidade 
inerente às bactérias de formarem biofilmes e, 
consequentemente, aumentar a concentração de células 
microbianas no reator (GIESE, 2014). ZHOU et al. (2006) 
observaram um aumento da produtividade de íons Fe3+ de 
cerca de 4 vezes (~2 g/L.h) quando operaram um biorreator em 
modo contínuo com células imobilizadas de A. ferrooxidans em 
carvão ativado.  
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O uso de técnicas de aprisionamento em matriz polimérica 
também tem sido descrito na oxidação de íons Fe2+.  
A bioxidação de íons Fe2+ em biorreatores de leito fixo, tanto 
em batelada contínua quanto em batelada repetida, tem sido 
realizada com o uso de biocatalisadores imobilizados em álcool 
polivinílico pelo método de PVA-ácido bórico (LONG et al. 
2004) e em gel de alginato de cálcio (LANCY; TUOVINEN, 
1984) ou PVA-alginato de cálcio (YUJIAN et al. 2006; YUJIAN 
et al. 2007). 

3.2.3.4. Remoção de mercúrio de áreas contaminadas 

O processo de recuperação do ouro com o uso de mercúrio 
elementar (Hgo), denominado amalgamação, vem sendo 
utilizado extensivamente na atividade garimpeira desde 
meados da década de 80. O Hgo é introduzido na fase de 
beneficiamento do minério, e retirado em balsas de drenagens 
nas margens dos rios, quando na etapa de recuperação do 
ouro (MELAMED; VILLAS BÔAS, 2002).  

Uma vez disperso no ambiente, o Hgo sofre uma série de 
transformações químicas que incidem na formação de 
metilmercúrio (CH3Hg), composto este de alta toxicidade e 
recalcitrância. Quando em contato com ambientes aquáticos, o 
mesmo pode ser incorporado por peixes e crustáceos e atingir 
o homem pela cadeia alimentar, causando danos irreversíveis 
ao sistema nervoso (VERA et al. 2007; CASTILHOS; 
RODRIGUES, 2008).  

Uma das formas de diminuir a disponibilidade do Hgo em 
efluentes líquidos é o uso de biomassa microbiana em 
processos de biossorção e bioacumulação, como descrito 
anteriormente, onde o Hgo  passa a ser encontrado como  
nano-partículas no citoplasma e na parede celular microbiana 
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(SINHA; KHARE, 2012). Dentre estes bioprocessos, destaca-se 
o uso de microalgas como o Sargassum sp. (SOBRAL et al. 
2006), e bactérias como Rhodococcus opacus (ABBUD, 2010) 
e Bacillus cereus (SINHA et al, 2012). 

O uso de biocatalizadores imobilizados em gel de alginato de 
cálcio na bioacumulação de Hgo a partir de efluentes sintéticos 
vem sendo descrito na literatura tanto com o uso de bactérias 
como também de espécies fúngicas (KAÇAR et al. 2002; 
SINHA et al. 2012). SINHA & KHARE (2012) demonstraram 
que células imobilizadas de Enterobacter sp. em alginato de 
cálcio promoveram a remoção de 7,3 mg de Hgo por litro de 
efluente industrial em até 72 h e 5,0 mg de HgCl por litro de 
efluente sintético no mesmo período. 

A volatilização de mercúrio por células bacterianas imobilizadas 
também tem sido descrita. Algumas bactérias são capazes de 
reduzir enzimaticamente o Hg (II) para a forma volátil e menos 
tóxica do Hgo, sendo, também, uma alternativa para a 
remediação de áreas contaminadas. ZEROUAL et al. (2001) 
avaliaram diferentes suportes para a imobilização da bactéria 
Klebsiella pneumoniae e aplicação na volatilização de 
mercúrio. Dentre os suportes testados (alginato, poliacrilamida, 
vermiculita e pedaços de madeira), a imobilização em alginato 
de cálcio foi a que apresentou melhor eficiência, resultando em 
taxas de 89% de volatilização de forma estável em operação 

contínua durante 10 dias. 
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4 | CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso de biocatalizadores imobilizados, particularmente 
compostos por células microbianas, é uma alternativa viável em 
termos econômicos e operacionais a ser empregada nos 
processos biotecnológicos. Uma vez que busca preservar a 
atividade metabólica microbiana em um ambiente com alta 
densidade celular, é eficaz no aumento do rendimento dos 
bioprocessos envolvidos, seja em processos fermentativos ou 
na aplicação da biomassa em processos de biorremediação e 
tratamento de efluentes, entre outros. A imobilização celular 
utilizando gel de alginato de cálcio como matriz polimérica tem 
sido uma importante ferramenta em diferentes áreas, incluindo 
os setores agroindustrial e mineral, por se apresentar como um 
suporte de baixo custo e boa estabilidade. Apesar de 
apresentar inúmeras vantagens, os métodos de imobilização 
celular induzem alterações no crescimento, na fisiologia e no 
metabolismo de bactérias, leveduras e fungos, sendo 
necessários estudos criteriosos para o aprimoramento do uso 
destes tipos de biocatalizadores nos diferentes setores da 
biotecnologia. 
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