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RESUMO

A imobilizacdo celular consiste em um processo pelo qual
micro-organismos, células ou enzimas séo confinados através
de interacdes fisicas ou quimicas em uma matriz, ou fixados na
superficie do agente imobilizador. A imobilizacao celular visa
preservar a atividade metabdlica e/ou catalitica das células
vivas ou enzimas com a intencdo de aumentar a produtividade
dos bioprocessos envolvidos e de diminuir os custos das
operagBes laboratoriais e, principalmente, industriais.
As técnicas de imobilizacdo celular mais comumente utilizadas,
sdo descritas como naturais, por ocorrerem de forma
espontdnea como na formacdo de biofilmes ou adesé&o; ou
artificiais, por inclusdo em matrizes poliméricas como o alginato
de calcio. Avangos recentes nas técnicas de imobilizagédo
celular tém sido descritos na literatura, resultando em
biocatalisadores com potencial aplicacdo em diferentes areas
como a farmacéutica, alimenticia, agroindustria, assim como no
setor mineral, especialmente nos processos de recuperacao
ambiental envolvidos. Esta revisdo bibliografica realiza uma
abordagem sobre as diferentes técnicas de imobilizagédo
celular, com énfase no uso de células microbianas imobilizadas
em gel de alginato de célcio em processos biotecnoldgicos dos
setores industriais emergentes. O uso de biocatalisadores
imobilizados em processos biohidrometallrgicos também esta
descrito.

Palavras-chave
imobilizacdo cellular, gel de alginato de calico, bioprocessos,
inddstria 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 | Introducéo

Os processos biotecnol6gicos compreendem um conjunto de
operacBes que viabilizam a aplicacéo industrial de reaces ou
vias biolégicas mediadas por células vivas de animais, plantas,
micro-organismos ou enzimas sob condi¢cdes controladas
(SHULER; KARGI, 2002).

Diferentes micro-organismos tém sido amplamente utilizados
na producdo de substancias de interesse comercial, como
enzimas, antibiéticos, gomas, acidos organicos, solventes, e
biocombustiveis por processos fermentativos. Dentre o0s
processos biotecnolégicos também se destacam os
bioprocessos nos quais o produto é o proprio micro-organismo,
como a levedura de panificagdo e os inoculantes agricolas,
assim como as células microbianas utilizadas em processos de
biotransformacdo na producdo de esteroides, aromas e
fragrancias, entre outros (BORZANI et al. 2001; PEREIRA JR.
et al. 2008).

Os processos fermentativos sdo definidos como um conjunto
de operagBes que incluem desde o tratamento da matéria-
-prima e o preparo dos meios de propagacéo e produgdo, até a
biotransformacéo do substrato em produto por rota bioquimica,
sua separagdo e purificacdo. A Figura 1 ilustra as principais
etapas de um bioprocesso conduzido por micro-organismos.

De maneira geral, os bioprocessos podem ser divididos em trés

estagios: 1) etapa denominada de a montante (upstream), a
qual envolve o preparo do inoculo e da matéria-prima;

z

2) transformacéo, em que o micro-organismo é colocado em




_10 Giese, Ellen Cristine

contato direto com o substrato e ocorre a formagéo de produtos
oriundos das reacdes bioquimicas favorecidas pelas condigGes
do processo e, 3) etapa de a jusante (downstream), onde o
produto formado é separado, recuperado e purificado, quando
necessario.
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H - : |
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H ;
o Preparodoindeulo do v
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Tratamento
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Figura 1. llustracdo das principais etapas de um processo
fermentativo industrial genérico.

Os micro-organismos utilizados nos processos fermentativos
devem apresentar elevada eficiéncia na conversdo do
substrato em produto de interesse e permitir o acimulo do
mesmo no meio de cultivo, mantendo o seu comportamento
fisiologico intacto. Para tanto, a imobilizacdo das células
microbianas vem sendo utilizada como uma alternativa para
elevar a atividade fermentativa, principalmente por promover a
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melhor adaptagdo 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 morfoldgico de fungos, leveduras e bactérias durante
0 processo fermentativo exerce influéncia direta na obtencéo
dos produtos de interesse, principalmente pelo fato do uso dos
micro-organismos na forma imobilizada contribuir para a
diminuicdo do tempo de cultivo e para o aumento do
rendimento do processo (FENG et al. 2003).

Uma vez que fungos e leveduras apresentam estados
morfolégicos bastante complexos em cada etapa do processo
fermentativo, o confinamento fisico ou quimico das células
microbianas em uma regido definida permite adequar suas
estruturas morfolégicas aos processos bioquimicos de
interesse de maneira que seja preservada a atividade catalitica
celular. As células retidas em estruturas insolGveis
permanecem em uma regido especifica dos biorreatores e
facilitam as etapas de upstream, transformacdo e downstream
(KOURKOUTAS et al. 2004; PRASAD et al. 2005; REIS et al.
2013).

Assim, diferentes espécies microbianas tém sido utilizadas
como biocatalizadores imobilizados em processos
fermentativos na producdo de pigmentos (GARBAYO et al.
2003), solventes (WU et al. 2015), proteinas
(PARASCANDOLA et al. 2006), gomas (BERGMAIER et al.
2005), enzimas (BICKERSTAFF JR. 1997) e bebidas como
vinhos e leite fermentado (KOURKOUTAS et al. 2004,
GARCIA-MARTINEZ et al. 2015), entre outros.
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Dentre os bioprocessos destacam-se, também, os processos
bioquimicos nos quais ndo ocorre a formagcdo de um produto
direto, como a biorremediacdo, o tratamento de residuos ou
efluentes urbanos e industriais, e recuperagéo de metais, entre
outros (MALAJOVICH, 2012; RIZZO et al. 2014).

No caso do tratamento de efluentes, o uso de reatores
anaerébios em batelada sequencial com biomassa imobilizada
vem sendo amplamente estudado para aplicacdo na remocédo
de DQO (demanda quimica de oxigénio). Nestes reatores, a
imobilizagdo da biomassa microbiana utilizada no processo
tende a melhorar a retencdo de sélidos e a eliminar a etapa de
sedimentagdo, com consequente reducdo do tempo de
operagcdo (RATUSZNEI et al. 2000; 2001).

Outro exemplo bastante atual é o uso de biossorventes nas
operacdes de tratamento de residuos liquidos. Os métodos
convencionais de tratamento (precipitacdo quimica, floculagéo,
coagulacdo, flotagcdo, troca ibnica) ndo sdo suficientemente
eficientes quando utilizados no tratamento de efluentes muito
diluidos. O uso de células microbianas mortas como
biossorvente vem alcangando bons resultados, pois além da
capacidade de adaptacdo 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 remogé&o
de fosfato de &guas residuais por microalgas como, por
exemplo, do género Chlorella, imobilizadas em diferentes
matrizes (ROBINSON; WILKINSON, 1994; INFANTE et al.
2013). A imobilizacdo celular em materiais sélidos e de baixo
custo também tem sido cada vez mais explorada nos
processos de biossor¢cdo e adsorcdo para a remocdo de
corantes de efluentes téxteis (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 biotecnolégicos
consistem na capacidade de operacdo na presenca 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 toler&ncia as altas
concentragdes de compostos toxicos ao crescimento
microbiano, uma vez que a matriz de imobilizacdo resulta,
geralmente, na maior protecdo das células (COVIZZI
et al. 2007).

O uso dos biocatalizadores imobilizados favorece, ainda, os
processos fermentativos continuos principalmente por eliminar
a necessidade de adaptacdo dos micro-organismos em
bateladas sucessivas de fermentacdo, diminuicdo do risco de
contaminagdo, e por apresentar facil recuperacdo do produto
final sem a formacdo de subprodutos, o que determina a
diminuicdo de custos e tempo de producdo (DURAN; BAILEY,
1986; CANILHA et al. 2006). A extracdo do produto se torna
mais eficiente pelo uso de células imobilizadas por eliminar a
necessidade da retrada de biomassa ou reciclo.
O micro-organismo imobilizado pode ser regenerado e
reutilizado em bioprocessos subsequentes sem a necessidade
de remocdo 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
modificacdes para melhorar a transferéncia de massa e demais
parametros das condi¢fes de cultivo.

Saida de gas Saida de gas
(A) (B)

SR ) > Produto

= Produte
g do0
o8
cpcf%i -

Subm.ﬂos g&@%
T N
Substrato

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 hidrofilico, uma vez que
0 uso de particulas imobilizadas pelo método de adsorgéo pode
apresentar dificuldades em processos continuos de longa
duracdo, devido ao crescimento celular dentro do leito
(PRADELLA, 2001).
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2 | METODOS DE IMOBILIZAGAO CELULAR

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

Métodos de
Imobilizagio
|
[ T T 1
Aprisionamento
Ligagdo ao suporte em matriz Floculagdo cooten:ba rig
polimérica d tele e
o5 gan ot
) Micro-
| — Adso«;.'mﬁﬁ.ca..." [ encapsulagdo AGBN
(O |
— \ow/s
<2
Micro-
—— Ligagdoidnica —  encapsulagdo
interfacial
24NN
N Contengdo entre
Ligagio covalente membranas .
: N
ey
—

Figura 3. Diferentes métodos de imobilizagdo celular de
micro-organismos.

De maneira geral, o suporte deve apresentar uma grande
superficie de contato, de preferéncia contendo a presenca de
grupos funcionais que ocasionem melhor adesao celular serem
de facil manuseio e reutilizaveis, e devem também garantir a
viabilidade celular e a estabilidade dos processos nos quais
sao empregados.

2.1 | Ligac&o ao Suporte

A adesd@o microbiana sobre superficies sdlidas € a maneira
mais comum de 0s micro-organismos estarem presentes na
natureza, especialmente sobre rochas e minerais, e esta
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diretamente relacionada a atividade microbiana e sua
sobrevivéncia (EHRLICH & NEWMAN, 2009). Neste modelo, a
ligacdo das células microbianas consiste em um processo
fisico-quimico resultante das propriedades hidrofilicas e/ou
hidrofébicas da superficie celular, o qual é dependente do pH e
forca ibnica da solucdo em que se encontra e também da
composicao da superficie do suporte (BOS et al. 1999).

O método de imobilizacdo por meio de ligacdo a superficies é o
gue apresenta menor custo operacional, porém, tem como
desvantagem a perda de biomassa microbiana e consequente
estabelecimento do equilibrio entre células livres e imobilizadas
no sistema, uma vez que ndao ha uma barreira fisica de
contengdo celular. Os suportes solidos mais utilizados s&o
materiais celulésicos (DEAE-celulose, pedacos de madeira,
bagaco-de-cana) e inorganicos (pérolas de vidro, porcelana,
areia). A eficiéncia deste método de imobilizacdo pode ser
melhorada pelo aumento da porosidade do suporte, assim
como pelo tratamento dos mesmos com agentes policatibnicos
como a quitosana, 0s quais promoverdo o estabelecimento de
ligagbes quimicas entre a parede celular e o suporte tratado
(TSE; YU, 2003; SUN et al. 2006).

2.2 | Floculacéo

A tendéncia de formacéo de agregados celulares é observada
naturalmente para diferentes espécies fangicas; porém, pode
ocorrer, também, em suspensdes bacterianas. A formacéo de
agregados celulares em suspensdo € conhecida como
floculacdo, a qual é associada a uma rapida sedimentacao de
maneira natural, ou na presenca de agentes floculantes ou
ligantes (KOURKOUTAS et al. 2004). A floculagdo € uma das
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técnicas de imobilizagdo mais utilizadas em larga escala,
devido ao potencial de formacdo de agregados celulares nos
reatores de leito fixo e fluidizado, assim como em tanques com
agitacdo (FREEMAN; LILLY, 1998).

2.3 | Contencdo em Membranas

O método de contencdo 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 microcapsulas ou interface entre dois liquidos
imisciveis. Dentre as membranas sintéticas, geralmente
utilizadas destacam-se as poliméricas de microfiltracdo ou de
ultrafiltracdo, assim como membranas cerdmicas, borrachas de
silicone e demais tipos de membranas de troca ibnica
(EL-MANSI et al. 2007).

A contengdo em membranas tem como desvantagem a
limitacdo de transferéncia de massa devido a possibilidade das
células se fixarem no suporte como resultado do crescimento
microbiano. Porém, a transferéncia de massa ndo depende
unicamente do tamanho dos poros da membrana, mas,
também, de seu carater hidrofébico ou hidrofilico
(KOURKOUTAS et al. 2004).

2.4 | Aprisionamento em Matriz Polimérica

O método de aprisionamento celular em uma matriz polimérica
estd baseado na difusdo artificial das células microbianas, em
um complexo molecular rigido ou semi-rigido e, assim, como no
método de contencdo 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 transferéncia de gases e de
massa (troca de nutrientes, metabdlitos etc.), mesmo que
limitada, durante o processo fermentativo, impedindo a difusédo
das células para o meio de cultivo (NEDOVIC;
WILLAERT, 2005).

Neste caso, o crescimento microbiano depende da limitacao
imposta pela porosidade do material, embora o método propicie
a formacdo dos biocatalizadores em formato esférico com
maior superficie de contato; e do acumulo de biomassa no
interior da matriz. Os geis comumente usados na formagéo
destas matrizes celulares sdo &agar, agarose, goma
carragenana, alginato, quitosana, alcool polivinilico, entre
outros (KOURKOUTAS et al. 2004; PARASCANDOLA
et al. 2006).

A capacidade de transferéncia de massa dependera da matriz
utilizada no processo de imobilizacdo celular. Por exemplo, a
guantidade de oxigénio dissolvido em goma carragenana é
estimada na faixa de 0,08 a 0,1 mm?, enquanto que em gel de
alginato estes valores podem variar entre 0,1 e 0,16 mm>.
Quando a difusdo de oxigénio ndo é uniforme, as células da
superficie do gel migram para o meio externo, ocasionando o
rompimento da matriz (OGBONNA et al. 2000). Para minimizar
estes efeitos, faz-se necessario otimizar o tamanho da particula
e a concentracdo 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 retencgédo celular.
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3] IMOBILIZA(;AO CELULAR EM GEL DE ALGINATO
DE CALCIO

O alginato é um polissacarideo linear constituido por unidades
de acido manurdnico ligado por ligagbes glicosidicas do tipo B-
(1—4) e, também, por unidades de acido gulurdnico, unidas por
ligagbes do tipo a-(1—4) (Figura 4). Estes polissacarideos
foram isolados, primeiramente, de algas marrons pertencentes
aos géneros Laminaria e Macrocystis, sendo, também
produzidos por bactérias dos géneros Pseudomonas e
Azotobacter, sendo que a propor¢cdo de B-manurato e a-
guluronato depende da origem do alginato (GUO et al., 2006).

a(1-4) a(1-4) B(1-4) B(1-4)
~--G('C) — > G(’C) M(*Cy) M(*C) — G('C,)—

Figura 4. Estrutura quimica do alginato de sédio, G = acido
gulurdnico, M = acido manurénico.

3.1 | Mecanismo de Imobilizag&o Celular

O principal mecanismo de imobilizagdo por aprisionamento em
matriz polimérica consiste na mistura de células microbianas
com um composto polimérico com cargas negativas (alginato,
pectato). A formagéo das esferas de alginato de célcio ocorre
através de uma reacdo denominada gelificacdo ibnica. Para
tanto, uma suspensdo de células microbianas em solugéo de
alginato de soOdio é gotejada em uma solucdo ibnica de
concentracdo adequada, geralmente CaCl, (Figura 5) para a
formacao do gel de diferente porosidade, de acordo com as
condicdes pré-otimizadas (CULPI et al. 2010).
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Figura 5. Esquema do procedimento de imobilizacdo celular em
alginato de célcio

A obtencdo da matriz de alginato de célcio para imobilizacdo
celular inicia-se pela preparagéo de uma solucéo de alginato de
sédio de 2 a 4% (m/v), em agua destilada ou solugdo tampao.
A suspensdo deve ser agitada por cerca de 6 horas em
agitador magnético ou deixada durante a noite em agitador
orbital em temperatura ambiente. Caso a autoclavacdo seja a
metodologia de esterilizacdo escolhida, o pH da solucdo de
alginato de sodio deve ser ajustado para valores proximos de
7,0 ou 8,0 para evitar degradacéo.

A solugéo estéril de alginato de sddio é, entdo, misturada com
um volume igual de suspensdo celular, a qual deve ser
previamente preparada em solugdo tampdo isotbnica,
evitando-se ions fosfato, citrato, EDTA e cétions divalentes. As
pérolas de gel de alginato de calcio serdo, entdo, formadas
através do gotejamento da mistura das solu¢cdes de alginato de
sédio e células em suspensdo em uma solugao contendo de 20
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a 100 mM de fons Ca* (Figura 5). As esferas de alginato
formadas devem permanecer em solucéo de CaCl, de 5 a 30
minutos para a completa finalizacdo do processo (THU et al.
1996).

A ligagdo dos fons Ca’* aos residuos de guluronato resulta na
formacao de esferas de gel de alginato consistentes e
insollveis. As caracteristicas dos biocatalizadores imobilizados
formados dependerdo da velocidade de fluxo, densidade da
solugdo de polimero e concentragdo da solucéo ibnica na qual
o gel sera formado (WANG et al. 2005).

As propriedades geleificantes do alginato provém das ligacdes
entre os cations divalentes e os residuos de guluronato, as
guais favorecem a formacéo de um gel termoestével. O grau de
substituicdo de ions ca* depende do tempo de contato entre
as esferas formadas e a solugéo idnica, assim como da acidez
desta solucdo. De maneira geral, a substituicdo é maxima em
pH préximo a neutralidade no tempo de contato de 1 hora na
presenca de ions ca* (FUNDUEANU et al. 1999).

Dentre as limitagBes descritas para o uso da matriz de gel de
alginato, destaca-se a baixa estabilidade destes geis na
presenca de componentes do meio de cultivo, como ions
fosfato e citrato, os quais podem promover rupturas e a
dissolugdo das esferas formadas. Este problema, algumas
vezes, pode ser contornado com o uso de sais de bario, no
lugar do CaCl, ou pelo tratamento com quitosana, para
aumentar a resisténcia dos biocatalizadores formados
(YOO et al. 1996).
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3.2 | Aplicacdes dos biocatalisadores imobilizados
em processos biotecnoldgicos

O alginato apresenta propriedades Unicas que o0 torna um
produto de grande importancia comercial pela sua capacidade
de geleificar e espessar solugbes, assim como no seu potencial
biotecnolégico como suporte para a imobilizacdo de enzimas e
células. O uso de gel de alginato na imobilizacdo celular é
muito versatil e apresenta diferentes aplica¢gBes, possibilitando
0 uso de células vivas ou inativadas em biorreatores
possibilitando aplicacdes inovadoras em diferentes areas de
conhecimento (MULLER et al. 2011).

O uso de biorreatores operados na presenca de células
microbianas imobilizadas em gel de alginato de calcio tem sido
descrito na literatura em processos fermentativos de producgéo
de antibidticos, &cidos, edulcorantes, bebidas fermentadas,
enzimas, polissacarideos, entre outros. Os biocatalizadores
imobilizados nesta matriz polimérica tém se destacado
atualmente por apresentarem aplicagfes em outras areas com
potencial emergente, como a fermentagdo alcéolica para a
producdo de etanol combustivel, na recuperagdo de &reas
ambientais degradadas e no setor de mineragdo, descritos a
seqguir.

3.2.1. Biocombustiveis

A principal aplicagdo dos biocatalizadores imobilizados na
agroindustria esta relacionada a producé@o de biocombustiveis
de primeira geracdo, produzidos a partir da fermentacdo dos
aclUcares soluveis da cana-de-acUcar, milho e beterraba.
Estudos referentes a eficiéncia dos processos fermentativos na
producdo de etanol a partir de células de Saccharomyces
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cerevisiae imobilizadas em alginato de calcio e outros suportes
tém sido extensivamente descritos na literatura (BANGRAK
et al. 2011; DUARTE et al. 2013).

O etanol tem ocupado um lugar de destaque e de grande
importancia tecnolégica, com crescimento anual de 20 % no
pais, colocando o Brasil como um dos principais produtores de
energia alternativa. Outro aspecto relevante € o seu uso como
intermediario na sintese do biodiesel, o qual é capaz de
substituir o diesel derivado do petroleo (Agéncia Internacional
de Energia). O etanol também é utlizado na producéo de

hidrogénio para pilhas a combustivel (MAIA et al. 2007).

Diversos modelos de biorreatores para a producdo
biotecnolégica de etanol vém sendo descritos na literatura,
sendo que a grande maioria envolve o uso de células
microbianas livres com o inconveniente de se inocular um
ndmero grande de células. O uso da imobilizagdo celular
promove o aumento da produgdo de etanol, uma vez que se
mostra como alternativa eficiente para contornar este problema
e também diminui a inibicdo causada pela alta concentracédo de
substrato e de produto formado (retro-inibicdo) presentes no
mosto. A produgdo 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 calcio mostrou ser um excelente biocatalizador na
producdo de etanol, permitindo a reutilizacdo das esferas por
oito ciclos de fermentacéo 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 calcio em reatores de leito fluidizado, foram
desenvolvidos no Japdo pela empresa Kyowa Hakko Kogyo
Co. A planta operou por seis meses continuos de maneira
estavel com producdo de 12m>/dia com rendimento de cerca de
95% em comparacdo com o valor teérico (BORZANI
et al. 2001).

A mesma tecnologia de imobilizacdo tem sido aplicada nos
estudos para obtencdo de etanol de segunda geracéo, a partir
da fermentagdo de materiais lignocelulésicos, baseada na
obtencdo de etanol a partir da fermentacdo da xilose e
arabinose pela levedura Scheffersomyces stipitis (MILESSI
et al. 2013). Atualmente, o micro-organismo mais utilizado na
producdo de etanol é a Saccharomyces cerevisiae, capaz de
fermentar as hexoses provenientes dos agulcares sollveis da
cana-de-acucar. Porém, a producdo de etanol de segunda
geracdo é baseada no uso dos residuos lignocelulésicos,
sendo essencial o uso de leveduras capazes de fermentar
pentoses como a xilose.

3.2.2. Biorremediacao

Os processos microbianos para remocdo de compostos
recalcitrantes e metais pesados empregam células vivas, nao-
vivas, ou ainda biopolimeros como biossorventes. Muitos dos
biossorventes s@o utilizados na forma imobilizada,
principalmente quando se trata de grandes volumes de
efluentes. Desta forma, a biossorcao (uso de células nao vivas)
e a bioacumulacdo (uso de células vivas) podem ser
considerados métodos vidveis de baixo custo, facil aplicacdo e
eficientes no tratamento de efluentes (CHOJNACKA, 2010).
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O constante crescimento populacional e concomitante aumento
da atividade antrépica tornam constante a preocupacao com a
manutencdo dos recursos hidricos, principalmente no que
tange a recuperacao de aguas residuais. O uso de microalgas
no tratamento destes efluentes parece ser uma solucao eficaz,
devido a sua capacidade de assimilar ions fosfatos e, também,
a sua capacidade de remocao de metais pesados.

Estudos demonstraram que o emprego de biocatalizadores
imobilizados da alga Chlorella vulgaris em alginato de sddio
apresentam melhor eficiéncia na remocdo de amodnio e fosfato
em comparacdo com o uso das células livres (~99% de N e P
removidos em trés dias de aguas residuais provenientes do
esgoto domeéstico contra 50% de remoc¢éao pelas células livres)
(LAU et al., 1997). Esta técnica de imobiliza¢do celular permite
ainda o uso da co-imobilizagdo de duas espécies distintas com
o intuito de aumentar a eficiéncia deste tipo de processo, como
no caso da imobilizacdo conjunta de C. vulgaris e da bactéria
Azospirillum brasilense (DE-BASHAN et al. 2002).

Bactérias imobilizadas em alginato de calcio vém sendo
empregadas em processos de biodegradacdo de pesticidas
organofosforados como o coumafés e seus produtos, clorferon
e dietiltiofosfato. Os consércios de bactérias degradadoras
imobilizadas apresentaram taxas de detoxificacdo, na presenca
destes componentes, cinco vezes maiores quando comparadas
com as células livres (HA et al. 2009).

Uma maior velocidade de degradagédo por células imobilizadas
em gel de alginato de célcio foi, também observada na
degradagdo de compostos clorofendlicos. A imobilizacéo
celular promoveu a diminuicdo da fase lag de decomposicao,
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permitindo maior densidade celular no biorreator com menor
exposicao aos efeitos téxicos das altas concentracées do
composto reclacitrante presente (LEE et al. 1996).

3.2.3. Inddstria mineral

Na indudstria mineral, as células imobilizadas de
Acidithiobacillus  ferrooxidans vém sendo amplamente
empregadas nos processos de remocdo de sulfeto de
hidrogénio (H,S) de gases residuais, na dessulfurizacdo de
carvdo, na lixiviagdo de sulfetos minerais de metais né&o-
ferrosos e também no tratamento de drenagem acida de mina
(KAHRIZI et al. 2008).

3.2.3.1. Biolixiviagcéo

A bactéria gram-negativa A. ferrooxidans é aciddfila, aerdbia,
mesofila, autotréfica e quimiotréfica, sendo capaz de obter
energia a partir da oxidacdo de ions Fe®* a Fe**, assim como
de compostos reduzidos de enxofre. Este micro-organismo foi a
primeira espécie microbiana a ser empregada nos processos
de biolixiviacdo de sulfetos minerais de cobre, sendo
atualmente utilizada na solubilizacdo de diferentes metais
(DRESHER, 2004).

A biolixiviagdo é um processo hidrometallrgico de dissolugdo
de sulfetos minerais pela acdo de um grupo de micro-
-organismos capazes de produzir agentes oxidantes a partir
dos constituintes do préprio minério em processo de lixiviacao,
0S quais sdo, em sua maioria, isolados bacterianos que
ocorrem naturalmente em jazimentos contendo sulfetos
minerais em lugares propicios & lixiviagdo natural.
(SCHIPPERS, 2007; OLIVEIRA et al. 2010).
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Os micro-organismos envolvidos nos processos de biolixiviacdo
encontram-se, geralmente, aderidos a superficie dos sulfetos
minerais (células sésseis), enquanto uma parte da populacao
microbiana pode ser encontrada dispersa em solucdo (células
plancténicas). O biofilme bacteriano formado, em consequéncia
da adesao celular, € capaz de complexar os ions Fe* e
potencializar as reacdes oxidativas na superficie do sulfeto

mineral, promovendo sua dissolu¢do (GIESE, 2014).

Assim, a presenga de uma maior concentragdo de células
microbianas na pilha de biolixiviagdo € um fator importante a
ser  considerado para  eficiéncia  deste processo
biohidrometallUrgico. De maneira geral, 0s micro-organismos
sdo inoculados através de um processo de aglomeracao das
células microbianas com a amostra mineral a ser lixiviada
(OLIVEIRA et al. 2010).

O uso do in6culo imobilizado é uma alternativa para reduzir o
consumo de solugdes 4cidas utilizadas na lixiviagdo, garantindo
gue uma adesdo mais uniforme das células microbianas ao
minério, uma vez que o suporte utilizado na imobilizagao deve
garantir que as células bacterianas sejam lixiviadas e
colonizem a pilha por completo. A imobilizagdo também
contribui para o aumento da tolerdncia celular a maiores
concentracbes de metais pesados solubilizados durante o
processo de lixiviagdo microbiana (MARTINEZ;
PARADA, 2013).

O uso de micro-organismos lixiviantes imobilizados como
in6culo de colunas de biolixiviacdo 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 questdo é composta de
alginato de célcio e fons Fe** (10-40%) e Fe* (60-90%), a qual
é capaz de reter 10° g micro-organismos/g de material
imobilizado (MARTINEZ; PARADA, 2013).

VAZ et al. (2014) observaram que o uso de células imobilizadas
de A. ferrooxidans-LR em pérolas de vidro, como inoculo de
colunas de biolixiviagdo de minério priméario de niquel,
apresentou a mesma eficiéncia que o método convencional de
aglomeracdo, resultando na extracdo de 17% de niquel apos
28 dias de processo continuo.

3.2.3.2. Remocao de sulfeto de hidrogénio (H,S) de
gases residuais

O sulfeto de hidrogénio (H,S) esta entre os principais agentes
contaminantes encontrados na atmosfera, sendo proveniente
da atividade microbiana natural ou antrépica, esta ultima
incluindo processamento de alimentos, tratamento de &guas
residuais, refino do de petréleo e gas natural, inddstrias
petroquimicas, curtumes, fabricagdo de celulose e papel e
processos de compostagem. Uma vez na forma gasosa, 0 H,S
é facilmente oxidado a di6xido de enxofre (SO,) que é
posteriormente convertido em acido sulfurico (H,SO,4), o qual
pode retornar ao solo na forma de chuva é&cida (MAAT
et al. 2005).

Os reatores de fluxo ascendente do tipo UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) sdo muito utilizados no tratamento
anaerébio de efluentes por promoverem uma degradacéo
eficiente da matéria organica (DQO ou DBO) na auséncia de



Potencial biotecnol6gico do uso de micro-organismos... 29 _

oxigénio molecular. Neste caso, 0S micro-organismos
convertem a matéria organica presente no efluente em gases
como metano (CH,) e didéxido de carbono (CO,), além de
converterem sulfatos em gas sulfidrico (H,S) (CHERNICHARO
et al. 2010).

A remogédo de H,S é baseada em duas etapas: 1) etapa de
absorcdo, na qual os fons Fe®* sdo convertidos em sulfato
ferroso e o H,S é oxidado para sua forma de enxofre elementar
e 2) etapa de oxidacdo biol6égica, na qual os ions Fe®*
produzidos na etapa anterior conduzem a formacgéo de Fe®
novamente, repetindo-se os ciclos. O uso de um biocatalisador
biolégico requer condi¢cdes amenas de temperatura e presséo
sem a necessidade de adicdo de reagentes quimicos,
diminuindo os custos operacionais (MALHOTRA et al. 2002).

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

Por exemplo, CHUNG et al. (1996b) avaliaram o uso de um
sistema de Dbiofiltracio na presenca de células de
Pseudomonas putida CH11 imobilizadas em alginato de calcio,
sendo que o mesmo apresentou eficiéncia de 95% de remocao
de H,S. Em outro estudo, um consorcio de P. putida CH11 e
Arthrobacter oxydans CH8, imobilizadas no mesmo suporte, foi
utiizado na degradacdo de H,S conjuntamente com NH;
(CHUNG et al. 2001). Taxas de 98% de eficiéncia na remocao
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de H,S foram observadas em biofiltros formados por colunas
de células de Thiobacillus thioparus, imobilizadas em alginato
de calcio (CHUNG et al. 1996a) e alginato/quitosana
(MAIA, 2003).

3.2.3.3. Tratamento de drenagem &cida de mina (DAM)

A drenagem &cida de mina (DAM) é um efluente da mineracao
proveniente da oxidagdo natural de sulfetos minerais, em
especial a pirita (FeS,), ap0s exposicdo a umidade e ao
oxigénio, na presenca ou ndo de bactérias oxidantes. Este
fenbmeno pode ser descrito pelas reacfes citadas abaixo
(BORMA; SOARES, 2002), embora as mesmas ocorram de
forma similar com outros sulfetos encontrados em rejeitos da

mineracao.

2FeS, + 70, + 2H,0 — 2Fe?* + 4S02~ + 4H* [1]
FeS, + 14Fe3* + 8H,0 — 15Fe** + 2502~ + 16H* 2]
4Fe?t + 0, + 4H* - 4Fe®* + 2H,0 [3]
4Fe?* + 10H,0 + 0, > 4Fe(OH); + 8H* [4]

Em um primeiro momento, 0Ss minerais se oxidam
espontaneamente pela acdo do oxigénio molecular (Equacgéo
1) ou por oxidacdo indireta pelo ion Fe® (Equacéo 2).
A oxidacao dos ions Fe® (Equacédo 3) acontece em valores de
pH préximos ou acima de 4,5. Em valores maiores de pH, o ion
Fe®" é oxidado a Fe*" que é, em seguida, precipitado na forma
de Fe(OH); (Equacéo 4). As condi¢cbes de baixo pH estimulam
a reproducdo de bactérias acidéfilas que catalisam a



Potencial biotecnol6gico do uso de micro-organismos... 31 _

transformacgéo do Fe?* a Fe* (Equacgédo 3), o que estabelece
um ciclo de reagBes que favorecerdo a degradacdo total
desses sulfetos.

O acido sulfarico (H,SO,;) formado dissolve os metais e
hidroxidos metalicos presentes no solo, gerando um efluente
téxico composto por arsénio, cadmio, zinco e urénio, entre
outros. Esta solucéo acida gerada durante a formacdo da DAM
pode alcancar e contaminar corpos hidricos préximos,
causando grandes problemas ambientais (RODRIGUEZ, 2010).
Devido a capacidade oxidativa e lixiviante das bactérias
presentes na DAM, a indlstria metalurgica passou a utiliza-las
na extracdo de metais, como no processo de biolixiviagdo
descrito anteriormente.

Diferentes processos bioldgicos vém sendo descritos para o
tratamento de DAM, dentre eles a utlizagdo de
micro-organismos anaerobios (como as BRS - bactérias
redutoras de sulfato) (BARROS et al. 2012), assim como 0 uso
de biorreatores capazes de oxidar os ions Fe” em modo
continuo. A bactéria A. ferrooxidans tem sido utilizada como
biocatalisador na producédo de ions Fe* a partir de Fe?* em
reatores de leito fixo. Os suportes comumente utilizados nos
processos de imobilizagdo nestes processos sdo carvao
ativado e pérolas de vidro, principalmente pela capacidade
inerente  as  bactérias de formarem  biofimes e,
consequentemente, aumentar a concentracdo de células
microbianas no reator (GIESE, 2014). ZHOU et al. (2006)
observaram um aumento da produtividade de ions Fe®* de
cerca de 4 vezes (~2 g/L.h) quando operaram um biorreator em
modo continuo com células imobilizadas de A. ferrooxidans em
carvao ativado.
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O uso de técnicas de aprisionamento em matriz polimérica
também tem sido descrito na oxidacdo de fons Fe.
A bioxidacdo de fons Fe”* em biorreatores de leito fixo, tanto
em batelada continua quanto em batelada repetida, tem sido
realizada com o uso de biocatalisadores imobilizados em alcool
polivinilico pelo método de PVA-acido borico (LONG et al.
2004) e em gel de alginato de calcio (LANCY; TUOVINEN,
1984) ou PVA-alginato de célcio (YUJIAN et al. 2006; YUJIAN
et al. 2007).

3.2.3.4. Remogé&o de mercurio de areas contaminadas

O processo de recuperacdo do ouro com o uso de mercurio
elementar (Hg°), denominado amalgamacdo, vem sendo
utiizado extensivamente na atividade garimpeira desde
meados da década de 80. O Hg° é introduzido na fase de
beneficiamento do minério, e retirado em balsas de drenagens
nas margens dos rios, quando na etapa de recuperacdo do
ouro (MELAMED; VILLAS BOAS, 2002).

Uma vez disperso no ambiente, o Hg° sofre uma série de
transformagBes quimicas que incidem na formacdo de
metilmercurio (CHzHg), composto este de alta toxicidade e
recalcitrancia. Quando em contato com ambientes aquaticos, o
mesmo pode ser incorporado por peixes e crustaceos e atingir
o homem pela cadeia alimentar, causando danos irreversiveis
ao sistema nervoso (VERA et al. 2007; CASTILHOS;
RODRIGUES, 2008).

Uma das formas de diminuir a disponibilidade do Hg° em
efluentes liquidos é o uso de biomassa microbiana em
processos de biossorcdo e bioacumulacdo, como descrito
anteriormente, onde o Hg® passa a ser encontrado como
nano-particulas no citoplasma e na parede celular microbiana
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(SINHA; KHARE, 2012). Dentre estes bioprocessos, destaca-se
0 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
célcio na bioacumulacéo de Hg° a partir de efluentes sintéticos
vem sendo descrito na literatura tanto com o uso de bactérias
como também de espécies fungicas (KACAR et al. 2002;
SINHA et al. 2012). SINHA & KHARE (2012) demonstraram
gue células imobilizadas de Enterobacter sp. em alginato de
célcio promoveram a remocédo de 7,3 mg de Hg° por litro de
efluente industrial em até 72 h e 5,0 mg de HgCI por litro de
efluente sintético no mesmo periodo.

A volatilizag&o de mercurio por células bacterianas imobilizadas
também tem sido descrita. Algumas bactérias sdo capazes de
reduzir enzimaticamente o Hg (ll) para a forma volatil e menos
toxica do Hg° sendo, também, uma alternativa para a
remediacdo de areas contaminadas. ZEROUAL et al. (2001)
avaliaram diferentes suportes para a imobilizacdo da bactéria
Klebsiella pneumoniae e aplicagdo na volatilizacdo de
mercurio. Dentre os suportes testados (alginato, poliacrilamida,
vermiculita e pedacos de madeira), a imobilizacdo em alginato
de célcio foi a que apresentou melhor eficiéncia, resultando em
taxas de 89% de volatilizagdo de forma estavel em operacéo
continua durante 10 dias.
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4 | CONSIDERACOES FINAIS

O uso de biocatalizadores imobilizados, particularmente
compostos por células microbianas, é uma alternativa viavel em
termos econdmicos e operacionais a ser empregada nos
processos bhiotecnolégicos. Uma vez que busca preservar a
atividade metabolica microbiana em um ambiente com alta
densidade celular, é eficaz no aumento do rendimento dos
bioprocessos envolvidos, seja em processos fermentativos ou
na aplicacéo da biomassa em processos de biorremediagdo e
tratamento de efluentes, entre outros. A imobilizacdo celular
utilizando gel de alginato de célcio como matriz polimérica tem
sido uma importante ferramenta em diferentes areas, incluindo
0s setores agroindustrial e mineral, por se apresentar como um
suporte de baixo custo e boa estabilidade. Apesar de
apresentar inimeras vantagens, os métodos de imobilizagdo
celular induzem alteracdes no crescimento, na fisiologia e no
metabolismo de bactérias, leveduras e fungos, sendo
necessarios estudos criteriosos para o aprimoramento do uso
destes tipos de biocatalizadores nos diferentes setores da
biotecnologia.
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