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RESUMO 
 

BASSANI, Joseane Cristina.  Imobilização de células microbianas em esferas de 
alginato de cálcio e avaliação da viabilidade celular e estabilidade bioquímica 
em diferentes condições de armazenamento. 2018. 75 f. Dissertação (Mestrado 
em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) – Programa de Pós-
Graduação em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos. Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná. Pato Branco, PR, 2018. 

 

A preservação de culturas microbianas tem como objetivo manter a viabilidade da 
cultura, sem que ocorram mudanças morfológicas, fisiológicas ou genéticas, 
proporcionando assim a estabilidade celular. Neste estudo a técnica de imobilização 
celular foi pesquisada como uma nova proposta para a manutenção e preservação 
de culturas microbianas. Células de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes foram 
aprisionadas em esferas de alginato de cálcio, as quais foram submetidas a 
diferentes condições de armazenamento por 240 dias. Esferas úmidas foram 
mantidas sob condições de refrigeração (5 °C) e ultracongelamento (-60 °C) e 
esferas liofilizadas foram mantidas sob congelamento (-18 °C). A viabilidade e a 
estabilidade bioquímica das células microbianas imobilizadas durante o período de 
armazenamento foram avaliadas pelo método de Petrifilm e pelo sistema 
automatizado de identificação de microrganismos VITEK 2, respectivamente. Além 
disso, o aspecto morfológico das esferas foram avaliados por microscopia ótica (OM) 
e microscopia eletrônica de varredura (MEV). O método de imobilização empregado 
alcançou eficiência superior a 99% em esferas de tamanho uniforme com diâmetro 
médio de 3,52 mm. Os resultados de microscopia ótica e microscopia eletrônica de 
varredura revelaram para as esferas úmidas o formato esférico com característica 
espessa e pequenas irregularidades na superfície. Para as esferas liofilizadas, as 
técnicas de microscopia revelaram a característica esférica com superfície enrugada 
e sulcos bem definidos, sendo possível observar as células aglomeradas entre os 
poros. As células de E. aerogenes aprisionadas nas esferas de alginato de cálcio 
mantidas úmidas sob refrigeração e liofilizadas sob congelamento mostraram 
viabilidade e mantiveram a estabilidade bioquímica durante 240 dias de 
armazenamento. A manutenção das esferas úmidas sob ultracongelamento permitiu 
a viabilidade das células de E. aerogenes por 150 dias. A viabilidade das células de 
E. coli foi mantida durante todo o período e sob todas as condições de 
armazenamento estudadas. No entanto alterações bioquímicas, resultando em 
inibição enzimática das -galactosidase e -glucuronidase, foram percebidas ao 
longo dos 240 dias de armazenamento, sendo que o armazenamento das esferas 
liofilizadas sob congelamento foi o que preservou as características das células por 
um período de tempo maior (150 dias). Os resultados obtidos neste estudo sugerem 
que a imobilização em esferas liofilizadas armazendas sob congelamento alcançam 
os melhores resultados de conservação das células E. coli e E. aerogenes. Tais 
resultados indicam a imobilização celular em esferas de alginato de cálcio como uma 
técnica promissora para a manutenção das culturas de E. coli e E. Aerogenes. 
 
 
Palavras-Chave: Aprisionamento celular; Enterobacter aerogenes; Escherichia coli; 
Preservação de culturas.   
 



 

ABSTRACT 

BASSANI, Joseane Cristina. Immobilization of microbial cells in calcium alginate 
beads and evaluation of cell viability and biochemical stability under different 
storage conditions. 2018. 75 f. Dissertation (Master degree in Technology of 
Chemical and Biochemical Processes) - Postgraduate Program in Technology of 
Chemical and Biochemical Processes. Federal Technological University of Paraná. 
Pato Branco, PR, 2018. 
 
The preservation of microbial cultures aims to maintain the viability of the crop, 
without any morphological, physiological or genetic changes occur, providing cell 
stability. In this study the cellular immobilization technique was studied as a new 
proposal for the maintenance and preservation of microbial cultures. Escherichia coli 
and Enterobacter aerogenes cells were entrapped in calcium alginate beads, which 
were submitted to different storage conditions for 240 days. Moist spheres were 
maintained under refrigeration (5 ºC) conditions and deep freezing (-60 ºC) and 
lyophilized beads were kept under freezing (-18 ºC). The viability and biochemical 
stability of the immobilized microbial cells during the storage period were evaluated 
by the Petrifilm method and the automated microorganism identification system 
(VITEK 2), respectively. In addition, the morphology of the beads was evaluated by 
optical microscopy (OM) and scanning electron microscopy (SEM). The 
immobilization method employed achieved efficiency over 99% in spheres of uniform 
size with a mean diameter of 3.52 mm. The results of OM e SEM revealed spherical 
shape with a thick characteristic and small irregularities on the surface for the wet 
spheres. For the lyophilized spheres, the microscopy techniques revealed the 
spherical characteristic with wrinkled surface and well-defined grooves, being 
possible to observe cells bonded between the pores. E. aerogenes cells entrapped in 
calcium alginate beads kept moist under refrigeration and lyophilized under freezing 
showed viability and kept biochemical stability during 240 days of storage. The 
maintenance of the wet spheres under ultra-freezing allowed the viability of E. 
aerogenes cells for 150 days. The viability of E. coli cells was maintained during the 
entire period under all storage conditions studied. However, biochemical changes 
resulting in enzymatic inhibition of β-galactosidase and β-glucuronidase were 
observed throughout the 240 days of storage, and the storage of lyophilized beads 
under freezing preserved the characteristics of the cells for a greater period (150 
days). The results obtained in this study suggest that the immobilization in lyophilized 
beads stores under freezing reach the best results of preservation of E. coli and E. 
aerogenes cells. These results indicate cellular immobilization in calcium alginate 
beads as a promising technique for the maintenance of E. coli and E. aerogenes 
cultures.  
 
Keywords: Cell entrapment; Culture preservation; Enterobacter aerogenes; 
Escherichia coli. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Com os constantes progressos na área de microbiologia, a bioprospecção de 

microrganismos em processos biotecnológicos e em pesquisas é crescente.  Para a 

adequada exploração das potencialidades dos microrganismos é necessário que 

estes estejam disponíveis, sejam de fácil transporte e mantenham suas 

características e viabilidade celular. A manutenção e preservação de culturas 

microbianas de acordo com Sola et al. (2012) é essencial devido a necessidade da 

utilização do organismo ou espécime a qualquer momento, seja para fins 

experimentais, didáticos, industriais ou estudos comparativos. 

A preservação microbiana tem como objetivo manter a viabilidade da cultura, 

sem que ocorram mudanças morfológicas, fisiológicas ou genéticas, proporcionando 

a estabilidade celular. Neste contexto, pesquisas são necessárias para contornar 

problemas de mutação genética, perdas de características bioquímicas e viabilidade 

celular durante os processos de armazenamento.  

Para tanto, diferentes técnicas de conservação e estocagem são propostas na 

literatura, porém, nenhuma tem se mostrado inteiramente eficaz, sendo requerida a 

combinação de dois ou mais métodos, para garantir a recuperação das cepas de 

cultura (GIRÃO et al., 2004).   

A escolha de determinada técnica de manutenção celular é comumente 

baseada nas características dos isolados, na facilidade de emprego, e nos custos 

envolvidos no processo. 

Em bioprocessos, microrganismos têm sido microencapsulados ou 

imobilizados buscando o reciclo e reutilização dos mesmos na produção de 

metabólitos de interesse industrial, para protegê-los contra presença de oxigênio, 

contra temperaturas de congelamento e ainda para aumentar a estabilidade e 

manter a viabilidade da cultura (PAULO et al., 2009; GÓRAK e ŻYMAŃCZYK, 2017). 

Diferentes métodos de imobilização celular, incluindo o aprisionamento em 

matriz porosa, como gel de alginato, têm sido propostos visando a obtenção de 

células com alta atividade e estabilidade para serem empregadas em bioprocessos 

(CHEN et al., 2004). Entretanto, pouco tem sido descrito sobre o uso de técnicas de 

imobilização como ferramenta para a manutenção celular.  
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O aprisionamento de células em gel de alginato é uma técnica muito difundida 

para a imobilização de células viáveis, pelo fato da geleificação do alginato 

acontecer de forma rápida, permitindo a preservação e a viabilidade dos 

microrganismos (SANTANA et al., 2009). 

O método de imobilização por aprisionamento em gel é fácil de implementar. 

A execução é simplificada, tem baixo custo e não utiliza altas temperaturas, o que 

não danifica as células mantendo a viabilidade elevada. 

O estudo da conservação de amostras biológicas em longo prazo, para os 

bancos de coleções de cultura, representa uma ferramenta essencial para as 

pesquisas biomédicas, biológicas e industriais e para diagnósticos laboratoriais.   

As coleções de cultura têm ganhado importância, também no cenário 

microbiológico, pois permitem estudar as características genéticas dos 

microrganismos com possibilidade de utilização destes em várias áreas da pesquisa 

incluindo a saúde. Já para laboratórios de análises de alimentos estes 

microrganismos podem ser utilizados como materiais de referência, pois contribuem 

para a segurança dos resultados das análises, permitindo a verificação da exatidão 

das medições garantido maior confiabilidade, além de fornecer referência para 

pesquisas.  

A escolha dos microrganismos Escherichia coli e Enterobacter aerogenes é 

justificada pela importância e uso destes como indicadores de qualidade na indústria 

de alimentos.  

A família Enterobacteriaceae corresponde a bactérias gram-negativas, não 

esporuladas, sendo considerado um dos grupos mais importantes conhecidos pelo 

homem, compreendendo uma série de importantes patógenos e deteriorantes de 

alimentos, incluindo a E. coli e o E. aerogenes (BAYLIS et al., 2011).  

Esses microrganismos são importantes patógenos transmitidos por alimentos, 

podendo ser indicadores de contaminação fecal, tendo importância no cenário 

nacional e internacional, seja nas questões de saúde pública devido a doenças 

veiculadas por alimentos ou para pesquisas aplicadas. Portanto, faz-se necessário 

estudar métodos eficientes para sua conservação e manutenção da viabilidade 

celular. 

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo estudar a imobilização 

de células de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes em esferas de alginato de 

cálcio como uma técnica de manutenção celular.  



18 
 

 

 
 2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Estudar a imobilização de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes em 

alginato de cálcio como técnica de manutenção celular.  

 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Preparar esferas contendo Escherichia coli e esferas contendo Enterobacter 

aerogenes em matriz de alginato de cálcio usando a técnica de 

aprisionamento em matriz pelo método de extrusão. 

 Avaliar a viabilidade da Escherichia coli e Enterobacter aerogenes após o 

processo de imobilização. 

 Submeter as esferas contendo os microrganismos imobilizados em três 

diferentes condições de armazenamento (esferas úmidas refrigeradas, 

esferas úmidas ultracongeladas e esferas liofilizadas e congeladas). 

 Caracterizar a morfologia das esferas de alginato por meio de Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) e microscopia ótica. 

 Monitorar a viabilidade celular e a estabilidade bioquímica dos 

microrganismos imobilizados em esferas de alginato de cálcio por um período 

de 240 dias nas diferentes condições de armazenamento.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

 

3.1 TÉCNICAS DE MANUTENÇÃO E CONSERVAÇÃO DE MICRORGANISMOS 

 

 

O isolamento, identificação, conservação e uso de microrganismos se 

caracterizam como práticas imprescindíveis para o desenvolvimento de pesquisas, 

processos e obtenção de produtos de interesse econômico (GIRÃO et al., 2004). 

No âmbito da ciência, a implantação e manutenção de coleções de culturas 

permitem a formação de estoques de cepas, que podem ser utilizadas 

experimentalmente em diferentes momentos (GUEDES et al., 1998). 

Diante da necessidade da preservação de microrganismos, o objetivo não é 

somente conservar seu estado inicial evitando mutações indesejáveis, mas também 

garantir ao máximo a vitalidade das células e a quantidade de células viáveis 

(PAOLI, 2005; OKAFOR, 2007; TRABELSI et al. 2014). 

Levando em consideração as exigências dos microrganismos e objetivo de 

sua utilização, a manutenção de estirpes pode ser por curtos períodos (dias ou 

meses), onde as culturas microbianas são mantidas a temperaturas de refrigeração 

(4 a 10 °C). No entanto, se for requerido à conservação prolongada, é necessário 

optar pela criopreservação, por meio do armazenamento em freezers a -80 °C, em 

nitrogênio líquido a -196 °C ou o processo de liofilização, que consiste no 

congelamento e desidratação das células em atmosfera de vácuo (PELCZAR et 

al.,1996; TORTORA et al., 2011). 

Sabe-se que os métodos de liofilização e criopreservação são os mais 

empregados para a preservação de células microbianas, garantindo sua estocagem 

por longos períodos. 

Okafor (2007) afirma ser importante que os organismos com potencial 

genético permaneçam inalterados e estejam constantemente disponíveis. Este autor 

destaca que vários métodos já foram estudados para preservar culturas 

microbianas, porém nenhum método é adequado para preservar todos os tipos de 

organismos. Portanto, o método mais adequado deve ser determinado 

experimentalmente. 
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Ainda segundo Okafor (2007), os métodos empregados na preservação de 

microrganismos devem envolver a redução da taxa metabólica, com isso haverá a 

diminuição das chances de ocorrência de mutações. As principais formas de 

redução do metabolismo são conseguidas por meio dos princípios: diminuição da 

temperatura de crescimento do organismo; desidratação ou dessecação do meio de 

crescimento; e limitação de nutrientes disponíveis para o organismo. Na prática os 

métodos de preservação combinam um ou mais princípios. 

Buscando a maior viabilidade e estabilidade, bem como o aumento do período 

de sobrevivência, inúmeras técnicas de imobilização de células vêm sendo 

estudadas. A encapsulação de bactérias consiste na formação de pequenas esferas 

formadas a partir de um material protetor, geralmente de natureza polimérica, que 

recobre pequenos conjuntos de células, aprisionando-as e reduzindo sua exposição 

a fatores externos (VILLENA et al., 2009; TIANI et al., 2017).  

A imobilização pode ser aplicada tanto em microrganismos como em enzimas 

e tem como uma vantagem a facilidade de recuperação do agente biológico 

(MALAJOVICH, 2009; MOHAMAD et al., 2015). 

De maneira geral, todos os métodos de imobilização induzem alterações no 

crescimento, na fisiologia e na atividade metabólica de bactérias, leveduras e 

fungos. Promovendo a formação de inoculante sólido de manuseio, aplicação e 

transporte facilitados.  Sendo que as células microbianas imobilizadas permanecem 

viáveis quando armazenadas por longos períodos (COVIZZI et al., 2007; ELIZEI et 

al., 2014).  

 

 

3.1.2. Métodos de imobilização visando manutenção microbiana 

 

 

A imobilização celular pode ser definida como o confinamento físico de 

células viáveis em uma região definida de espaço (suporte) exibindo características 

diferentes daquelas do meio a seu redor e mantendo suas atividades catalíticas. As 

células podem ser imobilizadas dentro ou na superfície de um agente imobilizador 

(BATISTA, 2005; ELIZEI, 2009; COVIZZI et al., 2007; VOS et al., 2010; MILESSI, 

2012). 



21 
 

Existem dois tipos de leitos para imobilização de células: os que aderem à 

superfície e os que aprisionam fisicamente. No primeiro tipo, as células são fixadas 

ao suporte de imobilização por ligações químicas. No segundo tipo, as células são 

encapsuladas/aprisionadas em glóbulos ou fibras de polissacarídeo, proteínas ou 

polímeros sintéticos (ELIZEI, 2009).  Na Figura 1 destacam-se os principais métodos 

de imobilização. 

 

Figura 1. Métodos de imobilização celular 
 

 
Fonte: Adaptado de Wendhausen (1998). 
 

Os métodos mais empregados nos processos de imobilização são adsorção, 

ligação covalente e aprisionamento em gel (KOSSEVA et al., 2009). 

A tecnologia de imobilização é efetiva no aumento da densidade celular, 

proteção do organismo imobilizado durante o armazenamento e processamento, 

melhora a resistência à contaminação além de manter a estabilidade química e física 

das células (TRABELSI et al., 2014). 

Mesmo que o uso de células imobilizadas em processos biotecnológicos 

tenha grandes vantagens, métodos sobre a sua utilização em processos de 

preservação de células ainda são pouco investigados (LIMA, 2011). 
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3.1.2.1 Método de Ligação a suporte sólido 

 

 

O método de imobilização por meio de ligação a suporte sólido é considerado 

simples e barato. Não requer a ativação do suporte e possibilita a regeneração da 

matriz utilizada. Esse método envolve a adesão celular ao suporte de imobilização 

por meio de ligações iônicas ou covalentes (MILESSI, 2012; PEREIRA, 2014, 

CORTEZ et al. 2017).  

Na Figura 2 pode ser observado os tipos de ligação entre a célula e o suporte 

de imobilização. 

A adsorção se dá pela ligação do microrganismo na superfície do suporte por 

ligações de baixa energia como Van der Waals ou hidrofóbicas, iônicas, etc. A 

adsorção tem como vantagem a facilidade da preparação e baixos custos, além de 

não envolver nenhum produto químico tóxico e o material imobilizado resultante não 

sofre limitações internas de transferência de massa (JEGANNATHAN et al., 2008;  

MENDES et al., 2011). No entanto, uma grande desvantagem desta técnica é 

possibilidade de sofrer dessorção devido às variações de temperatura, pH e força 

iônica deixando o material vulnerável podendo ser perdido para o meio reacional 

(KOSSEVA et al., 2009; PEREIRA, 2014). 

Já a imobilização por meio de ligações covalentes resulta em uma interação 

de células-suporte mais forte e estável, tendo como principal desvantagem o risco 

de danos à membrana celular (CANILHA et al., 2006; ELIZEI, 2009). 

Materiais celulósicos como serragem e madeira e materiais inorgânicos como 

vidro e porcelana são exemplos de superfícies utilizadas neste método de 

imobilização (KOURKOUTAS et al., 2004; MILESSI, 2012). 

 

Figura 2. Tipos de ligação entre a célula e o suporte de imobilização.  
 
 

 
Fonte: Adaptada de Kourkoutas et al. (2004). 
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3.1.2.2 Método de Encapsulação/Aprisionamento  

 

 

Segundo Zuidam e Nedovic (2009), citado por Nedovic et al. (2011) a 

encapsulação pode ser definida como um processo de aprisionamento de uma 

substância (agente ativo) em outra substância (material de parede). A substância 

encapsulada pode ser chamada de fase núcleo e a substância que está 

encapsulando é frequentemente chamada de revestimento, membrana, cápsula, 

material de suporte, fase externa ou matriz.  

A técnica de encapsulação é largamente empregada nas áreas de alimentos, 

têxtil, agronomia, química e farmacêutica.  

As cápsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho em 

macrocápsulas, que são aquelas maiores que 5000 μm e, microcápsulas, onde o 

tamanho varia entre 0,2 e 5000 μm. Os fatores determinantes para o tamanho das 

cápsulas são basicamente o material de parede e a técnica utilizada para a 

encapsulação (CAVALHEIRO et al., 2015). 

A imobilização por aprisionamento em membrana também conhecido por 

conteção em membranas, baseia-se na formação de uma membrana em torno das 

células, seja esta membrana pré-formada ou formada in situ. A grande desvantagem 

deste método é a limitação de transferência de massa e a ocorrencia de 

bioincrustração na membrana devido ao crescimento celular (CANILHA, 2006). Na 

Figura 3 é apresentada a forma estrutural de uma cápsula formada. 

 

Figura 3. Representação estrutural de uma cápsula com células microbianas 
aprisionadas 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Já o método de aprisionamento em matriz é baseado na difusão celular em 

uma matriz porosa, este pode ser pré-formada ou sintetizada in situ (CORTEZ et. al 

2017).  

Ambos os casos são baseados na inclusão das células dentro de uma malha 

rígida que impede a difusão das células para o meio. Esse método vem sendo 

amplamente estudado na imobilização de células viáveis, pois preserva a 

integridade celular, uma vez que, permite o emprego de polímeros hidrofílicos 

biocompativeis como suporte de imobilização. O encapsulamento de células em géis 

de polissacarídeos, como alginatos, ágar e quitosana são exemplos deste tipo de 

imobilização. O crescimento celular na matriz porosa depende das limitações de 

difusão impostas pela porosidade do material (KOURKOUTAS et al., 2004; 

CANILHA et al., 2006; COVIZZI et al., 2007).   

O aprisionamento em gel pode ser feito pelo método de extrusão, que nada 

mais é do que produzir uma pequena gotícula da solução do material de 

encapsulamento forçada através de pequenas aberturas em dispositivos geradores 

de gotas. Quanto menor o diâmetro interno da abertura, menor o tamanho das 

esferas (VOS et al., 2010).  O tamanho e a forma esférica das gotículas dependem, 

também, da distância entre o sistema de gotejamento e superfície da solução 

geleificante bem como da viscosidade da solução de alginato de sódio 

(ZIMMERMANN, 2001).  

Segundo Nedovic et al. (2011) o método de imobilização que tem crescentes 

pesquisas na área de alimentos é o aprisionamento das células em gel de polímeros 

naturais como o alginato, sendo que esta técnica consiste em gotejar uma solução 

aquosa de polímero (com concentrações entre 0,6 e 3,0% m/m de alginato de sódio) 

contendo o ativo em um banho de geleificação. No caso do alginato, o banho de 

geleificação é a solução de cloreto de cálcio. A ferramenta de gotejamento pode ser 

simplesmente uma pipeta ou uma seringa, conforme está ilustrado na Figura 4. 
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Figura 4. O gotejamento do alginato de sódio em solução de cloreto de cálcio 
produz uma malha de textura gelatinosa de formato esférico através do mecanismo 
de gelificação iônica, onde ficam aprisionadas as células. 

 

 
Fonte: Covizzi et al. (2007). 
 

 

O método de aprisionamento através de gotas feitas com alginato e cálcio é 

extremamente popular e destaca-se como método promissor e versátil para a 

imobilização de células vivas. A principal vantagem dessa técnica é a simplicidade 

pela qual as partículas esféricas podem ser obtidas por gotejamento de uma 

suspenção contendo células e polímero em um meio que contém íons de 

precipitação (KOSSEVA et al., 2009). 

Para o aprisionamento de células, estas devem ser dispersas na solução de 

alginato antes do gotejamento na solução de CaCl2, neste caso o material 

imobilizado fica aprisionado entre as cadeias de alginato de cálcio (ZIMMERMANN, 

2001).  

A imobilização de células microbianas é uma alternativa para a condução de 

bioprocessos e a imobilização celular por aprisionamento em esferas tem recebido 

crescente atenção nos últimos anos. Um grande número de aplicações nas áreas da 

biotecnologia, alimentícia, agricultura, químicas, cosméticos e até mesmo na 

medicina tem sido verificada (CANILHA et al., 2006; BRETÓN, MUNGUÍA, 2008; 

VILELA el al., 2012; ELIZEI et al, 2014). 

Existem inumeros trabalhos que estudam a encapsulação de microrganismos 

para as mais diversas finalidades. Oliveira (2014) estudou a encapsulção das 

microalgas Chlorella sp em alginato de cálcio para tratamento de águas residuais. 

Trabelsi et al. (2014), avaliaram a eficiência da imobilização  em termos de 

viabilidade e atividade antibacteriana. Farbo et al. (2016) avaliaram a adsorção de 
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ocratoxina A do suco de uva por células de levedura imobilizadas em de alginato de 

cálcio.  

Vários pesquisadores encapsularam diferentes microrganismos probióticos 

com a finalidade de melhorar a taxa de sobrevivência no ambiente gstrointestinal 

(SHINDE et al., 2014; HAGHSHENAS et al., 2015; GUL, DERVISOGLU, 2016). 

 

 

3.2 SUPORTES UTILIZADOS PARA IMOBILIZAÇÃO 

 

 

Mendes et al. (2011) salientam que na escolha do suporte para determinada 

aplicação devem ser consideradas suas propriedades físicas e químicas, sendo 

observadas a área superficial, insolubilidade, permeabilidade, capacidade de 

regeneração, composição, natureza (hidrofílica ou hidrofóbica), resistência e custo. 

Os suportes podem ser classificados conforme sua morfologia em materiais porosos, 

não porosos e de estrutura de gel. 

Na literatura são descritos vários materiais que podem ser utilizados como 

suporte para imobilização. Esses materiais devem ser encontrados facilmente e em 

abundância, ter baixo custo, ser de fácil operação, não ser tóxico para a célula que 

se pretende aprisionar e ter alta resistência mecânica (MENDES, 2009).  

Os suportes comumente utilizados para imobilização de células microbianas 

são de origem biológica como alginato, ágar, carragena entre outros ou sintéticos 

como é o caso da policrilamida e polivinil álcool (LIMA, 2011).  

Dados da literatura científica mostram que o alginato de sódio é o bipolímero 

mais utilizado para a imobilização, sendo considerado um suporte eficiente 

principalmente para imobilização de células microbianas (COVIZZI et al., 2007; 

LIMA, 2011; TRABELSI et al., 2014). 

O alginato é um polissacarídeo solúvel em água extraído de várias espécies 

de algas, sua estrutura consiste de cadeias lineares 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) (GUO et al., 2006; MORETINI; MELO, 2007; 

ISLAM et al., 2010).  Porém, os géis de alginato de cálcio são quimicamente 

instáveis na presença de alguns componentes do meio de cultivo, como íons fosfato 
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e citrato, podendo sofrer rupturas ou até mesmo dissolverem-se no meio (COVIZZI 

et al., 2007).    

A imobilização em alginato é um método não tóxico aos microrganismos, 

permitindo que as células microbianas realizem seus processos biológicos sem 

desestabilizar a esfera (VILELA et al., 2012). O alginato é um polissacarídeo 

geleificante natural que quando está em contato com íons bivalentes como o cálcio, 

forma uma estrutura reticulada propícia à encapsulação de materiais sensíveis como 

as células bacterianas (KOSSEVA et al., 2009; OLIVEIRA, 2014).  

O alginato de sódio em contato com cátions metálicos, como cálcio sofre 

geleificação e se mantém estável por longos períodos, por isso se mostra eficiente 

na imobilização de células microbianas (MORETINI; MELO, 2007; LIMA, 2011). 

As esferas formadas no processo de geleificação podem ser conservadas em 

temperaturas entre 4 e 10 ºC por um período de até 12 meses, sendo que a 

secagem é considerada o método mais eficiente para a conservação do gel formado. 

Essa secagem pode ser tanto em estufa ou em temperatura ambiente como por 

liofilização, sendo que o método de secagem influencia significativamente na 

porosidade do gel de alginato (ZIMMERMANN, 2001). 

Cocoran (1985) citado por Canilha et al. (2006) diz que como a formação do 

gel ocorre rapidamente na presença de íons de cálcio, sem alterações drásticas de 

temperatura, pH e pressão osmótica, a atividade e viabilidade dos microrganismos 

imobilizados são conservadas. 

 

 

3.3 ENTEROBACTÉRIAS 

 

 

As enterobacteriáceas ou enterobactérias são uma família de bacilos Gram-

negativos, móveis por flagelação ou imóveis, não esporulantes, anaeróbios 

facultativos, que apresentam exigências nutricionais relativamente simples 

(CAMPOS; TRABULSI, 2002; MADIGAN et al., 2004). Podem ser encontradas 

amplamente distribuídas na natureza, entretanto a maioria habita o intestino do 

homem e dos animais seja compondo a microbiota normal ou como agente de 

infecção. A maioria das espécies desta família cresce bem a 37 °C, embora algumas 

espécies cresçam melhor entre 25 e 30 °C (MLAGA et al., 2017). 
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Taxonomicamente, a família Enterobacteriaceae tem até o momento 53 

gêneros e mais de 170 espécies mencionadas. Destes, 26 gêneros são conhecidos 

por estarem associados a infecções em seres humanos (KHAN et al., 2011; MLAGA 

et al., 2017). 

A diferenciação do gênero e espécies desta família pode ser realizada por 

meio de uma série de provas bioquímicas, sendo que algumas espécies em um 

mesmo gênero podem ser semelhantes sendo necessário um grande número de 

provas para diferenciá-las (KHAN et al., 2011).  

A relação dos gêneros e espécies clássicas da família Enterobacteriaceae é 

apresentada na Tabela 1 e para fins de ilustração, na Tabela 2 são apresentados à 

diferenciação bioquímica dos principais gêneros utilizando número reduzido de 

provas (CAMPOS; TRABULSI, 2002). 

 

Tabela 1 - Principais gêneros e espécies da família Enterobacteriaceae 
Gêneros Espécies 

Escherichia E. coli 
Shigella S. dysenteriae 

S. flexneri 
S. boydii 
S. soney 

Citrobacter C. freudii 
C. diversus 

Klebsiella K. peneumoniae 
K. ozaenae 

K. rhinoscleromatis 
Enterobacter E. aerogenes 

E. cloacae 
Serratia S. marcescens 

S. liquefaciens 
Proteus P. vulgaris 

P. mirabilis 
Yersinia Y. enterocolitica 

Y. pestis 
Salmonella S. entérica 

S. bongori 
Fonte: Adaptado de CAMPOS e TRABULSI (2002). 
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Tabela 2- Diferenciação bioquímica dos principais gêneros de Enterobacteriaceae 

Testes bioquímicos 

E
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e
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h

ia
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e

lla
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e
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b
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E
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e

r 

S
e

rr
a

tia
 

P
ro

te
u

s 

Y
e

rs
in

ia
 

S
a

lm
o

n
e

lla
 

Lactose + - d + + - - - - 

Gás (glicose) + - + + + + + - + 

H2S - - d - - - d - + 

Urease - - d + d d + + - 

L-TDa - - - - - - + - - 

Motilidade d - + - + + + d + 

Indol + d d - - - d d - 

Lisina + - - + d + - - + 

Citrato de Simmons - - + + + + d d + 

d = reação positiva (+) ou negativa (-) 
a L-TD = L-triptofano-desaminase, reação positiva ou negativa 
 Fonte: Adaptado de CAMPOS E TRABULSI (2002). 

 
 

Praticamente todos os membros da família das enterebocatérias, salvo 

algumas exceções, demonstram capacidade de crescimento em meios como 

MacConkey, fermentam glicose, apresentam reação de catalase positiva e tem 

capacidade de reduzir nitrato a nitrito (KHAN et al., 2011).  

As enterobactérias não são exigentes quanto aos meios de cultura para 

crescimento, podendo ser cultivadas em qualquer meio de uso geral. Todos os 

meios sólidos utilizados no isolamento de enterobactérias contêm um ou mais 

açúcares que quando metabolizados formam produtos capazes de acidificar o meio. 

A acidificação é detectada pela presença de um indicador de pH e, portanto, os 

meios de isolamento além de seletivos são diferenciais o que é importante para 

orientar na identificação do gênero (CAMPOS E TRABULSI, 2002). 
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3.3.1. Escherichia coli 

 

 

O gênero Escherichia compreende as espécies E. coli, Escherichia blattae, 

Escherichia fergusonii, Escherichia hermanii, Escherichia vulneris, porém a espécie 

de maior importância é a Escherichia coli (CAMPOS; TRABULSI, 2002).  

Corrêa (2012) descreve que Theodor Von Escherich foi o primeiro a 

mencionar sobre a Escherichia coli em 1885, a qual foi primeiramente denominada 

de Bacterim coli commune. Somente no ano de 1958, recebeu sua denominação 

atual de Escherichia coli.  Ferreira e Knöbl (2009) citado por Rocha (2012) relatam 

que durante muito tempo a E. coli foi considerada um microrganismo não 

patogênico, no entanto após seus sorotipos serem associados as doenças em 

animais e seres humanos esta caracterização foi modificada. 

A Escherichia coli é um bastonete curto, Gram-negativo, não esporulado, que 

mede entre 1,1 a 1,5 μm por 2 a 6 μm, a maioria é móvel, devido a existência de 

flagelos peritríqueos, podendo também ser imóvel e ainda é anaeróbia facultativa. É 

uma bactéria de cultivo fácil, seu crescimento ocorre em temperaturas de 18 a 44 ºC, 

sendo a temperatura ótima de crescimento por volta dos 37 ºC (QUINN et al., 2005; 

APHA, 2015). 

Esta bactéria caracteriza-se por apresentar metabolismo anaeróbio 

facultativo, pois possui metabolismo respiratório e fermentativo. É capaz de 

fermentar diferentes açúcares como, a lactose, glicose, maltose, manose, manitol, 

xilose, glicerol, ramanose, sorbitol e arabinose com produção de ácido e gás. A 

fermentação do adonitol, sacarose, salicina, rafinose, ornitina, dulcitol e arginina é 

variável (QUINN et al., 2005). As provas bioquímicas para diferenciação da espécie 

Escherichia coli estão apresentadas na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Diferenciação de espécie do gênero Escherichia 
Provas bioquímicas E. coli 

Indol + 
Vermelho de metila + 
Voges-Proskauer - 

Citrato - 
Lisina descarboxilase + 

Arginina diidrolase V (17) 
Ornitina descarboxilase V (65) 

ONPG + 
Fermentação de:  

Lactose 
Sorbitol 
Manitol 
Adonitol 

Celobiose 

+ 
++ 
+ 
- 
- 

Pigmento amarelo - 
+: 90 % de cepas positivas; -: 90% ou mais de cepas negativas; V: 11%-89% de cepas positivas. +As 
cepas de E. coli pertencentes ao sorotipo O157H7 são sorbitol-negativas 
Fonte: Adaptada de KONEMAN et al. (2001). 
  

Em ágar MacConkey a E. coli produz colônias na cor rosa clara, enquanto em 

ágar-eosina-azul de metileno (EMB) produz colônias verde escuras com brilho 

metálico ou pretas. Podem também apresentar atividade hemolítica em ágar-sangue 

(QUINN et al., 2005; ROCHA 2012; APHA, 2015). Em meios nutrientes sólidos, as 

colônias apresentam cerca de 1 a 3 mm de diâmetro, podendo apresentar as formas 

lisas e rugosas (QUINN et al., 2005).  

Esse microrganismo pertence tanto ao grupo dos coliformes totais quanto dos 

coliformes termotolerantes (coliformes a 45 ºC). Sua presença em alimentos é 

considerada o mais específico indicador de contaminação fecal e eventual presença 

de outros microrganismos enteropatogênicos (FRANCO 2002; OLIVEIRA et al., 

2004; APHA, 2015).  Mesmo que seu habitat natural seja o trato intestinal de animais 

de sangue quente ela pode ser introduzida nos alimentos a partir de outras fontes 

não fecais (SILVA et al., 2007). 

São frequentemente utilizadas como indicadores higiênico-sanitários no 

controle da qualidade de água e alimentos (OLIVEIRA et al., 2004). Muitos fatores 

influenciam na sua disseminação no meio ambiente, pois é excretada nas fezes e 

podem sobreviver nas partículas fecais, poeira e água por semanas ou meses, 

crescendo rapidamente, pois usa uma grande variedade de materiais como 

nutrientes (ANDRADE, 2005).  
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3.3.2. Enterobacter aerogenes 

 

 

O gênero Enterobacter foi descrito pela primeira vez por Hormaeche e 

Edwards em 1960. Atualmente, existem 22 espécies no gênero Enterobacter 

podendo ser destacadas: Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloace, 

Enterobacter agglomemns, Enterobacter gergoviae, Enterobacter sakazakii  

(PATERSON, 2006; MEZZATESTA et al., 2012). 

As bactérias do gênero Enterobacter são anaeróbias facultativas, Gram-

negativas, não formadora de esporos e com morfologia de bastonete. Tem 

dimensões entre 0,6 - 1,0 μm por 1,2 - 3,0 μm, são móveis por flagelos peritríquios 

(MEZZATESTA et al., 2012; TORTORA et al., 2012). Fazem fermentação fórmica e 

fermentação do butanodiol, produzindo pequenas quantidades de ácidos. Formam, 

predominantemente, como produtos finais compostos neutros como o etanol, 

acetoína e butanodiol (PATERSON, 2006).  

A espécie Enterobacter aerogenes foi originalmente denominada Aerobacter 

aerogenes e em 1960 foi incluída no gênero Enterobacter.  Em 1971, foi proposto a 

renomeação desta espécie para Klebsiella mobilis. Porém o gênero Enterobacter 

pode ser rapidamente diferenciado do gênero Klebsiella. Enterobacter são móveis, 

urease negativa e ornitina descaboxilase positiva. Além disso, são resistentes a 

cefalotina e cefoxitina enquanto que o gênero Klebsiella é susceptível a esses 

agentes (KONEMAN et al.; 2006; MEZZATESTA et al., 2012; REGLI; PAGÈS, 2015). 

Enterobacter aerogenes é uma espécie amplamente distribuída na natureza, 

comumente encontrada em água doce, solo, esgotos, plantas, vegetais, animais, 

bem como no trato intestinal de animais de sangue quente (MADIGAN et al., 2004; 

SILVA et al., 2007). 

 Em humanos pode provocar uma grande variedade de doenças, dependendo 

de qual parte do corpo invade (PATERSON, 2006). O Enterobacter aerogenes é um 

coliforme termotolerante que pode contaminar alimentos (KONEMAN et al., 2006). 

Em laboratório, o E. aerogenes cresce bem em ágar MacConkey, que contém 

corantes, sais e açúcares de leite, como a lactose. A sua temperatura ótima de 

crescimento varia de 30 a 37 ºC (PATERSON, 2006). São fermentadores de glicose 

com produção de ácido e gás. Os sorotipos possuem em sua maioria reação positiva 

no teste Voges Proskauer e Citrato de Simmons, sendo negativos no teste Vermelho 
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de Metila e lisina positiva. As provas bioquímicas para identificação da Enterobacter 

aerogenes estão apresentadas na Tabela 4 (KONEMAN et al., 2001).  

 

Tabela 4 - Identificação bioquímica da Enterobacter aerogenes 
Provas bioquímicas Enterobacter aerogenes 

Gás ++ 
Sulfeto de Hidrogenio (H2S) - 

Indol - 
Vermelho de metila + 
Voges-Proskauer + 

Citrato + 
Lisina descarboxilase + 

Arginina diidrolase - 
Ornitina descarboxilase + 

ONPG  + 
++ reação fortemente positiva 
Fonte: adaptada de KONEMAN et al. (2001). 

 
 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

4.1 MATERIAL 

 

 

 O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Microbiologia do 

SENAI Chapecó – SC e no Laboratório de Tecnologia de Alimentos da UTFPR, 

Câmpus Pato Branco. 

Foram adquiridos reagentes e meios de cultura com grau de pureza 

adequado as atividades experimentais. As cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e 

Enterobacter aerognes ATCC 13048 foram adquiridas da Microbiologics®. A escolha 

da ATCC é baseada no catálogo World Data Centre for Microorganisms – WDCM de 

cepas de referência para microbiologia alimentar e aquática.  
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4.2 MÉTODOS 

 

 

O estudo da imobilização de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes em 

alginato de cálcio e a avaliação da viabilidade celular e comportamento bioquímico 

seguiram as etapas descritas no fluxograma apresentado na Figura 5. 
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Figura 5. Fluxograma das atividades para o estudo da imobilização de células microbianas em alginato de cálcio, caracterização da morfologia das esferas, 
avaliação da estabilidade bioquímica e da viabilidade celular para cada um dos microrganismos: Escherichia coli e Enterobacter aerogenes.  

 
Fonte: Autoria própria. 
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4.2.1 Preparo dos inóculos  

 

 

Para o preparo do inóculo com E. coli e E. aerogenes foi empregado o meio 

de cultivo Luria Bertani (LB). Este é um meio rico e largamente utilizado, bastante 

popular entre os bacteriologistas porque permite um crescimento rápido e bons 

rendimentos para muitas espécies, incluído a Escherichia coli (SEZONOV et al., 

2007). Este tipo de meio proporciona maior velocidade de crescimento devido a 

presença de triptona, que supre as bactérias com aminoácidos e peptídeos 

enquanto que o extrato de levedura supre a demanda por nitrogênio, nutrientes 

orgânicos e inorgânicos (BROWN, 2003; HUBÁLEK, 2003). 

O meio LB foi preparado conforme Jin et al. (2016), utilizando Triptona (1% 

m/v), Extrato de levedura (0,5% m/v), Cloreto de sódio (1% m/v) e água destilada. O 

pH do meio foi ajustado para 7,0 e após foi esterilizado em autoclave a 121 ºC por 

20 minutos. 

Inicialmente células de uma cultura estoque de cada microrganismo (E. coli 

ATCC 25922 e E. aerogenes ATCC 13048) foram transferidas para frasco 

Erlenmeyer contendo 250 mL do meio LB e cultivadas por 18 horas a 37 ºC 

(KIMURA et al., 2017) com o objetivo de reativar as células. As células foram 

recuperadas por centrifugação (1500 x g, 15 min.), transferidas para frasco contendo 

250 mL do meio LB e novamente cultivas por 18 horas a 37 °C. O segundo cultivo foi 

realizado visando a obtenção de células jovens e viáveis.  

Após o segundo cultivo e centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram re-suspendidas em solução salina estéril até que atingisse turvação 

semelhante à escala de MacFarland 0,5 a olho nu, de modo a obter-se um inóculo 

com concentração da ordem de 108 UFC (McFARLAND STANDARD, 2014). 

 

 

4.2.2 Preparo das esferas de alginato de sódio 

 

As células em concentração pré-estabelecida (2 mL), conforme descrito no 

item 4.2.1, foram adicionadas em 500 mL do meio LB contendo 2% (m/v) de alginato 

de sódio, previamente preparado e esterilizado, e incubadas a 37 °C por 2 horas, 
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então esta mistura foi gotejada, por meio do uso de bomba peristáltica (Tecnal TE-

BP-01-MINI), mangueira de silicone com 3 mm de diâmetro interno e agulha de 

escalpe de 23G, em solução de cloreto de cálcio (0,2 mol L-1) também esterilizada 

(Figura 6).  

As esferas produzidas permaneceram na solução de cloreto de cálcio durante 

aproximadamente 15 horas sob refrigeração em temperatura de 5 ºC para a 

maturação, garantindo a a geleificação no interior das esferas. Após esta etapa as 

esferas foram lavadas com água destilada esterilizada a fim de retirar o excesso de 

cloreto de cálcio.  

Todo o processo de imobilização dos microrganismos foi realizado sob 

condições assépticas em cabine de fluxo laminar (Logen Scientific). 

Em seguida, o diâmetro médio de 20 esferas foi medido com auxílio de 

paquímetro objetivando avaliar a uniformidade do diâmetro das esferas. 

Testes preliminares foram realizados para definir as concentrações das 

soluções de alginato de sódio e cloreto de cálcio e também para definir a melhor 

condição de gotejamento no que se refere à velocidade e altura.  

A altura da ponteira em relação a superfície da solução de cloreto de cálcio foi 

de aproximadamente 25 cm e a velocidade programada da bomba peristáltica foi de 

20 rpm (20 mL min-1), definidas após várias tentativas, de modo a se obter partículas 

esféricas. 

As esferas produzidas foram segregadas e armazenadas conforme Tabela 5:  

 

Tabela 5 - Armazenamento das esferas. 
Esferas úmidas Refrigeradas (5 ºC) E. coli (E.cUR) 

E. aerogenes (E.aUR) 
Esferas úmidas ultra Congeladas (ultrafreezer 

INDREL IULT 335D a -60 ºC) 
E. coli (E.cUC) 
E. aerogenes (E.aUC) 

Esferas liofilizadas (Thermo Electron Modulyod 
115) Congeladas (-18 ºC) 

E. coli (E.cLC) 
E. aerogenes (E.aLC) 

Fonte: Autoria própria. 

 
 
As esferas liofilizadas contendo E. coli e E. aerogenes foram estocadas em 

freezer (-18 °C), em frascos vedados sob vácuo. 
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Figura 6. Prepraro das esferas de alginato 
 

 
Fonte: Autoria própria  

 

 

4.2.3 Contagem de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes pela técnica de 
PetrifilmTM 

 

 

Um dos métodos alternativos para contagem de microrganismos em 

alimentos é o sistema Petrifilm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA). A placa de 

Petrifilm™ é um sistema de revestimento considerado “all-in-one” onde os 

ingredientes variam de placa para placa, dependendo do microrganismo cultivado. 

A placa é constituída por um sistema de filme duplo. A base do cartão é 

revestida de polietileno recoberta com meio de cultura desidratado, que contêm 

nutrientes e um agente gelificante solúvel em água fria. O filme superior é 

transparente, removível e contém um corante indicador (JASSON et al., 2010). 

Para contagem de Escherichia coli seguiu-se o método 998.08 da AOAC 

(2012). As Placas 3M™Petrifilm™ para Contagem de E. coli e Coliformes (EC) 

contêm nutrientes do meio Vermelho Violeta Bile (VRB), um agente geleificante 

solúvel em água fria, um indicador de atividade glucuronidásica e um indicador que 

facilita a enumeração da colônia. A maioria das cepas de E. coli (cerca de 97%) 

produz beta-glucuronidase formando um precipitado azul associado a colônia. O 

filme superior da placa retém o gás formado pelos coliformes e E. coli que são 

fermentadores de lactose. Cerca de 95% das E. coli produzem gás indicadas pelas 

colônias azuis a vermelho-azuladas associadas ao gás retido na Placa Petrifilm EC 

(3M do Brasil, 2009). Na Figura 7 é ilustrada uma placa de Petrifilm para contagem 

de E. coli e Coliformes. 
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Figura 7. Contagem de E. coli = 49 colônias azuis com gás; Contagem de 
Coliformes Totais = 87 colônias vermelhas e azuis com gás 

 

 
Fonte: 3M Company, St. Paul, MN, EUA  

 

Para contagem de Enterobacter aerogenes seguiu-se o método 2003.01 da 

AOAC (2012). As Placas PetrifilmTM para Contagem de Enterobacteriaceae (EB) 

contêm nutrientes modificados de Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG), um agente 

geleificante solúvel em água fria e um indicador de tetrazólio que facilita a 

enumeração das colônias bacterianas. As colônias características se mostram 

vermelhas. O filme superficial da placa prende o gás produzido por algumas 

bactérias e as bactérias produtoras de ácido são visualizadas como colônias 

vermelhas circundadas por zonas amarelas. As bolhas de gás podem ter padrões 

variados. Com o aumento da contagem de microrganismos a cor do gel pode variar 

de púrpura a amarelo ou creme (3M do Brasil, 2009). Na Figura 8 é ilustrada uma 

placa para contagem de Enterobacteriaceae (EB). 
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Figura 8. Contagem de Enterobacteriaceae = 13 
 

 
Circulo 1: colônias associadas com bolhas de gás e nenhuma zona ácida. 
Círculo 2: colônias com zonas ácidas amarelas sem produção de gás. 
Círculo 3: colônias produzindo gás e ácido. 
Fonte: 3M Company, St. Paul, MN, EUA 
 
 

Para determinação da contagem de E. coli e E. aerogenes imobilizadas nas 

esferas de alginato de cálcio, foi realizado a dissolução de 1 grama de esferas em 

solução de citrato de sódio 0,3 mol L-1, e após a realização da série de diluições foi 

realizado o plaqueamento dispensando 1 mL de cada diluição no centro do filme 

inferior, cuidando para que cada diluição coincidisse com a Petrifilm identificada. O 

plaqueamento foi realizado em triplicata para cada diluição realizada. Em seguida, 

as placas para contagem de E. coli foram incubadas em estufa a 35 °C ± 1 ºC  por 

24 h ± 1 h (AOAC, Official Method 998.08:2012) e as placas para a contagem de E. 

aerogenes foram incubadas em estufa a 37 °C ± 1 °C por 24 h ± 2 h (AOAC, Official 

Method of Analysis 2003.01:2012). Após o período de incubação as colônias 

crescidas nas placas de Petrifilm foram contadas. As médias dos resultados foram 

convertidas em logaritmo e os resultados expressos em unidades formadoras de 

colônias por grama (log UFC g-1). 
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4.2.4 Identificação bacteriana pelo método de análise bioquímica automatizada 
(VITEK 2) 
 

O sistema VITEK 2 (Figura 9) permite, com base no perfil bioquímico e 

atividade metabólica, identificar espécies de bactérias a partir de colônias puras com 

rapidez e acurácia.  Este equipamento se baseia, para identificação das colônias, no 

seu banco de dados de diferentes bactérias. O sistema realiza uma análise cinética 

da cultura inoculada com leituras a cada 15 minutos (FRAZÃO, 2014; MONTEIRO, 

2016).   

O equipamento trabalha com cartões para identificação chamados de 

Reagent Card, sendo que cada cartão contém 64 poços com substratos individuais 

capazes de analisar diferentes atividades metabólicas, como: acidez, basicidade, 

hidrólise e crescimento ou não na presença de inibidores. A identificação de cada 

amostra leva em torno de oito horas. O resultado se refere a probabilidade de a 

identificação ser igual ao dos padrões daquela espécie bacteriana, sendo que uma 

correspondência perfeita entre o padrão e o determinado microrganismo em questão 

daria uma porcentagem de probabilidade de 99%. A carta de identificação classifica 

como excelente uma porcentagem de probabilidade de 86 a 99% (FUNKE, 1998; 

FRAZÃO, 2014; MONTEIRO, 2016). 

Os cartões são produzidos para séries específicas de microrganismos: bacilos 

Gram-negativos (GN card), cocos Gram-positivos (GP card), leveduras (YST card) e 

bactérias anaeróbias (ANC card). Assim, esse sistema permite a identificação de 

mais de 330 espécies de microrganismos (MONTEIRO, 2016). 

 

Figura 9. Vitek 2 
 

 
Fonte: Biomerieux disponível em http://www.biomerieux-usa.com/industry/vitek-2-product-
safety?dest=view 
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As provas bioquímicas para a E. coli e E. aerogenes após a imobilização e no 

final do período de 240 dias, foram realizadas a partir das colônias bacterianas  

crescidas nas placas de Petrifilm, que foram transferidas para placas de ágar 

sangue e incubadas a 37 ºC por 24 h. As colônias desenvolvidas no meio ágar 

sangue foram suspensas em solução fisiológica 0,45 g L-1 com objetivo de obter uma  

concentração celular correspondente ao padrão 0,5 de MacFarland. Esta suspensão 

padronizada foi introduzida no console do VITEK 2 a fim de obter a identificação do 

micorganismo. 

O cartão utilizado para avaliação do perfil bioquímico da E. coli e E. 

aerogenes foi o GN, que se baseia em métodos bioquímicos estabelecidos e em 

substratos que medem a utilização da fonte de carbono, atividade enzimática e 

resistência (SONY; POTTY, 2017). Os substratos analisados no cartão GN estão 

descritos na Tabela 6. O relatório das identificações foi gerado através da versão 

7.01 do software do VITEK 2. 

 
Tabela 6 – Substratos do cartão GN. 

Teste Sigla 
Ala-Fe-Pro-Arilaminase APPA 

ADONITOL ADO 
L-Pirrolidonil-ARILAMINASE PyrA 

L-ARABITOL IARL 
D-CELABIOSE dCEL 

BETA-GALACTOSIDASE BGAL 
PRODUÇÃO DE H2S H2S 

BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 
Glutamil Arilamidase pNA AGLTp 

D-GLUCOSE dGLU 
GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE GGT 

FERMENTAÇÃO/GLUCOSE OFF 
BETA-GLUCOSIDASE BGLU 

D-MALTOSE dMAL 
D-MANITOL dMAN 
D-MANOSE dMNE 

BETA-XILOSIDASE BXYL 
BETA-Alanina arilamidase pNA BAlap 

L-Prolina ARILAMIDASE ProA 
 0iLIPASE LIP 

PALATINOSE PLE 
Tirosina ARILAMIDASE TyrA 

UREASE URE 
D-SORBITOL dSOR 

SACAROSE/SUCROSE SAC 
D-TAGATOSE dTAG 
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D-TREALOSE dTRE 
CITRATO (SÓDIO) CIT 

MALONATO MNT 
5-CETO-D-GLUCONATO 5KG 
Alcalinização L-LACTATO ILATk 

ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 
Alcalinização SUCINATO SUCT 

Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASE NAGA 
ALFA-GALACTOSIDASE AGAL 

FOSFATASE PHOS 
Glicina ARILAMIDASE GlyA 

ORNITINA DESCARBOXILASE ODC 
LISINA DESCARBOXILASE LDC 

Assimilação L-HISTIDINA IHISa 
CUMARATO CMT 

BETA-GLUCURONIDASE BGUR 
RESISTENCIA O/129 (comp. Vibrio.) O129R 

Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE GGAA 
Assimilação L-MALATO IMLTa 

ELLMAN ELLM 
Assimilação L-LACTATO ILATa 

Fonte: Adaptada de bioMérieux (2010).  
 
 
 
4.2.5 Avaliação da eficiência da imobilização 

 

 

A eficiência da imobilização (% EI) foi calculada através da equação 1, para 

cada um dos microrganismos, E. coli e E. aerogenes: 

 

EI % = (Log10N/Log10N0) x 100                                            (1) 
 
Onde, N é contagem de células retidas nas esferas e N0 é a contagem de 

células livres antes do aprisionamento (células adicionadas à solução de LB 

contendo 2% de alginato de sódio) (LOTFIPOUR et al., 2012). 

A contagem das células livres (N0) foi realizada por meio da técnica de 

contagem de bactérias em Placa Petrifilm™, conforme descrito no item 4.2.3 após a 

diluição de 1 mL do meio em 10 mL de citrato de sódio 0,3 mol L-1 e posteriores 

diluições seriadas. A contagem de células retidas nas esferas (N) seguiu a técnica 

descrita no item 4.2.3, após a dissolução de 1 grama de esferas em solução de 

citrato de sódio 0,3 mol L-1. Todas as contagens foram realizadas em triplicata com 
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resultados convertidos em logaritmo (Log) e expressas em unidades formadoras de 

colônias por grama (log UFC g-1).  

A fim de confirmar a eficiência da imobilização também foi realizado a 

contagem de células suspensas na solução de cloreto de cálcio utilizando a mesma 

técnica de contagem descrita no item 4.2.3, após a diluição de 1 mL da solução de 

cloreto de cálcio (0,2 mol L-1) em 10 mL de citrato de sódio (0,3 mol L-1).  

 

 

4.2.6 Avaliação da viabilidade celular e comportamento bioquímico dos 
microrganismos  

 

 

A avaliação da viabilidade das cepas de E. coli e E. aerogenes, imobilizadas 

em esferas de alginato foi realizada por meio da técnica de contagem de bactérias 

em Placa Petrifilm™ descrita no item 4.2.3. 

A viabilidade celular foi avaliada logo após a imobilização e no decorrer de 

240 dias, sendo realizada mensalmente a contagem microbiana das esferas 

armazenadas conforme descrito na Tabela 5.   

As esferas mantidas nas condições de armazenamento também foram 

avaliadas mensalmente quanto ao tamanho pela medição do seu diâmetro, em mm, 

através da utilização de paquímetro. 

O comportamento bioquímico dos microrganismos imobilizados foi avaliado 

através da técnica de identificação de microrganismos, utilizando o equipamento 

VITEK® 2, conforme descrito no item 4.2.4.  O objetivo foi avaliar o perfil bioquímico 

e investigar possíveis mutações após o processo de imobilização e ao final do 

período de 240 dias.   

 
 
 
4.2.7 Determinação do diâmetro e morfologia das esferas 

 

 

O diâmetro das esferas produzidas foi acompanhando com o objetivo de 

avaliar a estabilidade do suporte de imobilização nas diferentes condições de 

armazenamento. A avaliação do diâmetro das esferas foi realizada logo após o 

processo de imobilização (tempo 0) e a cada 30 dias no decorrer dos 240 dias de 
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armazenamento. Para isso, uma amostragem aleatória de 20 esferas teve seu 

diâmetro medido, utilizando-se um paquímetro de precisão de 0,05 mm e a média 

dos valores foi expressada em mm.     

Após o processo de imobilização foi avaliado a morfologia das esferas de 

alginato de cálcio por meio por meio da Microscopia Ótica (Nikon H550S) e 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) (Modelo: Hitachi TM3000). 

 

 

4.2.8 Análises estatísticas 
 

 

A avaliação estatística dos resultados obtidos nas contagens de E. coli e E. 

aerogenes foi realizada por meio do Software Past 3, através da análise de variância 

(ANOVA) e do teste de Tukey para comparação de médias ao nível de 5% de 

significância. 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

5.1 PREPARO DAS ESFERAS DE ALGINATO DE SÓDIO  

 

 

Nos ensaios realizados durante a execução do experimento foram avaliadas 

diferentes concentrações de alginato de sódio (1, 2 e 3% p/v) e cloreto de cálcio 

como solução de geleificação (0,2, 0,3 e 0,4 mol L-1). Seguindo a metodologia 

proposta por Teixeira et al. (2014), com algumas modificações, verificou-se 

visualmente que a concentração de 1% de alginato não produzia esferas uniformes, 

que segundo CHANDRAMOULI et al., (2004) se deve a baixa viscosidade e 

presença de íons para reticulação. Já a concentração de 3% tinha viscosidade muito 

alta para o sistema de extrusão adotado. Portanto a concentração de 2% foi 

selecionada. Para a concentração de CaCl2, não foi observado diferenças na 

formação das esferas, portanto foi selecionado a concentração de 0,2 mol L-1, sendo 

esta também utilizada por Milessi (2012), Santos (2013) e Gul e Dervisoglu (2016).   
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5.2 EFICIÊNCIA DA IMOBILIZAÇÃO  
 

 

A contagem de Escherichia coli e Enterobacter aerogenes antes da 

imobilização e após a dissolução das esferas na solução de citrato de sódio 0,3 

mol L-1 foi utilizada para calcular a eficiência da imobilização. Na Tabela 7 são 

apresentadas as médias e desvio padrão dos resultados de N, N0 e a eficiência da 

encapsulação para os dois microrganismos. 

 

Tabela 7 - Resultados de eficiência de imobilização para E. coli e E. aerogenes  
 Escherichia coli Enterobacter aerogenes 

N (LOG) 8,35 ± 0,16 8,87 ± 0,04 
N0 (LOG) 8,42 ± 0,09 8,84 ± 0,10 

% EI 99,15 99,62 
Fonte: Dados da pesquisa. 
N: Contagem de células retidas nas esferas.  
N0: Contagem de células livres antes do aprisionamento (células adicionadas a solução de LB 
contendo 2% de alginato de sódio). 
% EI: Eficiência da Imobilização. 
 

Os resultados indicaram sucesso no método de imobilização utilizando a 

técnica de extrusão para a encapsulação por meio do aprisionamento de células em 

alginato (% EI > 99%) para os dois microrganismos avaliados, ou seja, alta 

capacidade da matriz em alojar a maior quantidade de células viáveis possível. 

A eficiência obtida neste trabalho foi semelhante ao obtido por Silva (2018) e 

melhor que os resultados obtidos por Lotfipour et al. (2012) e Gul e Dervisoglu 

(2016). Estes autores relataram que obtiveram sucesso (%EI > 95%) na imobilização 

em esferas (em torno de 2 mm) de alginato de cálcio (2%) pela técnica de extrusão.   

Segundo Chandramouli et al. (2004) a eficiência da encapsulação não 

depende exclusivamente do método aplicado, mas também, da concentração do 

alginato, do tamanho da cápsula, da concentração inicial de microrganismos e do 

tempo de cura.   

Lotfipour et al. (2012) afirmam que a técnica de extrusão é mais suave, 

quando comparada com métodos de secagem por pulverização, garantindo sucesso 

no aprisionamento de microrganismos. Sobre o tamanho da cápsula, estes autores 

alegam que a concentração de alginato na solução é responsável pelo aumento das 

esferas obtidas e que com uma camada protetora maior há como consequência um 

aumento de microrganismos aprisionados na rede de alginato. 
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5.3 TAMANHO E MORFOLOGIA DAS ESFERAS 
 

O diâmetro médio das 20 esferas, avaliadas logo após o processo de 

imobilização (tempo 0) e no decorrer dos 240 dias para as esferas armazenadas na 

forma úmida congeladas e refrigeradas e na forma lioflizada congeladas, são 

apresentados na Figura 10, para Escherichia coli e Enterobacter aerogenes.  

 

Figura 10. Diâmetro médio das esferas e E. coli e E. aerogenes  
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Fonte: Autoria própria  
 

Com a adoção do protocolo proposto para produção e obtenção das esferas 

contendo E. coli e E. aerogenes encapsuladas, controlados pelo dispositivo de 

gotejamento do meio LB contendo 2% (m/v) de alginato de sódio adicionado da 

cultura bacteriana, foi possível observar a formação de esferas padronizadas que 

tiveram a mesma distribuição de tamanho após o processo de imobilização, com 

diâmetro médio, obtido de 20 esferas, de 3,52 mm ± 0,02. Diâmetro médio 

semelhante foi obtido por Sevda e Rodrigues (2014), avaliados após o processo de 

imobilização de células de Saccharomyces cerevisiae. Kawaguti et al. (2006), 

também obtiveram esferas com tamanho de 3 mm quando imobilizaram Erwinia sp. 

em alginato 2 % (m/v). 

A variação dos diâmetros do tempo zero de armazenamento e do tempo de 

240 dias de avaliação, para cada uma das formas de armazenamento, pode ser 

verificada na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Diâmetro médio e desvio padrão (mm) das esferas durante o período de 
armazenamento. 

Dias E.cUR  E.cUC E.aUR E.aUC E.cLC* E.aLC* 
0  3,52 ± 0,02 3,52 ± 0,02 3,52 ± 0,02 3,52 ± 0,02 3,04a ± 0,02  3,03a ± 0,03 

240  1,84 ± 0,06 1,50 ± 0,06 1,70 ± 0,08 1,34 ± 0,05 3,03a ± 0,03 3,02a ± 0,03 
Fonte: Dados da pesquisa. 
* Diâmetros médios e desvio padrão (mm) após o processo de liofilização. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas diferem estatisticamente na coluna (Tukey p<0,05). 
E.cUR: esferas de E. coli úmida refrigerada; E.cUC: esferas de E. coli úmida ultracongelada; E.cLC: 
esferas de E. coli liofilizada congelada; E.aUR: esferas de E. aerogenes úmida refrigerada; E.aUC: 
esferas de E. aerogenes úmida ultracongelada;   E.aLC: esferas de E. aerogenes liofilizada 
congelada. 
 

 

Foi observado que durante o período de 240 dias de armazenamento as 

esferas tiveram seu diâmetro reduzido, com exceção das esferas liofilizadas que 

após o processo de liofilização não tiveram redução significativa (p > 0,05) de 

tamanho ao longo do período de armazenamento. Os diâmetros, para as esferas 

liofilizadas congeladas, variaram de 3,00 mm a 3,05 mm tanto para E. coli quanto 

para E. aerogenes, mantendo o mesmo aspecto morfológico ao longo do período de 

avaliação.  

A redução no tamanho médio de 3,52 mm antes da liofilização para 

aproximadamente 3,00 mm após o processo de liofilização é esperado e ocorre 

devido à remoção de água que acontece durante o processo de secagem por 

liofilização. A remoção de água além de promover o encolhimento do material pode 

provocar alterações na sua estrutura como o aumento no tamanho dos poros 

(NAKAGAWA et al., 2004; VARGAS, 2017).   

Para as esferas conservadas úmidas percebeu-se uma queda acentuada de 

tamanho durante todo o período avaliado de 240 dias. Porém as maiores reduções 

foram observadas para as esferas ultracongeladas de E. coli e E. aerogenes com 

encolhimento de 57 e 62%, respectivamente, enquanto que as esferas mantidas sob 

refrigeração apresentaram menor redução, sendo 48 e 51% para as esferas de E. 

coli e E. aerogenes, respectivamente.  

A explicação para redução do tamanho das esferas úmidas pode ser o efeito 

denominado sinerese. Helgerud et al. (2010) relatam que esse efeito é bastante 

comum em géis e acontece porque, no processo de geleificação, as moléculas de 

água são aprisionadas na rede de gel de alginato por ligações de hidrogênio. Porém, 
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ainda tem capacidade de migrar por difusão, uma vez que se pressionar a rede de 

gel algumas moléculas de água serão expulsas da rede.  

Esses resultados evidenciam uma influência das condições de 

armazenamento demonstrando que a temperatura de ultracongelamento pode 

favorecer a migração das moléculas de água para o meio. Contudo, o encolhimento 

das esferas úmidas não influenciou, visualmente, na esfericidade das partículas. 

As Figuras 11 e 12 representam a estrutura das esferas de alginato cálcio 

contendo E. coli e E. aerogenes na forma liofilizada e úmida que foram examinadas 

por meio da microscopia ótica.  

As esferas úmidas foram avaliadas logo após o processo de imobilização para 

assegurar o formato. Estas tinham formato esférico com característica espessa e 

apresentaram pequenas irregularidades na superfície, característica também 

observada por Bernucci et al. (2017) durante a imobilização de Bifidobacterium 

longum 51A.  

Já as esferas liofilizadas apresentaram característica mais enrugada e com 

sulcos bem definidos, indicando a perda de água que é a consequência do processo 

de secagem. Zimmermann (2001) relata que a formação desses sulcos pode ser 

originária da secagem do alginato.  

Durante o processo de secagem por liofilização há a formação de cristais de 

gelo, devido à temperatura baixa que as esferas de géis de polissacarídeos são 

submetidas, a sublimação desses cristais sob pressão reduzida forma um produto 

seco poroso, semelhante a uma esponja (DOLLY et al., 2011; ETCHEPARE, 2014).  

A microscopia eletrônica de varredura para as esferas úmidas confirmou as 

características de esfera densa com superfície irregular observada na microscopia 

ótica, conforme observado na Figura 13. Para as esferas liofilizadas, a morfologia 

por MEV permitiu visualizar as células dos microrganismos aglomeradas entre os 

poros, tornando presumível o aprisionamento do microrganismo na matriz, conforme 

demostrado na Figura 14. 

Santos et al. (2005) durante estudos para a caracterização de microcápsulas 

perceberam que a eficiência da microencapsulação como barreira pode ser afetada 

devido a presença de poros e fendas, mas que este problema pode ser solucionado 

através da aplicação de uma camada externa sobre a matriz de aprisionamento.    

LAURENTI e GARCIA (2013) observaram, por meio do MEV, a levedura 

Saccharomyces cerevisiae aprisionadas no meio encapsulante em um sistema de 
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“colmeias” e células de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus johnsonii foram 

observadas imobilizadas em microesferas de hidrogel de alginato por Tiani et al. 

(2017) por meio da microscopia eletrônica de varredura. 

 

Figura 11. Microscopia Ótica das esferas liofilizadas (A) aumento de 40 X e 
contraste C, (B) aumento de 40 X e contraste PH2, (C) aumento de 100 X e 
contraste C, (D) aumento de 200 X e contraste PH2 
 

 
Fonte: Autoria própria.  
 

Figura 12. Microscopia Ótica das esferas úmidas (A) aumento de 40 X e contraste 
C, (B) aumento de 100 X e contraste C 
 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Figura 13. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) da superfície externa das 
esferas úmidas 
 

 
Fonte: Autoria própria. 
 

Figura 14. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) das esferas liofilizadas 
 

 
Fonte: Autoria própria. 
 

 

5.4 COMPORTAMENTO BIOQUÍMICO DA E. COLI E E. AEROGENES APÓS O 

PROCESSO DE IMOBILIZAÇÃO  

 

 

O comportamento bioquímico dos microrganismos E. coli e E. aerogenes 

após o processo de imobilização foi obtido pelo VITEK 2 conforme descrito no item 

4.2.4 utilizando o cartão GN card (Gram-negativo). 
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O sistema identificou com 99% de probabilidade, indicando excelente 

identificação, tanto a E. coli (Figura 15) quanto o E. aerogenes (Figura 16) nas 

esferas analisadas após o processo de imobilização.  

 

Figura 15. Resultado da identificação de E. coli obtido após o processo de 
imobilização  
 

 
Fonte: Carta de identificação gerada pelo Sistema computacional VITEK 2. 
 

Figura 16. Resultado da identificação de E. aerogenes obtido após o processo de 
imobilização  
 

 
Fonte: Carta de identificação gerada pelo Sistema computacional VITEK 2. 
 

 

Os resultados obtidos pelo VITEK 2 demonstram que a metodologia de 

imobilização em esferas de alginato de cálcio não comprometeu as características 

bioquímicas dos microrganismos avaliados. Assim como para Elizei (2009) que 

demonstrou a eficácia da imobilização de Aspergillus niger em alginato de sódio 

mantendo a viabilidade e conservando todas as características do fungo durante o 

período de 195 dias de avaliação. Silva (2018) também obteve bons resultados tanto 
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na viabilidade celular quanto na melhora da atividade enzimática com a imobilização 

de Paenibacillus illinoisensis em alginato.  

O sistema VITEK 2 tem ampla utilização para identificação de 

microrganismos. Pinheiro et al. (2013), utilizaram para identificação de 

contaminantes microbianos em produtos desinfetantes de uso geral.  

Higashi et al. (2015) utilizaram para identificação de leveduras, do gênero 

Cândida, em isolados clínicos.  

Sony e Potty (2017) utilizaram o VITEK 2 para identificar bactérias produtoras 

de proteases isoladas de indústrias de processamento de alimentos.  

Já Meier et al. (2016) utilizaram o sistema VITEK 2  para identificação da 

espécies Cronobacter em produtos destinados a alimentação infantil.   

 

 

5.5 VIABILIDADE DAS ESFERAS DE E. COLI E E. AEROGENES  ÚMIDAS 

DURANTE O PERÍODO DE ARMAZENAMENTO EM DIFERENTES 

TEMPERATURAS 

 

 

Para considerar um método de conservação adequado, este deve manter a 

viabilidade das células durante o período de armazenamento. Uma grande 

preocupação relacionada ao armazenamento diz respeito a estabilidade das células, 

visto que as bactérias apresentam um tempo de sobrevivência de acordo com as 

características especificas de cada espécie (PAOLI, 2005).  

Nas tabelas 9 e 10 são apresentados o efeito das temperaturas de 

refrigeração (5 ºC) e de ultracongelamento (-60 ºC) e do tempo de armazenamento 

na viabilidade de E. coli e E. aerogenes nas esferas úmidas.   
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Tabela 9 - Efeito das temperaturas de refrigeração e ultracongelamento na 
sobrevivência de Enterobacter aerogenes encapsulado conservado na forma úmida.  

Microrganismos/ 
Tempo (dias) 

E.aUR 
Log UFC g-1 

E.aUC 
Log UFC g-1 

0 8,85 ± 0,07Aa 8,85 ± 0,07Aa 
30 7,64 ± 0,01Ab 6,94 ± 0,01Bb 
60 6,93 ± 0,03Ac 5,42 ± 0,09Bc 
90 6,47 ± 0,16Ad 3,40 ± 0,26Bd 

120 5,78 ± 0,06Ae 3,00 ± 0,05Be 
150 4,75 ± 0,03Af 2,31 ± 0,08Bf 
180 3,27 ± 0,09g 0 
210 3,51 ± 0,32g 0 
240 3,48 ± 0,30g 0 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas diferem estatisticamente na linha (Tukey p<0,05) 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas diferem estatisticamente na coluna (Tukey p<0,05) 
 
 
Tabela 10 - Efeito das temperaturas de refrigeração e ultracongelamento na 
sobrevivência de Escherichia coli encapsulado conservado na forma úmida.  

Microrganismos/ 
Tempo (dias) 

E.cUR 
Log10 UFC g-1 

E.cUC 
Log10 UFC g-1 

0 8,35 ± 0,16Aa 8,35 ± 0,16Aa 
30 7,20 ± 0,08Ab 6,82 ± 0,01Bb 
60 6,70 ± 0,02Ac 6,76 ± 0,02Ab 
90 6,33 ± 0,06Ad 5,85 ± 0,13Bc 

120 5,69 ± 0,01Ae 4,88 ± 0,03Bd 
150 5,62 ± 0,02Aef 4,73 ± 0,12Bde 
180 5,44 ± 0,12Af 4,36 ± 0,26Bef 
210 4,65 ± 0,04Ag 4,05 ± 0,13Bf 
240 4,44 ± 0,06Ag 3,50 ± 0,30Bg 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas diferem estatisticamente na linha (Tukey p<0,05) 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas diferem estatisticamente na coluna (Tukey p<0,05) 
 
 

A conservação sob refrigeração ao longo dos 240 dias de armazenamento 

das esferas de E. aerogenes apresentou os melhores resultados de sobrevivência 

com diferenças significativas (p < 0,05) quando comparada com o armazenamento 

sob ultracongelamento (Tabela 9).  

Os encapsulados de E. aerogenes armazenados sob ultracongelamento 

tiveram uma queda em seu desenvolvimento de 74% no período de 150 dias, 

apresentando a perda total da viabilidade a partir de 180 dias após a imobilização, 

quando a bactéria não foi mais capaz de crescer. Esses resultados demonstraram 

que a temperatura de armazenamento é um fator significante para manter a 

viabilidade do imobilizado de Enterobacter aerogenes, visto que a diferença para as 
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esferas armazenadas sob refrigeração neste mesmo período era de mais de 2 log 

UFC g-1.  

Para as esferas conservadas sob refrigeração a redução na contagem de 

células passou de 108 UFC g-1 (dia 0) para 103 UFC g-1 (dia 240). A redução na 

contagem de células apresentou diferença significativa até 150 dias de conservação, 

sendo que a partir desse período até os 240 dias avaliados não houve diferenças 

significativas nas contagens (p > 0,05).   

Para E. coli o armazenamento sob o ultracongelamento proporcionou uma 

redução na contagem de células de 108 UFC g-1 (dia 0) para 103 UFC g-1 (dia 240), 

representando 58%. Já a condição de refrigeração apresentou uma redução 

gradativa no número de células viáveis chegando ao final dos 240 dias com 4,44 log 

UFC g-1, o que representa uma perda de viabilidade de 47%. 

Os resultados observados na presente pesquisa para conservação das 

esferas úmidas sob refrigeração e sob ultracongelamento se assemelham aos 

obtidos por Etchepare (2014), que avaliou a viabilidade de Lactobacillus aciophillus 

La-14 imobilizado em alginato e conservado sob temperatura de refrigeração por um 

período de 135 dias. 

Em comparação aos resultados obtidos por Nualkaekul et al. (2012), que 

estudaram a viabilidade de Lactobacillus plantarum imobilizado em alginato e 

quitosana durante a estocagem a 4 ºC por 42 dias e verificaram viabilidade superior 

a 5,5 log UFC mL-1.  

Os resultados da presente pesquisa mostram uma viabilidade superior (6,0 

log UFC g-1) para o mesmo período de armazenamento. 

Os resultados obtidos nas condições de armazenamento em baixas 

temperaturas para as esferas úmidas devem-se ao fato de que, o armazenamento 

sob essas condições, por longos períodos de tempo, pode acarretar danos à parede 

celular pela formação de cristais de gelo que crescem e rompem a estrutura celular 

e molecular dos microrganismos o que acarreta em danos irreversíveis a estrutura 

da membrana, incluindo rupturas, podendo ocasionar a morte celular (HUBÁLEK, 

2003; PAOLI 2005 e TORTORA et al., 2012; XU et al., 2016). 

Os danos ocasionados pelo ultracongelamento poderiam ser amenizados pelo 

uso crioprotetores, que tem como principal objetivo reduzir as injúrias nas células, 

como foi constatado nos trabalhos de Halim et al. (2017), Lu et al. (2017) e Shu et al. 
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(2018). Dentre os crioprotetores utilizados, pode-se citar o leite desnatado, 

polissacarídeos, dimetil sulfóxido (DMSO) ou glicerol (SAEKI et al., 2015).  

Bernucci et al (2017) obtiveram resultados satisfatórios para Bifidobacterium 

longum 51A encapsulado em alginato, utilizando polissacarídeo como crioprotetor, 

durante o armazenamento por 90 dias sob congelamento. Cruz et al. (2015) também 

mantiveram a viabilidade de Lactobacillus acidophilus previamente ativado em leite 

desnatado para posterior imobilização em alginato, por 90 dias sob congelamento. 

Já Homayouni et al. (2008) produziram cápsulas de alginato com glicerol e alcançou 

180 dias de viabilidade para Lactobacillus casei (Lc-01) e Bifidobacterium lactis 

armazenados sob congelamento.  

Os resultados obtidos pelos pesquisadores citados demostram a necessidade 

da utilização de crioprotetores associados ao processo de imobilização para garantir 

a eficiência da proteção às células durante a estocagem sob temperaturas de 

congelamento.  

Elizei (2009) avaliou a sobrevivência e a viabilidade de três espécies de 

fungos (Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides e Penicillium solitum) 

encapsulados em alginato e armazenados em três temperaturas (ambiente, 

geladeira e freezer) e concluiu que a temperatura mais adequada para preservação 

foi a de geladeira que permitiu a viabilidade das três espécies de fungos avaliados 

por um período mais longo que foi em torno de 210 dias.   

Os resultados desta pesquisa também demonstram que a conservação sob 

temperatura de refrigeração das esferas úmidas garante os melhores resultados de 

sobrevivência, sendo observado contagens de 3,48 Log UFC g-1 para E. aerogenes 

e 4,44 Log UFC g-1 para E. coli no final dos 240 dias avaliados.  

A conservação sob refrigeração ao longo dos 240 dias de armazenamento 

das esferas de E. aerogenes apresentou os melhores resultados de sobrevivência 

com diferenças significativas (p < 0,05) quando comparada com o armazenamento 

sob ultracongelamento (Tabela 9).  

A redução do tamanho das esferas armazenadas úmidas ultracongeladas e 

refrigeradas para os dois microrganismos estudados pode ter sido responsável pelos 

resultados da viabilidade das células imobilizadas durante o período de 

armazenamento já que o tamanho da camada protetora está relacionado com o 

número de células aprisionadas (LOTFIPOUR et al., 2012).  
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A diminuição da camada protetora proveniente da redução da quantidade de 

água é uma característica que pode reduzir o metabolismo das células quando 

armazenadas. A redução da quantidade de água associada a temperaturas baixas 

torna o metabolismo ainda mais lento, possibilitando a viabilidade das células 

microbianas por longos períodos (GIROTTO et al., 2008). Mas estes fatores também 

podem ser responsáveis por produzir danos mecânicos, bioquímicos e osmóticos, 

incluído a letalidade da célula (CARVALHO, 2007). 

 

 

5.6 VIABILIDADE DAS ESFERAS DE E. COLI E E. AEROGENES  LIOFILIZADAS 

DURANTE O PERÍODO DE ARMAZENAMENTO SOB CONGELAMENTO  

 

 

Antes do processo de liofilização, as esferas úmidas para E. coli e E. 

aerogenes obtiveram contagens de 8,35 log UFC g-1 e 8,85 log UFC g-1, 

respectivamente. Após a liofilização houve uma redução significativa (p < 0,05) na 

contagem de E. coli para 6,33 log UFC g-1 e 6,40 log UFC g-1 para E. aerogenes 

(Figura 17). 

 

Figura 17. Viabilidade dos microrganismos antes e após o processo de secagem por 
liofilização  

 

 
Médias seguidas de letras minúsculas para os dois microrganismos diferem estatisticamente (Tukey p 
< 0,05). 
Fonte: Autoria própria.  
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Já é esperada uma perda de células viáveis após a liofilização, pois durante 

esse processo as células são submetidas a condições ambientais extremas como a 

temperatura e atividade de água o que podem induzir a danos estruturais e 

fisiológicos em muitas espécies (CARVALHO et al., 2004 e BERNUCCI, 2017). A 

viabilidade celular após o processo de liofilização varia em função da estirpe do 

microrganismo e do uso e eficácia de agentes protetores (BERNUCCI, 2017). 

Martin-Dejardin et al. (2013) avaliaram a viabilidade de B. bifidum, 

encapsulada em alginato, antes e após a liofilização. Os autores observaram perda 

significativa na viabilidade das células após a liofilização, com aumento de células 

injuriadas e redução de células vivas e concluíram que a adição de crioprotetores 

nas esferas melhorou a viabilidade de B. bifidum aprisionado.   

Nas Figuras 18 e 19 são apresentadas a contagem de células ao longo dos 

240 dias de armazenamento das esferas liofilizadas mantidas sob congelamento 

para E. aerogenes e E.coli, respectivamente.  

 

Figura 18. Viabilidade do Enterobacter aerogenes liofilizado armazenado sob 
congelamento 
 

 

 
Fonte: Autoria própria.  
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Figura 19. Viabilidade da Escherichia coli liofilizada armazenada sob congelamento 
 

 
Fonte: A autora  

 

 

De modo geral os resultados indicam que a E coli teve maior resistência ao 

congelamento que a E. aerogenes. E mesmo com uma redução na contagem de 

52% para E. coli e 49% para E. aerogenes, ainda pode ser considerado que a 

temperatura de congelamento das esferas liofilizadas manteve a viabilidade dos dois 

microrganismos estudados durante o período de 240 dias de monitoramento.  

Bruno e Shah (2003) evidenciaram que o armazenamento sob temperatura de 

congelamento (-18 ºC) garantiu maior viabilidade da bifidobactéria liofilizada quando 

comparada com a temperatura de armazenamento de 20 ºC.  

Para E. aerogenes por meio da Figura 18 é percebido uma redução 

acentuada na contagem de células viáveis nos primeiros 60 dias de 

armazenamento, com um decréscimo na contagem total de células de 

aproximadamente 3 log.  E após este período até 240 dias de armazenamento é 

percebido que os resultados se mantiveram constantes com contagens em torno de 

3 log UFC g-1.  

Para E. coli (Figura 19), a contagem de células sofre reduções gradativas ao 

longo do período de armazenamento avaliado de 240 dias.  

Os resultados obtidos nessa pesquisa foram inferiores ao obtido por Bernucci 

(2017) que manteve a viabilidade celular sem diferença estatística na porcentagem 

de sobrevivência B. longum 51A imobilizados em alginato com quitosana e glicose 
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10%, liofilizados e armazenados a -20 ºC ao longo de 90 dias. O que reforça a 

importância do uso de crioprotetores para preservação das células.  

Brachkova et al. (2010) relataram ser possível a imobilização de diferentes 

cepas de Lactobacillus em alginato de cálcio, sendo que mesmo com uma 

diminuição na concentração celular após o processo de imobilização e posterior 

liofilização, ainda manteve uma contagem viável num período de 6 meses de 

armazenamento sob refrigeração.  

 

 

5.7 COMPORTAMENTO BIOQUÍMICO DAS ESFERAS DE E. COLI E E. 

AEROGENES  ÚMIDAS E LIOFILIZADAS DURANTE O PERÍODO DE 

ARMAZENAMENTO EM DIFERENTES TEMPERATURAS 

 

 

Os resultados obtidos por meio da avaliação do crescimento da Escherichia 

coli nos Petrifilms permitiram observar que para as esferas úmidas refrigeradas 

(E.cUR) houve o crescimento de colônias típicas de E. coli (colônias azuis com 

produção de gás) até os 120 dias de armazenamento. Com 150 dias de 

armazenamento o microrganismo perdeu a capacidade de produzir a enzima Beta 

glucorosidase, apresentando crescimento nas placas de Petrifilm de colônias 

vermelhas com produção de gás, característico de coliformes totais sem a 

confirmação de E. coli. A partir da avaliação de 180 dias de armazenamento, o 

crescimento nas placas de Petrifilm foi de pequenas colônias vermelhas sem 

produção de gás até o período avaliado de 240 dias.    

Enquanto que para as esferas úmidas ultracongeladas (E.cUC) houve o 

crescimento de colônias típicas de E. coli nos Petrifilms (colônias azuis com 

produção de gás) até 60 dias de armazenamento. Após este período houve 

crescimento de colônias vermelhas sem produção de gás até o período avaliado de 

240 dias. 

Já para as esferas liofilizadas congeladas (E.cLC) houve o crescimento de 

colônias típicas de E. coli nos Petrifilms (colônias azuis com produção de gás) até os 

150 dias de armazenamento. Após este período houve crescimento de colônias 

vermelhas sem produção de gás até o período avaliado de 240 dias. 
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Nota-se que mesmo após perder a capacidade de produção da enzima beta 

glucuronidase e capacidade de produção de gás (Figura 20) a E. coli manteve 

crescimento nas placas de Petrifilm, até o final do período avaliado de 240 dias de 

armazenamento, de 3,25, 4,44 e 3,50 log UFC g-1 para as esferas liofilizadas 

congeladas, úmidas refrigeradas e úmidas ultracongeladas, respectivamente.  

 

Figura 20 Crescimento atipico de E. coli em placa de petri. Colônias vermelhas sem 
produção da enzima beta glucuronidase e sem produção de gás 

 

 
Fonte: Autoria própria.  
 

 

Além do crescimento de colonias atípicas nas placas de petri, os resultados 

obtidos pelo VITEK 2 identificaram os microrganismos das esferas de E.cUR, E.cUC 

e E.cLC ao final dos 240 dias de armazenamento como sendo Salmonella enterica 

(Figura 21), fato explicado pela difereça nos resultados obtidos para os teste de: 

BETA-GALACTOSIDASE (BGAL) poço 9, PRODUÇÃO DE H2S (H2S) poço 10, 

GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE (GGT) poço 14, CITRATO (SÓDIO) (CIT) poço 

36, BETA-GLUCURONIDASE (BGUR) poço 57, RESISTÊNCIA O/129 (comp.vibrio.) 

(O129R) poço 58 e ELLMAN (ELLM) poço 62.        
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Figura 21 Resultado da identificação de E. coli após o período de 240 dias de 
armazenamento para as eferas E.cUR, E.cUC e E.cLC 
 

 
Fonte: Carta de identificação gerada pelo Sistema computacional VITEK® 2 
 

 

Os resultados chamam atenção para as enzimas Beta-glucuronidase (BGUR) 

e Beta-galactosidase (BGAL) que são positivas para E.coli e negativas para 

Salmonella. 

As glicosil-hidrolases são um grupo de enzimas que hidrolisam a ligação 

glicosídica em carboidratos ou seus derivados. A Beta-glucuronidase é uma glicosil 

hidrolase que hidrolisa os resíduos do ácido Beta-glucurônico a partir dos terminais 

não redutores de glicosaminoglicanos. A Beta-glucuronidase da Escherichia coli é 

uma enzima bastante investigada (ARUL et al., 2008). 

Kilian e Bulow (1976) descreveram pela primeira vez a associação da enzima 

Beta-glucuronidase com as espécies Escherichia coli e Shigella dentro da familia 

das Enterobactérias. A partir disso, os substratos da Beta-glucuronidase começaram 

a ser incorporados em diversos meios com o objetivo de detectar E. coli em 

amostras de várias fontes, como ambiental, alimentar e clínica (RICE et al., 1990). A 

maioria das cepas de E. coli (90 a 95%) possuem o gene para beta-glucuronidase, 

portanto essa atividade enzimática pode ser considerada como marcador seletivo 

para detecção desse microrganismo (CARUSO et al., 2017). Além disso, a produção 

de gás, devido a fermentação de açúcares, também é uma característica desse 

microrganismo (KONEMAN et al., 2001). 

A Beta-galactosidase é uma enzima indutível, ou seja, sua expressão varia 

conforme as necessidades celulares, existente nos microrganismos fermentadores 

de lactose, que hidrolisa a lactose para formar galactose e glicose. Todas as estirpes 

de E. coli possuem a enzima Beta-galactosidase (JUERS et al., 2012).  
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A atividade da Beta-glucuronidase e da Beta-galactosidase podem ser 

detectadas usando diferentes substratos cromogênicos e fluorogênicos através de 

métodos espectrofotométricos e fiuorométricos. Substratos ácidos  também estão 

disponíveis para detecção de Beta-glucuronidase (TAGI, 2001). Porém Schets et al. 

(2001), relatraram que os métodos que determinam E. coli somente por meio da 

detecção da Beta-glucuronidase ou pela observação da produção de gás não são 

eficazes, devido a alta incidencia de falsos negativos que esses métodos podem 

apresentar.  

A inibição enzimática da Beta-glucuronidase e da Beta-galactosidase, 

comprovada no Petrifilm e no VITEK 2, pode estar associada às injurias, por choque 

térmico, sofridas pela célula durante o processo de secagem por liofilização e nas 

condições de temperatura de armazenamento.  Este fato poderia ter sido minimizado 

pelo uso de crioprotetores. Além disso, as células não foram recuperdadas em meio 

de enriquecimento antes do plaqueamento nas placas de petri, podendo essa ser a 

explicação do crescimento de colonias atipicas, visto que o método empregado para 

liberação das células das esferas não tinha capacidade de recuperação celular.  

Ainda, poderia ser considerado que a não produção da enzima Beta-

galactosidase, responsável pela fermentação da lactose e produção de gás, seja 

devido ao fato de que células injuriadas podem não produzir a enzima no tempo de 

incubação recomendado pela metodologia, podendo gerar resultados falso-

negativos (MARQUEZI et al., 2010) 

Para a E. aerogenes, a avaliação dos resultados obtidos nos Petrifilms 

permitiram observar que para as esferas úmidas refrigeradas (E.aUR) e para as 

esferas liofilizadas congeladas (E.aLC) houve o crescimento de colônias típicas de 

E. aerogenes (como colônias vermelhas circundadas por zonas amarelas com 

produção de gás) em todos as avaliações realizadas ao longo dos 240 dias de 

armazenamento.   

Já para as esferas úmidas ultracongeladas (E.aUC) houve o crescimento de 

colônias típicas de E. aerogenes (como colônias vermelhas circundadas por zonas 

amarelas com produção de gás) nos Petrifilms até 150 dias de armazenamento. 

Após este período, até os 240 dias de armazenamento, não houve crescimento de 

colônias nos Petrifilms. 

Por meio da Figura 22 pode-se confirmar o crescimento caraterístico de E. 

aerogenes imobilizado nas esferas E.aUR, E.aUC e E.aLC. 
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Figura 22 Crescimento de colonias tipicas de E. aerogenes: a-E.aUC em 150 dias, 
b- E.aUR em 240 dias e c-E.aLC em 240 dias  

 

 
Fonte: Autoria própria. 
 

 

O crescimento de colonias típicas de E. aerogenes apresentados no Petrifilm 

corroboram com os resultados do comportamento bioquimico obtido através do 

equipamento VITEK 2 que identificaram as colônias de E.aUR e E.aLC com 99% de 

probabilidade classificando a identificação como excelente (Figura 23).  

 

Figura 23 Resultado da identificação de E.aerogenes após o período de 240 dias de 
armazenamento para as eferas E.aUR e E.aLC 
 

 
Fonte: Carta de identificação gerada pelo Sistema computacional VITEK® 2 
 

 

Os resultados obtidos sugerem que, para o Enterobacter aerogenes, a 

condição de temperatura de armazenamento das esferas de alginato, não tive 

interferência no perfil bioquimico deste microrganismo, preservando suas 

características durante o periodo de armazenmento.     

Saeki et al. (2015) mantiveram a viabilidade das cepas de E. coli ATCC 25922 

e Enterobacter aerogenes ATCC 13048 preservadas sob congelamento comum 
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entre -10 a -20ºC com os crioprotetores glicerol a 20% e leite desnatado a 15%, 

após a refrigeração por 5 dias, por um período de um ano e três meses. Porém, 

nesse estudo, foi avaliado unicamente o crescimento, não foram realizados testes 

bioquímicos para confirmação dos microrganismos. 

 

 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

O método desenvolvido neste estudo utilizando alginato de sódio 2% como 

material encapsulante mostrou ser adequado para imobilização dos microrganismos 

Escherichia coli ATCC 25922 e Enterobacter aerogenes ATCC 13048, permitindo a 

formação de esferas de diâmetro uniforme (diâmetro médio de 3,52 mm) e eficiência 

de imobilização superior a 99%.   

A utilização das técnicas de microscopia eletrônica e microscopia eletrônica 

de varredura para caracterização morfológica revelaram para as esferas úmidas o 

formato esférico com característica espessa e pequenas irregularidades na 

superfície e para as esferas liofilizadas revelaram a característica esférica com 

superfície enrugada e sulcos bem definidos, e possibilitou a visualização das células 

aglomeradas entre os poros. 

O armazenamento das esferas úmidas sob refrigeração (E.cUR e E.aUR) e 

ultracongelamento (E.cUC e E.aUC) garantiram a viabilidade dos microrganismos 

imobilizados. No entanto, os resultados obtidos sugerem que o armazenamento sob 

ultracongelamento teve uma influência maior na redução da viabilidade dos 

microrganismos, quando comparado ao armazenamento sob refrigeração.  

A temperatura de refrigeração (5 ºC) manteve a viabilidade das esferas 

úmidas acima de 3 Log UFC g-1 para E. aerogenes e acima de 4 Log UFC g-1 para E. 

coli ao final do período de 240 dias avaliados. Na temperatura de ultracongelamento 

(-60 ºC) houve uma redução da viabilidade de E. aerogenes em 74% no período de 

150 dias e após esse período não houve crescimento nas placas de Petrifilm. Para 

E. coli na temperatura de ultracongelamento houve uma redução da viabilidade de 

58% ao final dos 240 dias de armazenamento.  
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A secagem das esferas através do processo de liofilização é adequado para 

manutenção das células após a imobilização. As esferas conservadas liofilizadas 

congeladas (-18 ºC) apresentaram uma redução menor da viabilidade quando 

comparadas com as esferas úmidas, sendo de 49 e 52% para E.cLC e E.aLC 

respectivamente, visto que esses resultados podem ser melhorados com a utilização 

agentes que auxiliem na proteção das células durante o processo de liofilização.  

Quanto ao comportamento bioquímico dos microrganismos nenhuma das 

condições de armazenamento promoveu alterações nas características do E. 

aerogenes.  Já para E. coli, alterações bioquímicas foram percebidas ao longo dos 

240 dias de armazenamento. O armazenamento das esferas úmidas 

ultracongeladas foi o que afetou as células de E. coli no menor tempo de 

armazenamento, onde o crescimento de células típicas foi verificado somente até 60 

dias. O armazenamento das esferas liofilizadas congeladas foi o que preservou as 

características das células de E. coli por um período de tempo maior (150 dias). 

Com estes resultados, acredita-se que o método de imobilização celular em 

esferas de alginato de cálcio é uma técnica promissora para a manutenção das 

culturas de E. coli e E. aerogenes. 

A metodologia de imobilização de células microbianas em esferas de alginato 

de cálcio desenvolvida nesta pesquisa é promissora para ser utilizada pelo Provedor 

de Ensaios Proficiência do SENAI Chapecó como técnica de manutenção celular.  

 

 

7 CONSIDERAÇÕES PARA FUTUROS ESTUDOS  
 

 

Para trabalhos futuros sugere-se a utilização de crioprotetores para auxiliar na 

proteção das células imobilizadas armazenadas na forma úmida ultracongelada e na 

forma liofilizada. Sugere-se ainda o estudo da imobilização para outros 

microrganismos incluindo bactérias gram positivas.   
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