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RESUMO. A conservação de células sem mudanças morfológicas, fisiológicas ou genéticas 
é uma necessidade da biotecnologia. Bacillus firmus cepa 37 é uma bactéria esporulada 
produtora da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), que transforma o amido 
em ciclodextrinas (CDs). O objetivo deste estudo foi avaliar a manutenção e preservação de 
B. firmus cepa 37 estocada em meio de cultivo sólido, solo estéril e em glicerol a baixa 
temperatura (-70ºC). Para avaliação do melhor método de manutenção da bactéria foram 
utilizados procedimentos de imobilização das células em matrizes inorgânicas. As células 
imobilizadas foram submetidas ao teste do efeito da biomassa inicial e à microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). O repique não foi um método adequado, pois a cepa 
diminuiu a produção de CGTase. A estocagem em solo estéril mostrou-se eficaz e a 
produção da enzima mantida constante. A conservação a baixas temperaturas também foi 
satisfatória, com contagem de células praticamente a mesma após 360 dias. A imobilização, 
avaliada por MEV, não mostrou diferença na adsorção das células conservadas pelos 
diferentes métodos. O mesmo ocorreu para o teste do efeito da biomassa inicial, que 
apresentou maior produção de beta-CD quando do uso de 1,5 g de células. 
Palavras-chave: preservação biológica, ciclodextrinas, células imobilizadas. 

ABSTRACT. Evaluation of methods for maintenance and preservation of 

sporulating bacteria producer of CGTase enzyme. The conservation of cells without 
morphologic, physiologic or genetic changes is a biotechnology necessity.  Bacillus firmus 
strain 37 is a sporulating bacteria that produces the cyclodextrin glycosyltransferase 
(CGTase) enzyme, which transforms starch into cyclodextrins (CDs). This study aimed to 
evaluate the maintenance and preservation of B. firmus strain 37 stored in a solid medium, 
sterile soil and in glycerol at low temperature (-70ºC). In order to evaluate the best bacteria 
maintenance method, cell immobilization procedures were used on inorganic matrices. The 
immobilized cells were submitted to the initial biomass effect test and scanning electron 
microscopy (SEM). Periodic transfer was not an appropriate method, because the strain 
reduced the production of CGTase. The storage in sterile soil proved effective and the 
enzyme production remained constant. The conservation in low temperatures was also 
satisfactory, with cell counts practically the same after 360 days. The immobilization 
evaluated by SEM did not show any difference in the adsorption of the cells preserved by 
the different methods. The same happened for the initial biomass effect test, which 
presented higher beta-CD production when 1.5 g of cells was used. 
Key word: biological preservation, cyclodextrins, immobilized cells. 

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução    

As ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos 
cíclicos com seis (alfa-CD), sete (beta-CD), oito 
(gama-CD) ou mais unidades de glicopiranose unidas 
por ligações alfa-(1,4) (VAN DER VEEN  
et al., 2000; DEL VALLE, 2004). A molécula de CD é 
descrita como um cone truncado, cujo interior é 
hidrofóbico e a superfície hidrofílica. Por esta estrutura, 
as  CDs  podem  formar  complexos  de  inclusão   
com várias moléculas  orgânicas  e  inorgânicas,  e  as 

propriedades físicas, químicas e/ou biológicas da 
molécula-hóspede podem ser alteradas. As CDs são 
amplamente utilizadas nas indústrias de alimentos, 
cosméticos, na farmacêutica e na agricultura, 
atuando como agentes estabilizantes de substâncias 
voláteis e/ou instáveis, emulsificantes, antioxidantes, 
na solubilização de compostos insolúveis em água, 
em sistemas de liberação controlada de drogas, na 
imobilização de compostos tóxicos para proteção 
ambiental (CONNORS, 1997; CAO et al., 2005). 
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As CDs são produzidas por reação de 
transglicosilação intramolecular a partir da 
degradação do amido pela enzima ciclodextrina 
glicosiltransferase (CGTase) (DEL VALLE, 2004; 
COSTA et al., 2007). Esta enzima, geralmente 
extracelular, é produzida por vários tipos de 
microrganismos, como Thermoanaerobacterium, 

Klebsiella oxytoca e algumas espécies de Bacillus, como 
Bacillus macerans, Bacillus circulans, Bacillus megaterium, 
Bacillus firmus e Bacillus lentus (CAO et al., 2005).  

A aplicação de células bacterianas imobilizadas 
como fonte de enzima elimina a necessidade de 
purificação das mesmas e, em alguns casos, as 
enzimas são mais estáveis no interior das células, o 
qual é seu ambiente natural (TONKOVA, 1998; 
UZUNOVA et al., 2002). Sistemas de células 
imobilizadas têm sido aplicados em muitos 
processos bioquímicos e oferecem várias vantagens, 
como uso repetido e prolongado dessas células, 
facilidade na separação das mesmas do meio de 
fermentação, risco reduzido de contaminação, 
aumento da produtividade do reator e fermentação 
contínua em reatores menos sofisticados 
(JAMUNA; RAMAKRISHNA, 1992; MAMO; 
GESSESSE, 1997; ABDEL-NABY et al., 2000). 

Vários métodos têm sido utilizados para 
imobilização e para obtenção de células com alta 
atividade e estabilidade, incluindo a adsorção, a 
ligação covalente e o aprisionamento em gel (CHEN 
et al., 2004). O método mais fácil e antigo é a 
adsorção de biocatalisadores em carreadores 
macroscópicos insolúveis em água, no qual 
numerosos materiais inorgânicos e orgânicos têm 
sido utilizados, como, por exemplo, o carvão ativado, 
o óxido de alumínio, a terra de diatomácea, a 
celulose, o vidro poroso e as resinas sintéticas 
(PORTO et al., 2002). O método de imobilização e 
o tipo de matriz são importantes fatores que afetam a 
estabilidade dos biocatalisadores (UZUNOVA et al., 
2002). 

Diferentes metodologias podem ser aplicadas 
para a manutenção e preservação de culturas por 
períodos prolongados, como, por exemplo, a 
transferência periódica, a conservação em óleo 
mineral, ou em solo estéril, a secagem, o 
congelamento, a liofilização entre outras (MARTIN, 
1964). A escolha de um protocolo específico está 
baseada nas características do isolado, na facilidade 
do método e no seu custo (MOTA et al., 2003). A 
seleção de métodos apropriados para estocagem de 
microrganismos baseia-se nas características 
fenotípicas de cada microrganismo, bem como no 
comportamento de cada espécie frente aos métodos 
de preservação. Diversas técnicas de estocagem têm 

sido relatadas na literatura, porém, nenhuma tem se 
mostrado plenamente eficaz, requerendo-se a 
conjunção de dois ou mais métodos, para se garantir 
melhor recuperação da cepa (GIRÃO et al., 2004). 

A finalidade da preservação é manter as culturas 
em estado viável, sem mudanças morfológicas, 
fisiológicas ou genéticas, assim como manter sua 
completa viabilidade e estabilidade. Deste modo, o 
objetivo deste estudo foi avaliar a manutenção e 
preservação de Bacillus firmus cepa 37 estocada em 
meio de cultivo sólido, solo estéril e em glicerol a 
baixa temperatura (-70ºC), por procedimentos de 
imobilização de células em matrizes inorgânicas e de 
verificação por microscopia eletrônica de varredura 
(MEV). 

Material e métodosMaterial e métodosMaterial e métodosMaterial e métodos    

Microrganismo, condições de cultivo e métodos de 

preservação 

O microrganismo utilizado foi o B. firmus cepa 
37 isolado de solo de plantação de mandioca por 
Matioli et al. (1998). Inicialmente a cepa foi 
preservada pelo método de transferência periódica 
(repique), em meio de cultivo sólido contendo (% 
p/V): amido solúvel 1,0; polipeptona 0,5; extrato de 
levedura 0,5; K2HPO4 0,1; MgSO4.7H2O 0,02; 
Na2CO3 1,0 e agar 1,5. Posteriormente, foi adotado 
o método de armazenamento em solo estéril, que 
consistiu em adicionar suspensão de células em solo 
submetido à autoclavação. Para a conservação em 
baixas temperaturas, o microrganismo foi 
novamente cultivado em meio sólido e as placas 
incubadas a 37ºC por 48h. As colônias foram 
transferidas para o meio de cultivo líquido de mesma 
composição, com exceção do ágar. O cultivo foi 
realizado a 37ºC por 48h com agitação de 120 rpm. 
As células foram removidas do meio por 
centrifugação (3.700 rpm, 10 min. e 4ºC), estocadas 
a -70ºC, utilizando-se como agente protetor o 
glicerol a 10% (p/V) e com contagem inicial de 
células de 107 UFC mL-1. 

Procedimentos de reativação 

Os esporos armazenados em solo estéril foram 
suspensos em água destilada estéril e reativados em 
meio sólido a 37ºC por 48h. As colônias foram 
transferidas para o meio líquido e cultivadas a 37ºC 
por 48h. Posteriormente, as células foram 
centrifugadas (3.700 rpm, 10 min. e 4ºC), lavadas 
com solução tampão e utilizadas para os 
procedimentos de imobilização. Elas continham  
8,0 g de células secas 100 g-1 de células úmidas. 
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As células armazenadas em baixa temperatura 
continham 7,2 g de células secas 100 g-1 de células 
úmidas. Elas foram reativadas em meio líquido, 
sendo incubadas a 37ºC por 24h e então removidas 
por centrifugação (3.700 rpm, 10 min. e 4ºC), 
lavadas com solução tampão e utilizadas para os 
procedimentos de imobilização. 

Imobilização de células de Imobilização de células de Imobilização de células de Imobilização de células de Bacillus firmus Bacillus firmus Bacillus firmus Bacillus firmus cepa 37 em cepa 37 em cepa 37 em cepa 37 em 

matrizes inorgânicasmatrizes inorgânicasmatrizes inorgânicasmatrizes inorgânicas    

A imobilização das células de B. firmus cepa 37 foi 
realizada em 50 mL de água destilada estéril, 1,0 g de 
cada matriz inorgânica, ou seja, sílica-titânio 
(SiO2/TiO2) e sílica-manganês (SiO2/MnO2) e 
quantidades específicas de células íntegras de B. 
firmus cepa 37 (0,5 g, 1,0 g e 1,5 g). A suspensão foi 
agitada a 120 rpm e mantida a 37ºC por 12h. 
Terminado este período, as células imobilizadas 
foram centrifugadas (2.300 rpm, 3 min. e 4ºC), 
lavadas e submetidas ao ciclo de produção de CDs. 

Os ciclos de produção de CDs foram realizados em 
reator batelada contendo 50,0 mL de maltodextrina 
10% (p/V) em tampão Tris-HCl 50,0 mM e CaCl2 5,0 
mM, pH 8,0, com temperatura de 50ºC, agitação de 
120 rpm durante 120h. Alíquotas de 1,0 mL foram 
retiradas em 0, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120h, diluídas 
em 1,0 mL de água destilada e submetidas à fervura 
para posterior dosagem de beta-CD produzida. 

Métodos analíticosMétodos analíticosMétodos analíticosMétodos analíticos    

Determinação de betaDeterminação de betaDeterminação de betaDeterminação de beta----CDCDCDCD    

A concentração de beta-CD foi medida pela 
descoloração de uma solução de fenolftaleína 
(TARDIOLI et al., 2006). O ensaio foi conduzido, 
misturando-se 0,5 mL de amostra com beta-CD 
com 2,5 mL de solução trabalho de fenolftaleína 0,06 
mM, com tampão bicarbonato-carbonato 0,12 M, 
pH 10,5 e a absorbância foi lida a 550 nm. Para o 
branco, a amostra foi substituída por água destilada. 
A solução trabalho de fenolftaleína foi preparada no 
momento da dosagem a partir de uma solução 
estoque de fenolftaleína 3,0 mM em 95% de etanol 
(2,0 mL da solução estoque de fenolftaleína, 20,0 mL 
do tampão bicarbonato-carbonato 0,6 M, pH 10,5, e 
o volume completado para 100,0 mL com água 
destilada). A concentração de beta-CD foi calculada 
pela Equação (1), que foi obtida pela determinação 
da constante de equilíbrio (Kβ-CD) para a formação 
do complexo de inclusão beta-CD com 
fenolftaleína. Esta constante foi determinada por 
ajuste não-linear da Equação (2) para uma série de 
dados de absorbância em função de concentrações 

padrão de beta-CD (0 – 1×10-3 M) preparadas em 
água destilada.  
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em que: Cβ-CD é a concentração de beta-CD (mM), 
A550 e A0/550 são as absorbâncias das amostras e do 
branco, respectivamente.  
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em que: a é a concentração total de fenolftaleína na 
cubeta do ensaio (5×10-5 M). 

Inicialmente, as concentrações de beta-CD 
padrão foram corrigidas, levando-se em 
consideração a diluição realizada na cubeta (1:6) e a 
constante de equilíbrio (Kβ-CD) foi calculada, 
usando-se o método de Quasi-Newton, resultando 
em 21627,10 ± 85,61 M-1, para o intervalo de 
confiança de 95%. A Equação (1) foi obtida pela 
substituição de Kβ-CD e o valor a na Equação (2) e 
pela multiplicação dessa equação por um fator igual 
a 6.000, que está relacionado com a diluição do 
ensaio e com a conversão de molar na cubeta para 
milimolar de beta-CD na amostra. 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV)Microscopia eletrônica de varredura (MEV)Microscopia eletrônica de varredura (MEV)Microscopia eletrônica de varredura (MEV)    

As células imobilizadas foram colocadas na 
presença de tampão Tris-HCl 50,0 mM e CaCl2 5,0 
mM, pH 8,0, com 2,5% de glutaraldeído, por 24h. 
Após esse período, a solução sobrenadante foi 
descartada e as células imobilizadas lavadas com 
soluções etanólicas de 30, 50, 70, 90 e 100%. O 
material permaneceu em etanol absoluto para 
posterior desidratação em sistema de extração de 
fluídos supercríticos, utilizando CO2 à alta pressão. 
O mesmo procedimento foi realizado com as células 
livres. Para obtenção das fotomicrografias, utilizou-
se microscópio eletrônico de varredura (Shimadzu 
modelo SS 550) com voltagem de aceleração de 10 
kV. As amostras de células livres e imobilizadas 
foram colocadas sobre a superfície de uma fita 
dupla-face, metalizadas com ouro e 
fotomicrografadas. 

Resultados e discussResultados e discussResultados e discussResultados e discussãoãoãoão    

Manutenção e preservação da cepa 

Na comparação dos métodos de preservação, o 
repique não se mostrou adequado, pois a cepa 
diminuiu a capacidade de produção da enzima 
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CGTase, provavelmente em função de o meio 
conter amido e as CDs serem uma forma de 
armazenamento do substrato glicose para a bactéria. 
Ao contrário deste, o método de estocagem em solo 
estéril mostrou-se eficaz, considerando-se que o B. 
firmus cepa 37 é uma bactéria esporulada. O método 
de preservação a baixas temperaturas (-70ºC) 
também se apresentou satisfatório, uma vez que a 
contagem inicial de células foi de 107 UFC mL-1 e 
manteve-se a mesma após 360 dias de estocagem. 

A seleção de métodos apropriados para 
estocagem de microrganismos baseia-se nas 
características fenotípicas do microrganismo, bem 
como no comportamento de cada espécie frente aos 
métodos de preservação (GIRÃO et al., 2004). No 
estudo realizado por Bezerra et al. (2006), cinco das 
20 cepas de Coccidioides immitis preservadas em óleo 
mineral mantiveram-se viáveis, todas as cinco 
subculturas preservadas em água permaneceram 
viáveis e nenhuma das 13 subculturas mantidas em 
solo foi viável. Para fungos queratinolíticos e 
dermatófitos relacionados, os métodos de 
manutenção em ágar, água destilada estéril, óleo 
mineral, secagem em sílica gel, estocagem em solo 
estéril e por liofilização apresentaram bom 
crescimento após sete a 12 anos de estocagem 
(DESHMUKH, 2003). Na escolha do método de 
preservação para determinados microrganismos, 
como o fungo Chytridiomycota, devem ser 
considerados fatores ambientais, tais como, a falta de 
umidade, as altas temperaturas, o alto potencial 
osmótico e a disponibilidade de oxigênio. Assim, a 
criopreservação é potencialmente o melhor entre os 
métodos de preservação por longo tempo 
(GLEASON et al., 2007). 

Efeito da biomassa inicial de células de Bacillus firmus 

cepa 37 imobilizadas em matrizes inorgânicas 

Células de B. firmus cepa 37 obtidas pelos 
diferentes métodos de preservação (solo estéril e 
baixa temperatura) foram utilizadas para os 
procedimentos de imobilização com diferentes 
concentrações (0,5 g, 1,0 g e 1,5 g). Para as células 
armazenadas em solo estéril, a imobilização em 
SiO2/MnO2 apresentou maior produção de beta-CD 
quando comparada a SiO2/TiO2 (Figura 1), sendo, 
em média, 44,25% maior. Já para as células 
armazenadas em baixas temperaturas, a imobilização 
em SiO2/TiO2 e SiO2/MnO2, utilizando-se 1,0 e 1,5 
g de células levaram à, praticamente, mesma 
produção de beta-CD (Figura 2). Em ambos os 
casos, o aumento da biomassa também elevou a 
produção de beta-CD, o que pode sugerir que a 
carga utilizada ainda pode ser aumentada sem que 

haja comprometimento nas camadas de biofilme 
formadas na superfície externa da matriz. Os 
métodos de preservação utilizados não interferiram 
na viabilidade das células, pois estas foram capazes 
de serem imobilizadas e de produzir CGTase, que, 
por sua vez, transformou a maltodextrina do meio 
reacional em beta-CD. As imagens obtidas por 
(MEV) com as células imobilizadas confirmaram a 
imobilização e a viabilidade celular (Figura 3). 
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Figura 1. Produção de beta-CD por células de B. firmus cepa 37, 
armazenadas em solo estéril, imobilizadas em matrizes 
inorgânicas.  SiO2/TiO2,  SiO2/MnO2. Condições do ensaio: 
maltodextrina 10% (p/V) em tampão Tris-HCl 50,0 mM, CaCl2 
5,0 mM, pH 8,0, 120 rpm e 120h. 
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Figura 2. Produção de beta-CD por células de B. firmus cepa 37, 
armazenadas em baixa temperatura (-70ºC), imobilizadas em 
matrizes inorgânicas.  SiO2/TiO2,  SiO2/MnO2. Condições do 
ensaio: maltodextrina 10% (p/V) em tampão Tris-HCl 50,0 mM, 
CaCl2 5,0 mM, pH 8,0, 120 rpm e 120h. 

Segundo Moriwaki et al. (2007), para B. firmus 
cepa 37 imobilizados em SiO2/TiO2 e SiO2/MnO2, 
quando utilizados 1,2; 1,8; 2,4; e 3,0 g de células 
como biomassa inicial, a produção de beta-CD não 
aumentou proporcionalmente. Neste caso foi 
sugerido que a produção da CGTase e, portanto, sua 
atividade, estão limitadas aos microrganismos 
situados na camada mais externa do biofilme 
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formado, ou seja, aos microrganismos que estão 
mais facilmente em contato com o substrato. Da 
mesma forma, quando Mazzer et al. (2008) 
utilizaram 0,5 g, 1,0 g, e 1,5 g de células de B. firmus 
cepa 37 e imobilizaram em SiO2/TiO2 e SiO2/MnO2, 
a produção de beta-CD aumentou, mas quando do 
uso de 2,0 g de células, a produção diminuiu. 

 

  
 

  
 

Figura 3. Microscopia eletrônica de varredura. B. firmus cepa 37 
imobilizado em: A) SiO2/TiO2 e (B) SiO2/MnO2, obtidos com 
células armazenadas em solo estéril. C) SiO2/TiO2 e (D) 
SiO2/MnO2, obtidos com células armazenadas em baixa 
temperatura (-70ºC) 

Bacillus circulas ATCC 21783, imobilizados por 
ligação covalente em partículas magnéticas 
silanizadas com cargas iniciais de células de 70 a 
560 mg, apresentaram atividade máxima para 
CGTase, utilizando 140 mg e mínima, com 560 
mg de células (SAFARIKOVA et al., 2007). O 
mesmo microrganismo imobilizado por 
aprisionamento em ágar aumentou significativamente a 
atividade da CGTase com 48h de cultivo, utilizando 
0,7 a 2,0% de carga inicial de células (VASSILEVA  
et al., 2003).  

Abdel-Naby et al. (2000) imobilizaram Bacillus 
amyloliquefaciens, Bacillus macerans e Bacillus megaterium 
em alginato de cálcio, ágar e poliacrilamida e 
demonstraram que o B. amyloliquefaciens, imobilizado 
em alginato de cálcio, apresentou a maior atividade 
da CGTase (70,8 U mL-1). Quando estes autores 
aperfeiçoaram as condições de imobilização, um 
estudo do efeito da biomassa inicial, utilizando 0,77 
a 1,40 g de células úmidas foi realizado, 
demonstrando aumento da atividade enzimática com 
aumento da carga de células em até 1,08 g de células 
úmidas, que, depois, manteve-se constante. 

ConclusãoConclusãoConclusãoConclusão    

O comportamento dos isolados microbianos, 
quando mantidos por períodos prolongados em 
condições laboratoriais, é importante fator na seleção 
do método de preservação mais eficiente, conforme 
exposto por Mota et al. (2003) e também verificado 
neste estudo. A manutenção e preservação de B. 
firmus cepa 37 apresentaram-se adequadas quando do 
uso de solo estéril e em baixa temperatura (-70ºC), 
indicando que ambas as metodologias são passíveis 
de serem utilizadas para longos períodos de 
conservação das células. 

O teste do efeito da biomassa inicial, que 
apresentou maior produção de beta-CD quando do 
uso de 1,5 g de células, demonstrou que os métodos 
de preservação utilizados não interferiram na 
viabilidade das células. O mesmo ocorreu para 
imobilização avaliada por MEV, que não mostrou 
diferença na adsorção das células conservadas pelos 
diferentes métodos.  

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram 
com texto de Girão et al. (2004), os quais 
mencionam que diversos métodos vêm sendo 
empregados para preservação de microrganismos, 
porém, em virtude da biodiversidade destes, não 
existe uma técnica padrão que seja capaz de 
preservá-los de forma adequada e generalizada. 
Portanto, para a escolha de um método de 
preservação, devem ser levadas em consideração a 
capacidade e a manutenção das características 
fenotípicas, genotípicas e patogênicas das cepas 
estocadas. 
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