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RESUMO: A imobilização de micro-organismos sobre superfícies sólidas é uma estratégia recente para 
tratamento de substâncias químicas tóxicas e recalcitrantes, minimizando o impacto do descarte no ambiente. Assim, este 
trabalho teve por objetivo, comparar o efeito do fenol sobre células de Pseudomonas aeruginosa livres e imobilizadas em 
espuma de poliuretano. Foram testados dois tipos de espuma de poliuretano e duas concentrações do meio de cultura. À 
retenção celular foi avaliada por meio da contagem de células viáveis aderidas ao poliuretano, em intervalos de tempo 
fixos por 24 h. Subsequentemente, células livres em suspensão e imobilizadas foram imersas em meio mineral contendo 
fenol como única fonte de carbono e energia. Contagens de células viáveis foram realizadas diariamente para avaliar o 
efeito do fenol. O número de células retidas foi semelhante nos dois tipos de espuma, sendo significativamente maior no 
meio de cultura mais concentrado. O efeito do fenol sobre as células imobilizadas foi menos severo que sobre as células 
livres. Os resultados obtidos nas condições experimentais sugerem que a imobilização celular sobre espuma de poliuretano 
de 16 e 23 kg.m-3 em caldo Luria-Bertani pode ser usada como ferramenta no tratamento biológico de ambientes poluídos 
com fenol. 
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INTRODUÇÃO 
 

A poluição ambiental por substâncias 
químicas orgânicas tóxicas e recalcitrantes é 
considerada uma das mais representativas no 
mundo. Por persistirem no ambiente, são 
transportadas para outros locais, acumulam-se nos 
tecidos dos seres vivos e modificam a cadeia 
alimentar (NAIR et al., 2008). 

Métodos biológicos se constituem uma 
alternativa prática e econômica para 
biorremediação de poluentes químicos (DUA et al., 
2002). No entanto, o efeito tóxico de alguns 
poluentes sobre as células microbianas, reduz a 
eficiência desses processos. A imobilização 
microbiana, definida como o confinamento físico 
de células viáveis numa determinada região 
espacial, por limitar o contato direto entre os micro-
organismos e as substâncias tóxicas, reduzir a 
migração celular e manter as atividades catalíticas, 
é uma estratégia para melhorar a eficiência dos 
referidos processos (DÍAZ et al., 2002; 
MARGARITIS; KILONZO, 2005; ZHOU et al., 
2008; TALLUR et al., 2009). 

Diferente dos problemas inerentes às 
células imobilizadas em géis, como acúmulo de 
células mortas e reduzida transferência de massa 

(BRASCHLER et al., 2005), a imobilização celular 
por adsorção permite o contato direto entre os 
nutrientes e as células. Nessa técnica, células são 
transportadas do meio líquido circundante para a 
superfície do material sólido, seguida da adesão e 
subsequente colonização da superfície suporte 
(KILONZO; BERGOUGNOU, 2012). 

A seleção do material suporte é uma etapa 
fundamental no processo de imobilização celular 
(HSU et al., 2004). Materiais fibrosos, por 
apresentarem elevado poder de adsorção e 
interações eletrostáticas e hidrofóbicas positivas 
com a maioria das superfícies microbianas, são 
preferencialmente utilizados (CHU et al., 2009). 
Neste aspecto, as espumas flexíveis de poliuretano, 
por suas propriedades mecânicas, elevada 
porosidade, alta adsorção, resistência a solventes 
orgânicos e a degradação microbiana, fácil 
manuseio, regeneração e baixo custo, são 
consideradas excelentes suportes para a retenção e 
crescimento celular (PATIL et al., 2006; 
ROMAŠKEVIČ et al., 2006). Este material 
também mostra características favoráveis para a 
concentração de compostos aromáticos, como por 
exemplo, o fenol, otimizando a taxa de degradação 
dessas moléculas (ENKIRI et al., 1995).  
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Martins et al. (2012) relataram que 
Pseudomonas spp. são capazes de crescer sobre 
espuma de poliuretano. Assim, a linhagem P. 

aeruginosa ATCC 25619, previamente 
caracterizada quanto à hidrofobicidade, motilidade 
e produção de biofilme, foi usada como organismo 
teste para imobilização celular.  

Entre as substâncias tóxicas e recalcitrantes 
o fenol se destaca por sua elevada toxicidade às 
células microbianas, mesmo em concentrações 
extremamente baixas, como 10 mg L-1 (PRIETO et 
al., 2002). Por este motivo, esta substância foi 
selecionada para avaliar o efeito da imobilização 
sobre as células de P. aeruginosa ATCC 25619.  

Considerando a importância dos métodos 
biológicos na preservação dos recursos naturais, e a 
maior resistência das células microbianas 
imobilizadas, em relação ás livres, objetivamos 
comparar o efeito do fenol sobre células livres e 
imobilizadas de P. aeruginosa ATCC 25619.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 

Micro-organismo 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 

mantida em meio de cultura Ágar Nutritivo (AN): 3 
g.L-1 de extrato de carne, 5 g.L-1 de peptona e 15 
g.L-1 de ágar, a 4 °C no Laboratório de 
Microbiologia Ambiental do Departamento de 
Biologia da Universidade Federal do Ceará, Brasil, 
foi avaliada quanto as características fenotípicas 
motilidade, hidrofobicidade e formação de 
biofilme, importantes na imobilização celular.  

 
Formação de biofilme  

Para avaliar a capacidade de formar 
biofilme foi usado o método descrito por 
Christensen et al. (1982), modificado por Emira et 
al. (2011). P. aeruginosa ATCC 25619 foi 
inoculada em tubos de ensaio contendo meio caldo 
infusão cérebro-coração: infusão de cérebro 12,5 
g.L-1, infusão de coração 5,0 g.L-1, proteose-
peptona 10,0 g.L-1, glicose 2 g.L-1, cloreto de sódio 
5g.L-1 e fosfato de sódio dibásico 2,5 g.L-1, e 
incubada a 37 °C durante 18-20 h. Após este 
tempo, a cultura foi descartada e os tubos corados 
com safranina. Uma película vermelha na parede 
dos tubos foi considerada positiva para a produção 
de biofilme.  

 
Hidrofobicidade celular 

O teste de adesão ao poliestireno descrito 
por Rosenberg (1981) foi utilizado para avaliar a 
hidrofobicidade celular da linhagem de P. 

aeruginosa ATCC 25619. Discos de poliestireno de 

80 mm de diâmetro, estéreis, foram pressionados 
sobre a superfície de placas de Petri com Ágar 
Nutritivo contendo colônias isoladas de P. 

aeruginosa. As réplicas das colônias sobre a 
superfície de poliestireno foram lavadas por 2 min 
com água corrente para remover todas as células 
não aderidas. Áreas translúcidas na superfície do 
poliestireno correspondem às células aderidas e 
indicam um teste positivo. Para facilitar a 
visualização e comparação com as colônias 
originais, cada réplica foi fixada por lavagem com 
álcool etílico PA 96 º GL e, em seguida, coradas 
com cristal violeta a 2%.  

 
Motilidade 

O teste de motilidade foi realizado pela 
técnica da gota pendente, como descrito por 
Barrow; Feltham (2004). A cultura de P. 

aeruginosa foi depositada sobre uma lâmina 
escavada que foi examinada em microscópio óptico 
usando objetiva de 100X. 

 
Preparação das matrizes de espuma de 
poliuretano 

Espumas de poliuretano de densidades 16 
kg.m-3 (D16) e 23 kg.m-3 (D23), disponíveis no 
comércio local, em Fortaleza, Ceará, foram 
cortadas com dimensões aproximadas de 10 x 10 x 
5 mm correspondente a uma área 4,0 cm2 recebendo 
a denominação de cupons. Estes cupons foram 
lavados com detergente líquido, água corrente e 
água destilada. Imersos em etanol 70% por 1 h, 
lavados com água destilada, secos a 70 º C durante 
4 h, esterilizados a 121 º C por 15 min e secos 
durante a noite a 70 °C (PARIZZI et al., 2004; 
QUEK et al., 2005; CARELI et al., 2009; WANG 
et al., 2009). 

 
Padronização do inóculo 

Para padronização do inóculo, P. 

aeruginosa ATCC 25619 foi inoculada em placas 
de Petri com o meio Luria-Bertani (LB) contendo 
(por litro): 10 g de triptona, 5 g de extrato de 
levedura, 5 g de NaCl e 17 g de ágar. As placas 
foram incubadas a 30 °C durante 48 h. Em seguida, 
uma colônia foi transferida para 100 mL de caldo 
LB incubados por 18 h, a 26 °C num agitador 
horizontal (150 rpm). Após este tempo, 1 mL desta 
cultura foi transferido para 100 mL de caldo LB e 
incubadas novamente sob as mesmas condições 
(KOMLOS et al., 2005). A absorbância desta 
suspensão foi ajustada para aproximadamente 0,6 a 
600 nm, correspondendo a 108-109 UFC.mL-1, 
estimada em curva padrão (absorbância x UFC.mL-

1) previamente construída para a linhagem da 
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bactéria P. aeruginosa ATCC 25619 (TORTORA 
et al., 2012). 

 
Avaliação da disponibilidade de nutrientes e da 
espuma de poliuretano D16 e D23 sobre a 
retenção celular  

Para avaliar o efeito da disponibilidade de 
nutrientes na retenção celular foi usado o meio de 
cultura caldo Luria-Bertani (LB) contendo por litro: 
10,0 g de triptona, 5,0 g de extrato de levedura e 
5,0 g de NaCl e (LB 1/10): 1,0 g de triptona, 0,5 g 
de extrato de levedura e 0,5 g de NaCl.  

Doze Erlenmeyers com caldo LB 1/10 
foram inoculados com P. aeruginosa ATCC 25619, 
seis com D16 e seis com D23. O mesmo 
procedimento foi executado com LB 1/10. Todos 
os frascos foram incubados a 26 °C durante 24 h. 
Após 2, 4, 6, 8, 10 e 24 h de incubação, um 
Erlenmeyer de cada tratamento foi retirado, quatro 
cupons removidos da suspensão celular, inoculados 
em 10 mL de água peptonada (0,1 g de peptona e 
100 mL de água) e agitados em vórtex por 1 min 
para liberar as células fracamente aderidas. Células 
que permaneceram nos cupons após este 
procedimento foram consideradas aderidas à 
superfície. Assim, a primeira suspensão foi 
descartada, os cupons transferidos para tubos 
contendo 10 mL do mesmo diluente e novamente 
agitados em vortex por 1 min (PARIZZI et al., 
2004; KUMAR et al., 2012). Diluições decimais de 
10-1 a 10-5 das suspensões obtidas foram preparadas 
e transferidas para placas de Petri contendo Ágar 
Métodos Padrão (AMP), que foram incubadas a 28 
°C por 48 h. A concentração celular foi calculada 
em UFC.cm-2 de espuma de poliuretano.  

 
Efeito do fenol sobre as células livres e 
imobilizadas 

Para avaliar o efeito do fenol sobre as 
células livres e imobilizadas, uma solução estoque 
de fenol foi preparada por dissolução de 1 g de 
fenol em 1L de água destilada. Esta solução foi 
esterilizada usando membrana filtrante de 0,22µm 
de diâmetro.  

Um meio mineral foi preparado por 
dissolução das seguintes substâncias químicas (g. 
L-1): (NH4)2SO4 (2,0); NaNO3 (1,0); KH2PO4 
(0,20); MgSO4 (0,25); CaCl2.2H2O (0,01); 
CuSO4.7H2O (0,08), H2MoO4 (0,05); MnSO4.7H2O 
(0,05); Fe2 (SO4)3 (0,05); ZnSO4 (0,04) e extrato de 
levedura (2,0) em água de torneira. Um volume de 
100 mL deste meio foi adicionado a Erlenmeyers 
de 250 mL que foram esterilizados a 121 °C por 15 
min. O meio foi resfriado à temperatura ambiente 
(26 °C) e um volume da solução estoque de fenol 

correspondente a concentração final de 62,5 mg.L-1 
foi adicionado ao meio base. O pH do meio mineral 
com fenol foi 5,5 (PINHEIRO et al., 2010).  

O efeito do fenol sobre as células livres em 
suspensão e imobilizadas foi avaliado 
separadamente. Para isso, 1 mL de uma cultura de 
24 h de P. aeruginosa ATCC 25619, contendo 
aproximadamente 3,2 x 107 UFC e 100 cupons de 
espuma de poliuretano de densidade 23 kg.m-3 
contendo cerca de 1,6 x 107 UFC.cm-2 de células da 
mesma bactéria foram inoculadas separadamente 
em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 
mL do meio mineral suplementado com fenol. Os 
frascos foram incubados em agitador rotatório (150 
rpm) a 26 °C por quatro dias. Considerando que a 
inibição do crescimento é um dos parâmetros para 
avaliar o efeito de compostos tóxicos sobre 
populações microbianas (Nweke; Okpokwasili, 
2010), a concentração da P. aeruginosa ATCC 
25619 foi avaliada diariamente. Para isso, alíquotas 
de 100µL das suspensões celulares e das células 
liberadas da superfície de quatro cupons de espuma 
de poliuretano em água peptonada 0.1%, foram 
diluídas de 10-1 a 10-3, inoculadas no meio de 
cultura AMP e incubadas a 37 º C por 48 h. Após 
este período as colônias foram contadas e os 
resultados expressos em UFC.mL-1, para as células 
em suspensão e em UFC.cm-2 para as células 
imobilizadas (Bastos et al., 2000). O experimento 
foi repetido três vezes e as análises relativas a cada 
experimento foram realizadas em triplicatas.  
 
Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas 
utilizando a versão GraphPad Prism 5,00 
(GraphPad Software *, San Diego, CA), com níveis 
de confiança de 95%. Os resultados foram 
analisados pelo teste não paramétrico de Wilcoxon. 
O coeficiente de correlação de Spearman foi 
utilizado para avaliar a relação entre o tempo de 
contato e adesão celular. Todos os experimentos 
foram realizados em triplicatas com pelo menos 
duas repetições. Os testes qualitativos foram lidos 
independentemente por dois diferentes 
observadores.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Slime ou biofilme foi o termo usado por 
Heukelekian; Heller (1940) para descrever a adesão 
e colonização microbiana de superfícies bióticas ou 
abióticas. Micro-organismos produtores de biofilme 
apresentam maiores habilidades adesivas do que 
aquelas não produtoras (SAIDI et al., 2011). A 
coloração vermelha na parede dos tubos foi 
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indicativa da capacidade da Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 25619 de formar biofilme, 
confirmando os resultados de Deziel et al. (2001) 
para linhagens de P. aeruginosa.  

Lawrence et al. (1987) sugeriram que a 
motilidade flagelar pode ser necessária para 
aproximar as células do material suporte e 
desempenha um papel chave na adesão às 
superfícies e na subsequente formação de 
biofilmes. A P. aeruginosa ATCC 25619 
apresentou motilidade positiva. Este resultado era 
esperado porque quase todas as linhagens de P. 

aeruginosa são descritas como móveis por meio de 
um único flagelo polar (HOLT et al., 1994). 

Rosenberg (1981) descreveu uma 
correlação entre adesão bacteriana ao poliestireno e 
hidrofobicidade da superfície celular. Áreas 
translúcidas coradas com cristal violeta sobre a 
superfície do poliestireno foram indicativas de 
interação entre a superfície celular da P. 

aeruginosa ATCC 25619 e o poliestireno sugerindo 
o caráter hidrofóbico desta linhagem. Resultados 
semelhantes foram relatados por Pijanowska et al. 
(2007) para Pseudomonas aeruginosa TK e por 
Prasad et al. (2009), para a P. aeruginosa ATCC 
27853.  

Os resultados positivos dos testes para 
produção de biofilme, motilidade e hidrofobicidade 
confirmaram a adequabilidade da P. aeruginosa 
ATCC 25619 como organismo teste em ensaios de 
imobilização celular. 

A eficiência de um material suporte é 
avaliada pela capacidade da superfície para 
armazenar células viáveis (PETRE et al., 1999). A 
Figura 1 mostra o número de células retidas nos 
cupons de poliuretano, D16 e D23, imersos no 
caldo de LB e LB-1/10, após 2, 4, 6, 8, 10 e 24 h.  

Em todas as condições experimentais o 
coeficiente de correlação de Spearman entre o 
número de unidades formadoras de colônias e o 
tempo de contato foi significativo (p<0.05), 
mostrando uma relação positiva (r>90%) entre a 
concentração celular e o tempo. Carelli et al. (2009) 
observaram que a adesão de Pseudomonas 

fluorescens em espuma de poliuretano também 
mostrou uma relação positiva com o tempo. 
O teste de Wilcoxon mostrou que o número de 
células nos dois tipos de espuma, no mesmo meio 
de cultura, não foi significativamente diferente 
(p>0.05) Figura 1 (A) e (B). No entanto, a retenção 
celular nas espumas de 16 e 23 kg.m-3 foi 
significativamente maior no meio de cultura LB em 
comparação com o LB-1/10 (p<0.05) [Figura 1 (C), 
(D), (E) e (F)]. 

Quek et al. (2005), em experimento para 
imobilização da bactéria Rhodococcus spp. 
em espuma de poliuretano de 14 kg.m-3 e 22 kg.m-3,  

após 48 h imersas em caldo nutriente também 
relataram concentrações em torno de 107 UFC.cm-2, 
semelhantes a deste estudo. 

Carelli et al. (2009) relataram que valores 
entre 105 a 106 UFC.cm-2 de Pseudomonas 

fluorescens sobre superfícies de poliuretano foram 
indicativos de formação de biofilmes. Assim, após 
8 h de contato as concentrações celulares nas 
espumas de poliuretano D16 e D23 em, LB e LB-
1/10, são sugestivas de formação de biofilme.  

Segundo Gerber et al. (2012) a agregação 
celular seria uma resposta dos micro-organismos á 
condições ambientais hostis. Assim, a limitação de 
nutrientes atuaria como catalisador à adesão 
bacteriana a superfícies sólidas (SANIN et al., 
2003). Stepanovic et al. (2000) confirmaram que 
adesão de linhagens de Salmonella spp. sobre 
superfícies plásticas foi maior em caldo triptona de 
soja (CTS-1/20) que em CTS. No entanto, os 
mesmos autores constataram que à adesão de 
Listeria monocytogenes foi maior no meio (CTS) 
comparado ao (CTS-1/20), sugerindo a 
interferência da linhagem microbiana na agregação 
celular. No presente experimento, a concentração 
de P. aeruginosa ATCC 25619 em D16 e D23 foi 
significativamente maior no meio de cultura LB, 
em comparação ao meio diluído 10 vezes (LB-
1/10). Dunne (2002); Prakash et al. (2003) também 
reportaram maior concentração de células 
bacterianas sobre superfícies inertes, em 
concentrações mais elevadas de nutrientes. 
Segundo Donlan (2002), a influência do meio de 
cultura sobre o crescimento microbiano sobre 
superfícies sólidas, é um mecanismo complexo e 
ainda pouco compreendido e, de acordo, com 
Romling et al. (2000) embora as razões para as 
diferentes influências do teor nutricional ainda 
permanecem no campo da especulação, uma 
possível explicação para as respostas diferentes dos 
micro-organismos a condições nutricionais pode 
estar relacionada a mutações genéticas que 
controlam a formação do biofilme resultante da 
agregação celular. 

Os resultados do presente estudo 
mostraram que a concentração de nutrientes no 
meio LB-1/10 foi suficiente para a P. aeruginosa 
ATCC 25619 atingir valores superiores entre 106 e 
107 UFC.cm-2, após oito horas de contato com 
poliuretano. 
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Figura 1. Adesão e crescimento de P. aeruginosa ATCC 25619, imersa no meio de cultura caldo Luria-

Bertani (LB) (A) em LB-1/10 (B) e em LB e LB-1/10 (C), (D), (E) e (F), durante 24 h. Os 
resultados foram apresentados como média de dois experimentos diferentes.  

 
A Figura 2 mostra que a população viável 

de P. aeruginosa ATCC 25619 imobilizada em 
espuma de poliuretano D23, manteve-se em torno 
de 1,6 x 107 UFC.cm-2 (7,5 log UFC.cm-2), após 4 
dias de contato com fenol. Esta constatação sugere 

que, na concentração de 62,5 mg.L-1, o fenol 
aparentemente, inibiu o crescimento das células 
imobilizadas. Para células livres em suspensão a 
concentração de fenol foi bactericida e a população 
foi reduzida dois ciclos logarítmicos após um dia 
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de contato. Após 4 dias de contato com fenol o 
número total de UFC de P. aeruginosa ATCC 
25619 no tratamento com espuma, correspondente 
a área de cada cupom x UFC.cm-2 foi de 
aproximadamente 4,0 x 10 9 .  Para o tratamento 

sem espuma o volume total x UFC.mL-1 foi 3,2 x 
10 6. Estes resultados reforçam o efeito protetor da 
imobilização celular, também relatado por Junter; 
Jouenne (2004) e Wang et al. (2005).  

 

 
Figura 2. Número de células sobreviventes de P. aeruginosa ATCC 25619 imobilizadas em UFC.cm-2 (●) e 

livres em UFC.mL-1 (■) em contato por quatro dias com meio mineral contendo 62,5 mg.L-1de 
fenol. 

 
Embora os métodos de imobilização 

induzam alterações na fisiologia, no crescimento e 
na atividade metabólica dos micro-organismos 
(JUNTER; JOUENNE, 2004) e alguns relatos 
tenham sido publicados sobre o possível efeito 
protetor da imobilização contra substâncias 
químicas tóxicas, nenhuma explicação sobre o 
mecanismo desse fenômeno foi proposta (KRISCH; 
SZAJÁNI, 1997). De acordo com Carpentier e Cerf 
(1993), este efeito pode ser atribuído à agregação 
dos micro-organismos e ao aumento da produção 
de exopolissacarídeos (EPS). 
 
CONCLUSÕES 
 

Espuma flexível de poliuretano de 16 e 23 

kg.m-3 são suportes igualmente eficientes para 
imobilização bacteriana por adsorção.  

As células imobilizadas foram protegidas 
do efeito tóxico do fenol. Os resultados obtidos 
serão uma contribuição na perspectiva de aumentar 
a eficiência da imobilização celular como estratégia 
de biorremediação. 
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ABSTRACT: The microbial immobilization on solid surfaces is a recent strategy for treatment of recalcitrant 
toxic chemicals minimizing the environmental impact of disposal. This study aimed, immobilize the bacteria 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 in polyurethane foam and compare the effect of phenol on the free and 
immobilized cells. Two types of polyurethane foam and two concentrations of the culture medium were tested. The cell 
retention was evaluated by counting of viable cells adhered to the polyurethane in fixed time intervals for 24 h. 
Subsequently, cells in suspension and immobilized were immersed in mineral medium containing phenol as the sole 
source of carbon and energy. Viable cell counts were taken daily to assess the effect of phenol. The number of cells 
retained was similar for both types of foam, being significantly higher in the culture more concentrated. The effect of 
phenol on the immobilized cells was less severe than on the free cells. The results obtained in the experimental conditions 
suggest that cell immobilization on polyurethane foam of 16 and  23 kg.m-3 in Luria-Bertani broth can be used as a tool in 
the biological treatment of polluted environments with phenol. 
 
 KEYWORDS: Retention cellular. Adsorption. Solid surfaces.  
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