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Resumo

Peres, Lurian Porto. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE CEPAS DE
Xanthomonas arboricola pv. pruni APOS LIOFILIZACAO. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharelado em Biotecnologia). Universidade Federal de

Pelotas.

A preservacdo dos microrganismos apresenta-se como uma ferramenta
importante para processos biotecnolégicos industriais e estudos microbioldgicos,
permitindo o armazenamento de culturas por longos periodos e sua utilizagdo
periodica para pesquisa e/ou producdo. A bactéria Xanthomonas arboricola pv.
pruni é responsavel por sintetizar o biopolimero conhecido como goma xantana,
o qual é utilizado nas mais diversas industrias. Visando um método para a
preservacdo destas cepas por longos periodos, a liofilizagdo com o uso de
crioprotetores apresenta-se como uma técnica capaz de suprir essa
necessidade, e tem como objetivo a protecdo do tecido bioldgico. No presente
trabalho, seis diferentes cepas da bacteria Xanthomonas arboricola pv. pruni
foram preservadas pelo método de liofilizagdo adicionadas de crioprotetor, e
analisadas quanto a viabilidade celular e a taxa de sobrevivéncia apdés o
processo de secagem. As cepas 15, 68, 77, 85, 90 e 106 apresentaram uma taxa
de sobrevivéncia, respectivamente de, 7,9%, 6,8%, 17,9%, 14,3%, 10,2% e 1,6%
assegurando a sobrevivéncia do microrganismo. Desta forma, para a
preservacdo de Xanthomonas arboricola pv. pruni, por longos periodos,
recomenda-se a liofilizacéo e, por periodos curtos, e também para o transporte
de culturas, sugere-se a técnica de repique continuo, podendo esta ser utilizada
juntamente com a liofilizagéo.

Palavras-chave: Preservacdo. Crioprotetores. Xantana. Bioprocesso.



Abstract

Peres, Lurian Porto. EVALUATION OF THE VIABILITY OF CELLS OF
Xanthomonas arboricola pv. pruni after freeze-drying. Course Completion
Work (Bachelor of Biotechnology). Federal University of Pelotas.

Preservation of microorganisms is an important tool for industrial biotechnological
processes and microbiological studies in general, where it is possible to store
cultures for long periods and periodic use for research and/or production. The
bacterium Xanthomonas arboricola pv. pruni is responsible for synthesizing the
biopolymer known as xanthan gum, which is used in many different industries.
Aiming for a method to preserve these strains for long periods of time, freeze-
drying was highlighted as the best technique, with the aid of cryoprotectants that
aims to protect biological tissue. In the present work, strains of the bacterium
Xanthomonas arboricola pv. pruni were preserved by the freeze-drying method
added cryoprotect. As a result, cell viability and survival rate were assessed
before and after the freeze-drying process. The strains 15, 68, 77, 85, 90 and 106
had a survival rate of 7.9%, 6.8%, 17.9%, 14.3%, 10.2% and 1.6 % assuring the
survival of the microorganism. Thus, for the preservation of Xanthomonas
arboricola pv. pruni, for long periods, freeze-drying is recommended and, for short
periods, and also for the transportation of crops, the technique of continuous
pealing is suggested and can be used together with freeze-drying.

Keywords: Preservation. Cryoprotectants. Xanthan. Bioprocess.
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1 INTRODUCAO

A preservacdo de microrganismos apresenta-se como uma ferramenta
importante para processos biotecnolégicos industriais e estudos microbiol6gicos
no geral, onde torna-se possivel o armazenamento de culturas por longos
periodos e a utilizacao periddica para pesquisa e/ou producdo (BOROWSKI,
2011). No ambito da ciéncia, a implantacdo e manutencdo de colecbes de
culturas permitem a formagéo de estoques de cepas, que podem ser utilizadas
experimentalmente em diferentes momentos, diminuindo assim, a repeticdo de
processos como o isolamento e o melhoramento dos microrganismos (GUEDES
et al., 2004).

Considerando que o manuseio de microrganismos em laboratérios
exige cuidado, a manutencdo de cepas pode ocorrer por curtos periodos
(podendo ser dias, semanas ou meses), quando feitas por repiques continuos,
onde as culturas bacterianas sdo mantidas a temperaturas baixas (4-10 °C)
(COSTA et al.,, 2009); ou técnicas alternativas, baseadas principalmente na
desidratacédo sobre suporte inerte, como papel e porcelana, que permitem a
preservacdo mesmo em temperatura ambiente sem refrigeracdo. Ha também
técnicas de manutencdo adequadas para longos periodos (anos), como a
liofilizacdo (BOROWSKI, 2011). Ainda assim, a manutencdo de um
microrganismo visa ndo somente garantir ao maximo a quantidade de células
viaveis, mas também conservar seu estado inicial, evitando mutacdes
indesejaveis e perdas na viabilidade celular (PAOLI, 2005).

A preservacao de Xanthomonas ja foi motivo de preocupacédo por causa
da instabilidade genética inicialmente creditada a esta bactéria (CADMUS et al.,
1976; KIDBY et al.,1977). Galindo, Salcedo e Ramirez (1994) descreveram uma
técnica de conservacdo de Xanthomonas em meio solido Yeast Malt (YM), em
tubos inclinados, com repiques mensais durante 11 meses, onde a bactéria ndo
apresentou mudancas morfolégicas nas colonias e nem alteracdo na sua
capacidade de producédo de xantana. Desde 1955 até hoje, a técnica de repique
continuo € utlizada por pesquisadores da area para manutencdo de
Xanthomonas, consistindo na repicagem das bactérias a cada trinta dias e
estocadas sob refrigeracédo a temperatura de aproximadamente 4 °C (HAYNES;
WICKERHAM; HESSELTINE, 1955; JEANES et. al., 1976; GUPTE; KAMAT,
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1997; SOUZA; VENDRUSCOLO, 1999; VENDRUSCOLO; MOREIRA, 2006;
ROTTAVA et al., 2009).

N&o existe uma técnica universal para a estocagem e manutencédo de
microrganismos. Todos os métodos de preservacdo apresentam vantagens e
desvantagens e a escolha do método mais indicado deve considerar o0s
interesses particulares de cada instituicdo e a finalidade a que se destina a
colecdo (ROMEIRO, 1996). Dependendo das caracteristicas do microrganismo
e das condi¢des disponiveis, diferentes métodos de conservacdo do material
biolégico podem ser utilizados. A Organization for Economic Cooperation and
Development recomenda que o ultracongelamento e a liofilizacdo sejam usados
para a preservacao de microrganismos, visto que, para muitas linhagens, estes
sdo considerados os métodos com menos riscos de alteracdes genéticas, além
de garantirem a preservacao por longos periodos de tempo (OECD, 2004).

As principais exigéncias de uma técnica especifica de preservacéo
recaem na conservacdo da viabilidade e das caracteristicas morfologicas e
bioquimicas e na estabilidade genética da cultura microbiana durante o
armazenamento. O processo deve ser seguro e, preferencialmente, pouco
dispendioso, além de possibilitar o transporte do indculo estocado e sua
reconstituicdo com facilidade (BOOTH, 1971; BAIOCCO, 1997; CAMEOTRA,
2007). Simplicidade, auséncia de necessidade de equipamento sofisticado,
rapidez de execucdo sdo caracteristicas adicionais de um bom método de
preservacdo (ROMEIRO, 1996).

A liofilizacao, na literatura, consta como um dos métodos que asseguram
a resisténcia dos microrganismos com relagdo ao tempo (HECKLY, 1961).
Entretanto, a liofilizacdo de culturas em grande escala teve inicio somente em
1941 e, desde entdo, tem-se mostrado bastante adequada para a preservacao
com uma diminui¢ao significante da ocorréncia de mutacdes. A liofilizacao é uma
técnica utilizada para a conservagao de microrganismos por meio da dessecacéo
rapida de culturas que se encontram em estado de congelamento. Apresenta-se
como alternativa capaz de manter o microrganismo em fase latente por longos
periodos de tempo, conversando suas caracteristicas originais. Apesar de
apresentar-se como uma técnica bastante utilizada, existem exce¢des como da
bactéria Helicobacter pylori e Clostridium botulinum, em virtude das dificuldades
na obtencao de crescimento adequado para a pré-secagem (RUDGE, 1991).
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O sucesso da liofilizacdo de uma amostra implica na recuperacao
completa de sua atividade biolégica apos a reidratacdo; a sobrevivéncia apos a
liofilizacao reflete a capacidade da célula em resistir aos efeitos do congelamento
e secagem. Assim, ensaios de viabilidade s&o parte integrante da avaliagdo do
produto liofilizado (SUNDARI; ADHOLEYA, 2001). O estoque do material
liofilizado por longos periodos sem a necessidade de condi¢cdes especiais de
armazenamento, a facilidade de reconstituicdo, pela adicdo de um fluido
reidratante, e a facilidade de transporte e distribuicdo do material biologico, sao
as vantagens desta técnica de preservacdo de microrganismos (SUNDARI;
ADHOLEYA, 2001).

Davis (1962) avaliou a sobrevivéncia de 277 culturas, entre elas rizobios,
bactérias, leveduras e actinomicetos, durante 21 anos de armazenamento;
apenas trés culturas ndo cresceram a partir do estado liofilizado (dois fungos e
uma bactéria). Sharma e Smith (1999) também verificaram a sobrevivéncia de
fungos preservados durante 20 anos por liofilizacdo, das 26 cepas liofilizadas
apenas uma ndo resistiu ao armazenamento, uma apresentou colonia de
contaminantes e cinco amostras apresentaram alguma deterioracao.

Prabakaran e Hoti (2008) desenvolveram uma técnica para
preservar Bacillus thuringiensis, um microrganismo de extrema importancia para
o controle de mosquitos, devido sua alta atividade larvicida. A biomassa do
microrganismo foi liofilizada e utilizada para a imobilizagdo com alginato de
sbédio. A contagem de esporos de B. thuringiensis permaneceu, praticamente
inalterada, em 10 anos de armazenamento a 4 °C.

Dos métodos existentes para a conservacao de Xanthomonas, a
liofilizacdo mostra-se, até hoje, como 0 mais seguro para a manutencdo da
bactéria por longos periodos de tempo (JEANES et al., 1976; KIDBY et al., 1977).
Lelliott (1965) determinou a viabilidade de 160 bactérias fitopatogénicas
preservadas por liofilizagdo, 6leo mineral e solo. Apdés armazenamento por cinco
anos todas as culturas liofilizadas apresentaram-se viaveis, inclusive as espécies
de Xanthomonas.

Os estudos mais completos sobre liofilizagdo de indculos
de Xanthomonas foram realizados por Baiocco (1997). A cepa 280 de X.
campestris pv. manihotis foi liofilizada com o intuito de preservar a viabilidade

celular da bactéria e sua capacidade produtiva de xantana. Analisaram-se 0s
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efeitos das condi¢Bes de crescimento da bactéria e dos diferentes meios de
suspensao e de reidratacdo das células, nas taxas de sobrevivéncia do indculo
apos a liofilizagdo. Seus resultados mostraram que a viabilidade das culturas
de X. campestris pv manihotis foi melhor quando suspensas em meio YM
adicionado de 10% de leite desnatado, armazenadas a -20 °C e reidratadas em
meio YM. Os autores puderam observar que as culturas mantidas em
temperatura ambiente por 12 meses, embora com sobrevivéncia menor, ndo
sofreram deterioracdo morfologica, mantendo-se estaveis, sem o aparecimento
de sublinhagens mutantes.

Desta forma, a liofilizacdo e a criopreservacdo sdo as técnicas mais
empregadas na conservacdo da biodiversidade microbiana, sendo uma das
chaves para a realizacdo dos servicos de colecao de culturas (PAOLI, 2005;
COSTA et al., 2009). Deste modo, torna-se possivel evidenciar que diferentes

bactérias apresentam diferentes taxas de sobrevivéncia frente a liofilizac&o.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

» Preservar cepas da bactéria Xanthomonas arboricola pv. pruni pelo
método de liofilizacdo e reativacdo para andlise e comparacdo da
viabilidade celular.

1.1.2 Objetivos Especificos
» Preservar as cepas de Xanthomonas arboricola pv. pruni pelo método de
liofilizacao;

> Analisar da viabilidade celular e da taxa de sobrevivéncia através da
comparacao da concentracdo bacteriana inicial e final.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Xanthomonas arboricola pv. pruni

O género Xanthomonas, pertencente a familia Xanthomonadaceae
(SADDLER; BRADBURY, 2005) compreende 27 espécies, sendo que apenas
uma € um patdégeno oportunista de humanos (Xanthomonas maltophilia) e as
demais fitopatogénicas (HOLT et al., 1993; GARCIA-OCHOA et al., 2000,
PARKINSON et al., 2007). Sao bastonetes com aproximadamente 0,4-0,7 uym de
largura e 0,7-1,8 um de comprimento, gram-negativas, moveis por flagelo Unico
(1,7-3 um de comprimento) (Fig.1), quimiorganotréficos, estritamente aerdbios,
catalase-positiva e oxidase-negativa (GARCIA-OCHOA et. al, 2000).

FIGURA 1. Xanthomonas spp.
Fonte: GARCIA-OCHOA et. al, 2000.

O crescimento de Xanthomonas em meio sélido Agar Peptona Sacarose
(SPA) (HAYWARD, 1964), € caracterizado por coldnias mucoides, viscosas e
lisas. Pigmentos amarelos, chamados de xantomonadinas, sao sintetizados por
todas as espécies da bactéria, porém podem estar ausentes quando ocorre
alguma degradacao da bactéria e a possivel perda das caracteristicas originais
(BRADBURY, 1984; GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Xanthomonas campestris pv. campestris € utilizada comercialmente para
producdo de xantana, um biopolimero de ampla aplicacéo industrial (JEANES,
1974; SUTHERLAND, 1993, GARCIA-OCHOA et al., 2000). Entretanto, através
de estudos é possivel comprovar que, devido a similaridade morfolégica e
fisiologica, outros patovares como manihotis, begoniae e
dieffenbachiae (NITSCHKE; THOMAS 1995; MAYER et al., 2010), e até mesmo
outras espécies da bactéria, como o exemplo da X. arboricola (SCAMPARINI et
al., 1998; VENDRUSCOLO, 2006; BORGES et al., 2009a;b), anteriormente
classificada como X. campestris pv. pruni, possuem capacidade de producéo de
xantana em quantidades apropriadas para industrializacao.

Até meados dos anos 90, as bactérias do género Xanthomonas que
infectavam cruciferas, como couve-flor, brécolis e repolho e as que infectavam
espécies do género Prunus, como pessegueiros, ameixeiras e amendoeiras,
eram consideradas como pertencentes a mesma espécie, X. campestris, sendo
chamadas de X. campestris pathovar campestris e X. campestris pathovar pruni,
respectivamente. Durante a década de 90, pesquisadores sugeriram uma nova
classificagdo para o género, levando em consideragéo, entre outros fatores, o
perfil genético; nesta proposta, espécies foram inseridas e patovares foram
elevados ao status de espécie (VAUTERIN et al., 1995; VAUTERIN; SWINGS,
1997).

Em 2001, Moreira et al., levando em conta a composi¢cao quimica das
xantanas produzidas, mostrou que o pathovar pruni possuia similaridade com o
pathovar juglandis, mas ndo com o campestris. A reclassificacdo proposta foi
adotada pelo Manual Bergeys, edicdo 2005 (SADDLER; BRADBURY, 2005), na
qual o pathovar pruni foi incluido em uma nova espécie, X. arboricola, com a

nomenclatura X. arboricola pv. pruni.

2.2 Goma Xantana

Na década de 50, pesquisadores do Northern Regional Research
Laboratory (NRRL) do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
pesquisavam microrganismos produtores de gomas de interesse comercial
soluveis em agua, onde observaram e identificaram uma destas gomas como
xantana.(MARGARITIS; ZAJIC, 1978). Na década de 60, pesquisas intensivas
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foram realizadas por alguns laboratérios industriais, resultando na producao
semi-comercial da xantana Kelzan, pela empresa Kelco, dos Estados Unidos
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A xantana foi o segundo polissacarideo microbiano com uso admitido em
alimentos. No Brasil, a adi¢cdo de xantana em alimentos € permitida desde 1965,
pelo decreto Lei n° 55.871, da Legislacdo Brasileira de Alimentos (BRASIL,
1965). Lei esta, que também inclui a dextrana, gelana e curdulana, constituindo
assim um dos quatro biopolimeros aprovados pela Food and Drugs
Administration (FDA) para uso alimentar (KANG; VEEDER; COTTRELL, 1983).

As vantagens do uso de xantana em relacdo a outros hidrocoloides,
devem-se, marjoritariamente, a suas propriedades reoldgicas, que permitem alta
viscosidade em baixas concentracdes, além de estabilidade em ampla faixa de
pH (2,5-11) e na presenca de sais, sendo afetada apenas na temperatura; a
goma xantana também possui grande escala de producdo em curto espaco de
tempo e propriedades pseudoplasticas, ou seja, a viscosidade diminui com o
aumento da tenséo de corte (MORRIS, 1976; SUTHERLAND, 1993; ROSALAM;
ENGLAND, 2006).

A ampla aplicacdo da xantana na industria alimenticia deve-se a sua
compatibilidade com ingredientes alimentares, ndo alimentares e aditivos
(CHALLEN, 1993), podendo ser utilizada em produtos de panificacdo, por
apresentar compatibilidade com proteinas, lipidios e outros polissacarideos,
como amido e pectina, aumentando sua vida de prateleira e contribuindo para a
estrutura (SUTHERLAND, 1998; PREICHARDT, 2009). A facil dissolucdo da
xantana em agua fria ou quente, proporciona um rapido incremento da
viscosidade, possibilitando seu uso em misturas secas para produtos como
molhos, recheios e sobremesas.

A adicao de xantana melhora a estabilidade de alimentos congelados por
meio da ligacdo da agua livre, evitando a sinerese, que é causada por um
aumento de associagdes moleculares entre as cadeias de amido, em particular
a retrogradacdo da amilose, 0 que resulta na expulsdo de agua a partir da
estrutura do gel (MORRIS, 1990; KATZBAUER, 1998); age como estabilizante
em sorvetes e em substitutos de clara de ovo a base de proteina de soro e

gelatina; previne aderéncia e adiciona corpo em geis de frutas, aléem de
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proporcionar viscosidade a molhos utilizados em pizza, inibindo sua absorcao
pela massa (PEREIRA, 2009; UCKER et al., 2010).

A xantana, em produtos farmacéuticos em geral, é utilizada em emulsdes
ou suspensodes, impedindo a separacdo de ingredientes ndo soluveis; j& em
cosméticos, a principal aplicacdo é apresentada em cremes e géis,
proporcionando suavidade e maciez devido a sua pseudoplasticidade. Em
produtos de higiene, sua principal aplicacdo apresenta-se em cremes dentais e
xampus (KATZBAUER, 1998; BORN; LANGENDORFF; BOULENGUER, 2002;
MOREIRA, 2002). O uso da xantana nestes produtos é considerado seguro, pois
nao € genotoxica ou mutagénica (ROLL, 2005; RODRIGUES, 2010). Tao pouco
tdxica, evitando a irritacdo na pele, olhos ou mucosas (PARFITT, 1999).

Na industria petrolifera, emprega-se como modificador reologico do fluido
de perfuracéo de pocos (BORGES et al., 2009b), e na recuperacdao terciaria do
petréleo, pois ndo apresenta propriedades degradantes por cisalhamento
(TAYLOR; NASR-EL-DIN, 1993); ter excelente compatibilidade com sais e ser
resistente a degradacao por temperatura (ROSALAM; ENGLAND, 2006).

Com uma produgédo mundial de aproximadamente 140 mil toneladas por
ano, a xantana € o polissacarideo microbiano de maior importancia econdémica,
pois movimenta milhdes de doélares. (BORSCHIVER; ALMEIDA; ROITMAN,
2012).

2.3 Manutencao de microrganismos

A conservacdo e a manutencdo de microrganismos apresentam-se de
suma importancia, principalmente, para conservar as caracteristicas originais do
microrganismo que pode ser armazenado e/ou utilizado em pesquisas ou
producdo com relacdo a estudos microbiologicos no geral (COSTA &
FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

2.3.1 Métodos para a preservacao de microrganismos
Visto que a manutencdo e preservacao de microrganismos, como a

Xanthomonas, € importante, deve-se procurar métodos que melhor auxiliem

neste processo priorizando sua finalidade. H4 uma quantidade consideravel de
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técnicas, convencionais e alternativas, disponiveis para estoque e preservacao
de isolados microbianos, podendo ser divididas em métodos de curto prazo
(repiques periddicos), médio prazo (preservacao em Oleo mineral e agua estéril)
e longo prazo, como a liofilizacdo (BOROWSKI, J. M. 2011).

A escolha de uma técnica de preservacdo para determinado
microrganismo depende das caracteristicas do método, dos custos de
manutencdo, da importancia do acervo, da disponibilidade de equipamentos e
reagentes, da finalidade do estudo e da mdao-de-obra técnica, pois alguns
métodos podem causar a completa inatividade metabdlica de microrganismos,
necessitando entdo, de especializacdo do pesquisador (BOROWSKI, J. M.
2011).

2.3.2 Método de curto prazo

O método de curto prazo para a conservacao de microrganismos mais
utilizado é o repique continuo. Através dele € possivel preservar células por
periodos de 30 dias e manté-las armazenadas sob refrigeracéo de 4 °C, evitando
assim, as contaminacdes e perda das caracteristicas originais do microrganismo
(SMITH; ONIONS, 1994).

2.3.2.1 Repique continuo

O repique continuo € uma das técnicas de conservagdo mais antigas, e
ainda assim, bastante utilizada, dependendo do microrganismo e de sua
finalidade (COSTA & FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006). Ela consiste na
transferéncia de células para um novo meio e estocagem em baixas
temperaturas ap0s o crescimento. A Figura 2 mostra culturas da bactéria
Xanthomonas arboricola pv. pruni em placa de Petri com meio nutritivo
conservado em geladeira por periodos de tempo variados, sendo estes de uma
semana a cinco meses, ja bem desenvolvidas e préximas de um novo repique.
O repique deve ser refeito antes que o substrato do meio seja completamente
consumido pelo microrganismo ou 0 meio solido seque completamente. Tubos
de ensaio com rolha ou selados com parafina sdo utilizados para evitar a
secagem do meio sélido (ROMEIRO, 2006).
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(A) (C)

FIGURA 2. Culturas de cepas diferentes de Xanthomonas arboricola pv. pruni
com meio nutritivo conservado em geladeira por: (A) 23 dias; (B) 18 dias e (C)
20 dias, caracterizadas por colénias mucoides, viscosas e lisas.

Fonte: autora, 2018.

A baixa temperatura é importante para desacelerar o crescimento celular
da linhagem e aumentar o intervalo de transferéncia da cultura para um meio
novo. Este fator minimiza o nimero de repicagens feitas e € importante para
evitar contaminacfes e selecdes de mutantes indesejados. As contaminacdes
podem ocorrer devido a microrganismos do ambiente ou a eventuais erros na
hora da manipulacdo. As culturas sdo estocadas geralmente refrigeradas sob
condi¢cbes controladas em temperaturas de 4 a 8 °C (COSTA & FERREIRA,
1991).

COSTA & FERREIRA (1991) descreveram que este método classico,
apresenta como vantagens a facilidade e o baixo custo, por ndo provocar
estresse ou injuria celular e ndo necessitar de reativacdo dos microrganismos.
Entretanto, entre as desvantagens, observa-se a possivel perda das
caracteristicas originais devido a variagbes genéticas. Outra desvantagem é o
alto risco de contaminacao por se tratar de crescimento em meio nutritivo, além
do espaco fisico necessario para o armazenamento desses cultivos também ser

maior que o de outras técnicas, além de trabalhoso (ROMEIRO, 2006).

Para minimizar as desvantagens da técnica sdo necessarias repicagens
frequentes, como também ja foi mencionado, pois culturas velhas tendem a
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produzir culturas-filhas alteradas, tanto do ponto de vista morfoldgico como
fisiolégico, como modificacbes no aspecto e na cor da cultura, perda da
capacidade de esporulacédo, reducédo ou perda da patogenicidade, perda da
capacidade de sintetizar certas substancias e outras modificacdes em geral
irreversiveis (COSTA & FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

A técnica também pode causar a reversao ou perda de microrganismos
mutantes pds melhoramento. As condi¢cdes de temperatura a que eles sao
expostos causa diminuicdo da atividade bioldgica e faz com que os
microrganismos procurem estar em um estado fisiolégico basal, que muitas

vezes nao € compativel com as mutacdes induzidas (ROMEIRO, 2006).

2.3.3 Métodos de médio prazo

Para a conservacdo em meédio prazo existem algumas técnicas que visam
atingir a hipobiose do microrganismo, ou seja, visam a diminuicdo da atividade
metabdlica. Os métodos de médio prazo mais utilizados sdo as técnicas de
preservacdo em Oleo mineral e em 4gua estéril (BOROWSKI, 2011).

2.3.3.1 Preservacdo em Oleo mineral

A preservacdo em Oleo mineral € uma alternativa simples, consistindo na
aplicacdo de uma camada de 6leo mineral esterilizado sobre uma cultura,
limitando a quantidade de oxigénio disponivel, ocasionando entdo, em uma
reducdo na atividade metabdlica e, por consequéncia, diminuicdo na taxa de
multiplicacdo do agente (RHODES, 1957; COSTA & FERREIRA, 1991,
ROMEIRO, 2006). Entretanto, observa-se que camadas de 0leo superiores a 1
cm nao sao aconselhadas, havendo diminuicdo da viabilidade da cultura, pois o
oleo mineral em condigbes de total exaustao do oxigénio é extremamente toxico
para a maioria dos microrganismos. O 6leo também previne a desidratacdo do
meio de cultivo. Tratando-se de cultura em tubo inclinado, todo o meio deve ser
coberto, do contrario, 0s microrganismos em contato com o ar funcionam como
uma abertura pela qual a agua do meio é drenada e levada para o exterior,
causando desidratacao total da cultura (COSTA & FERREIRA, 1991; ROMEIRO,
2006).
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Os oOleos mais recomendados e utilizados para a conservacao de
microrganismos sdo a parafina e a vaselina, devido a sua viscosidade e a
densidade relativa de 0,8 a 0,9 a temperatura de 20 °C, 0s quais nhdo sao mais
densos que a 4gua e decantam no fundo da cultura liquida. Eles também né&o
devem conter produtos téxicos a célula (ROMEIRO, 2006).

O método possui as mesmas desvantagens que 0 repique continuo,
diferindo somente na longevidade da cultura, que por essa técnica € maior,
dependendo do microrganismo com o qual trabalha-se. Bactérias sobrevivem
por um periodo longo de 1 a 7 anos dependendo da espécie (COSTA &
FERREIRA, 1991; ABREU & TUTUNJI, 2004; COSTA et al., 2009).

2.3.3.2 Preservacdo em agua estéril

O método também é conhecido como método de Castellani, o qual pode
ser feito em agua estéril ou solucao salina. A solucdo salina é utilizada para a
preservacdo de microrganismos sensiveis a baixas pressfes osmoéticas de
solucBes hipotbnicas. O método visa reduzir a atividade metabdlica e formacéao
de estado latente da célula devido a falta de fontes nutritivas. Uma suspensao
de células ou um bloco de 4gar contendo o microrganismo é adicionado a uma
solucé@o de agua estéril e conservado em temperatura ambiente ou refrigerado
(PIMENTEL & FIGUEIREDO, 1989; COSTA & FERREIRA, 1991; NEUFELD &
OLIVEIRA, 2008).

A técnica consiste no preenchimento de frascos tipo antibiotico de
capacidade para 6 mL com 4 mL de agua destilada, tampados com algodéo e
autoclavados a 121 °C e 1 atm por 30 minutos. Ocorre, entdo, a repicagem dos
fungos para os frascos com agua em camara asséptica. Os tampdes de algodao
sao retirados e transfere-se pedacos de meio de cultura contendo o
microrganismo. A cultura que sera transferida para a solu¢cdo aquosa deve ser
jovem para obter-se resultados satisfatorios. Apds a repicagem, os tampdes de
algodao sao substituidos por rolhas de borracha esterilizadas e os frascos séo
lacrados, evitando contaminacao e perda de agua (COSTA & FERREIRA, 1991;
ABREU & TUTUNJI, 2004).

Estudos utilizando bactérias como Acinetobacter e leveduras como

Saccharomyces cereviseae demonstraram que estes sdo preservados
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satisfatoriamente pelo método aqui descrito (APARECIDO et al.,, 2001;
NEUFELD & OLIVEIRA, 2008). Liao e Shollenberger (2003), por sua vez, ao
investigarem a viabilidade de isolados de P. viridiflava, Erwinia spp. e X.
campestris apos 12, 14 e 8 anos, respectivamente, armazenados em agua
destilada estéril, verificaram que todos os isolados permaneceram viaveis.
Nascimento et al. (2005) verificaram que o método de preservacdo em agua
destilada esterilizada propiciou a viabilidade de 100% até os 11 meses para a X.
campestris pv. viticola; no entanto, aos 12 meses, houve uma redugao para 80%.

Dentre as vantagens desse método, podemos observar a possibilidade de
armazenamento a temperatura ambiente; a auséncia de ataque de acaros com
relacdo a solucdo; e o baixo custo do processo, sem necessidade de
equipamentos sofisticados. No entanto, existem problemas como a
contaminagdo por outros microrganismos e a instabilidade genética da
populacdo (APARECIDO et al., 2001).

2.3.3.3 Congelamento

E um dos métodos de manutencdo mais simples e de baixo custo,
oferecendo seguranca com relacdo ao armazenamento dos mais variados
microrganismos por periodos que vao de trés meses a dois anos, devido a
reducao da atividade metabdlica. O método consiste na conservacao de agentes
em temperaturas entre -4 e -20 °C (COSTA & FERREIRA, 1991; CEFAR, 2006;
TORTORA et al., 2012).

A desvantagem do método é a possivel reducdo da sobrevivéncia e
viabilidade celular de alguns microrganismos, visto que o congelamento pode
causar danos a membrana celular, como a ruptura, devido a formacdo dos
cristais de gelo e da variacdo eletrolitica na faixa de temperatura utilizada
(ROMEIRO, 2006; VIEIRA et al., 2007; MEDEIROS, 2008).

Estudos liderados por Silva et al. (2008), relatam que o emprego de baixas
temperaturas foi vantajoso por seu baixo custo, ser de facil execucéo, e ter

favorecido a conservacgao de quase todas as leveduras testadas por 48 meses.
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2.3.4 Meétodos de longo prazo

Os métodos de conservacao a longo prazo, como qualquer outro método
listado neste trabalho, sdo usados de acordo com o tipo de microrganismo e sua
finalidade. Os métodos de longo prazo sdo bastante requisitados em laboratorios
gue possuem 0S equipamentos necessarios e principalmente nos centros de
preservacao de culturas. Dentre as técnicas de longo prazo estéo a liofilizacéo,
o congelamento em ultrafreezers e a criopreservacdo em nitrogénio liquido
(BOROWSKI, 2011).

2.3.4.1 Liofilizacao

A técnica foi patenteada em 1906, pelos cientistas franceses D’Arsonval
e Bouda, sendo classificada como um aperfeicoamento dos meétodos de
desidratacdo empregados para distintos microrganismos, mostrando-se
eficiente. O método associa o congelamento e a desidratacdo sob condi¢fes de
vacuo, visto que a exposicao celular continua aos solventes concentrados da
suspensao apresenta-se de forma perigosa. A técnica consiste na conservacao
de microrganismos por meio da dessecacdo rapida de culturas que se
encontravam congeladas. A remocédo do vapor de agua presente em amostras
bioldgicas viaveis em estado de congelamento apresenta-se como alternativa
capaz de retardar o relégio biolégico estabelecido pela natureza, como
demonstrado na Fig. 3. (DAY & MCLELLAN, 1995; MYAMOTO-SHINOHARA et
al., 2000; PAOLI, 2005; COSTA et al., 2009).
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FIGURA 3. Processo de Liofilizagdo. No processo de liofilizacdo, € preciso que
0 solvente que estava no estado liquido seja congelado e se mantenha em
estado sélido como de evidencia a seta verde. Em seguida, a seta vermelha
indica que com o auxilio da bomba de vacuo, a pressao interior do equipamento
é reduzida. Com a seta roxa, nota-se que € preciso passar a amostra do estado
sélido para o estado gasoso sem voltar para o estado liquido, sendo necessario
criar situacfes para que ocorra a sublimacéo, o que é feito com o aumento da
temperatura, sem alterar a presséao.

Fonte: BECKER, 2017.

O método de liofilizacdo apresenta-se dividida em trés fases distintas:
congelamento da suspensao microbiana; desidratacdo através da sublimacéo da
agua presente, que passa diretamente do estado sélido para o gasoso, sob
pressédo reduzida e baixa temperatura; e secagem a alto vacuo com temperatura
acima de 0 °C, onde ocorre eliminagdo total da agua, a qual permaneceu
adsorvida as particulas solidas (ROWE, 1971; BAIOCCO, 1997; SIMIONE,
1998).

A liofilizagcdo € definida como sendo um método de longo prazo por
conservar microrganismos por longos periodos de tempo (17 — 20 anos),
apresentando a recuperacdo completa de sua atividade biologica do
microrganismo apos a reidratacdo e a sobrevivéncia reflete a capacidade da
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célula em resistir aos efeitos do congelamento e secagem, com isso, ensaios de
viabilidade s&o parte integrante da avaliacdo do produto liofilizado (SUNDARI;
ADHOLEYA, 2001).

Considerando a manutencdo de bactérias, verifica-se a diferenca
existente entre elas, apdés a liofilizacdo, com relagdo a viabilidade celular, a qual
decresce entre as bactérias formadoras de esporos, gram-positivas e gram-
negativas, algas e alguns protozoarios, fato facilmente explicado pelas
diferencas na morfologia.

MIYAMTO-SHINOHARA (2008) ao avaliarem a taxa de sobrevivéncia das
bactérias gram-positivas, ap6s a liofilizacdo, verificaram maiores indices, em
comparacdo com as gram-negativas, sob as mesmas condi¢cdes, sugerindo
desta forma, a presenca maior de resisténcia a desidratacdo pelas gram-
positivas, provavelmente por apresentar uma estrutura celular diferenciada. Ja
em relacdo ao periodo de estocagem, observaram que a taxa de sobrevivéncia
de algumas espécies se mantém a mesma com 0 passar do tempo; em
contrapartida, a de outras espécies apresentam um declinio durante os primeiros
cinco anos, tendendo a estabilizar por volta dos 15 anos.

Com relacdo aos virus, dos tipos envelopados e nao envelopados,
UHLENHAUT et al. (2005) detectaram uma consideravel inefetividade em
modelos experimentais de liofilizados. Referente aos fungos, a técnica é
bastante utilizada, principalmente por atingirem uma manutencéo de viabilidade
de algumas espécies por periodos de 17 a 21 anos. Contudo, fungos nédo
esporulados ndo suportam o processo de liofilizacdo, sendo necesséario o
emprego de técnicas menos impactantes, como a preservacao em 6leo mineral
(COSTA et al., 2009).

MIYAMOTO-SHINOHARA et al. (2006) avaliaram a sobrevivéncia de uma
variedade de espécies de microrganismos liofilizados, submetidos a estocagem
por periodos superiores a 20 anos e obtiveram como conclusdo do estudo, que
a sobrevida das espécies pode ser atribuida ao alto nivel de dessecacéo e da
vedacao das ampolas, sob condi¢cdes de vacuo. O estoque do material liofilizado
por longos periodos de tempo sem a necessidade de condi¢cdes especiais de
armazenamento, a facilidade de reconstituicdo através da reidratagédo, e a

facilidade de transporte e distribuicdo do material biolégico, e a menor taxa de
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mutacgdo e contaminagdo, sdo mais vantagens desta técnica de preservacao de
microrganismos (SUNDARI; ADHOLEYA, 2001).

Com relacdo as desvantagens, as taxas de sobrevivéncia apés liofilizacdo
e durante o armazenamento variam entre espécies e géneros de bactérias
(LAPAGE et al, 1970). Contudo, devido aos custos necessarios com
equipamentos e a complexidade dos procedimentos de liofilizacao, este método
nem sempre pode ser utilizado em laboratérios de pequeno porte. Outras
desvantagens da liofilizacdo s@o os danos e injdrias provocados pelo
congelamento e desidratagdo que afetam as membranas das células
microbianas podendo atingir as moléculas de DNA e RNA (HECKLY, 1961,
BAIOCCO, 1997).

2.3.4.2 Ultracongelamento

Esta apresenta-se como outra forma de congelamento, a diferindo apenas
com relacdo a temperatura, onde o microrganismo é armazenado a uma
temperatura negativa que varia de -20 °C e -80 °C (BOROWSKI, 2011).

Gibson e Khoury (1986) sugeriram uma técnica de manutencdo de X.
campestris através deste método, onde as cepas mantiveram sua viabilidade por
28 meses, sendo mais apropriado do que o subcultivo periddico, reduzindo
tempo e custo de producédo e de reativacdo das células. No entanto, a técnica é

cara e exige equipamentos sofisticados.

2.3.4.3 Preservacdo em nitrogénio liquido

Este tipo de preservacéo reduz o metabolismo das células microbianas ao
nivel limiar, sendo por isso utilizada nas Cole¢bes de Culturas e centros
depositarios de patentes biolégicas (STALPERS; HOOG; VLUG, 1987). E um
dos métodos mais efetivos de preservacdo de microrganismos por periodos
prolongados, mais utilizado quando ndo pode-se preservar através da liofilizacao
(SUMBALI; MEHROTRA, 2009).

A técnica utiliza tanques contendo nitrogénio liquido (-196 °C) para

armazenar ampolas com suspenséao de células do microrganismo, que estejam
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no final da fase logaritmica de crescimento, juntamente com um crioprotetor,
usado com a finalidade de proteger o tecido biolégico. As células microbianas
permanecem viaveis nesta condi¢cdo de dez a trinta anos ou mais (BOROWSKI,
2011).

A recuperagao das culturas ocorre pela sua retirada do tanque de
nitrogénio, descongelamento rapido com moderada agitacdo em banho de agua
a 37 °C e, por fim, seu cultivo convencional. O método elimina as constantes
repicagens, economiza tempo e trabalho, previne perdas de culturas por
contaminagdo e garante a viabilidade das -culturas por tempo ilimitado
(SUMBALI; MEHROTRA, 2009).

Halik (1999) conservou 12 espécies de bactérias termofilicas extremas em
nitrogénio liquido, em condi¢gbes anaerdbias, utilizando dimetilsulféxido como
crioprotetor. Todas as cepas testadas foram preservadas com éxito,
apresentando boa estabilidade e altas taxas de sobrevivéncia apos 3 anos de
armazenamento. Entretanto, este método exige aparato de elevado custo,
reposicdo do nitrogénio liquido periodicamente para restaurar suas perdas por
evaporacao (CAMPOS et al., 2004) e cuidado por parte dos manipuladores, visto
que h& a possibilidade de ocorrer gueimaduras acidentais de extrema

gravidade.

2.4 Avaliacao da viabilidade dos microrganismos ap6s conservagao

Uma avaliacdo periédica da viabilidade celular dos microrganismos frente
aos métodos de conservacdo utilizados é necessaria, uma vez que podem
responder de maneira distinta aos diferentes métodos. Para tanto, deve-se
quantificar a multiplicacdo celular para garantir o controle de qualidade do
método de preservacado para cada organismo (SUNDARI; ADHOLEYA, 2001).

De acordo com Hobson, Tothill e Turner (1996) os microrganismos podem
ser quantificados de forma direta, contando-se microscopicamente o niumero de
células presentes em um determinado material ou superficie, ou indiretamente,
efetuando-se analises da turbidez, determinacéo do peso seco, concentracao de
substancias quimicas (proteinas, pesquisa de determinada enzima ou produto
final de uma via metabodlica, DNA e RNA) ou através da contagem do numero de

microrganismos viaveis utilizando um meio de cultura apropriado. Assim, os
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métodos para a quantificacdo de microrganismos podem ser divididos em dois
principais grupos, aqueles que quantificam o numero total de células, viaveis e
inviaveis, representados pela contagem microscopica, contagem eletronica,
absorbancia, turbidimetria e determinacdo da biomassa; e aqueles que
quantificam somente o niumero de células viaveis, representados pela contagem
em placas, contagem em membranas filtrantes e determinacdo do nimero mais
provavel (HOBSON; TOTHILL; TURNER, 1996).

No método de contagem em placas, uma série de diluicbes da amostra é
espalhada em placas contendo meio sélido e incubadas a uma temperatura
adequada ao crescimento. O numero de colonias, presentes na placa apés
incubacdo, é contado e multiplicado pelo fator de diluicdo para obter uma
contagem viavel de unidades formadoras de colénia por mililitro da amostra
original (UFC.mL™1).

Para efetuar a escolha do método de preservacdo mais adequado, é
necessario observar fatores como: o tipo de microrganismos e sua finalidade,
laboratério equipado de acordo com as necessidades do método escolhido e
mao-de-obra qualificada, entre outros fatores. Neste presente estudo, 0 método
escolhido foi a preservacao pela liofilizacdo, atestando sua potencialidade na

conservacao de microrganismos por longos periodos de tempo.
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2.5 Crioprotetores

E importante ressaltar que ao final do processo de recuperacéo das cepas
liofilizadas, necessita-se de uma boa viabilidade celular. Esta viabilidade é
creditada, em grande parte dos casos, pelo uso de agentes crioprotetores em
técnicas que tenham como base o congelamento (BOROWSKI, 2011).

Na tentativa de prevencédo ou até mesmo na reducédo dos efeitos adversos
dos métodos de preservacdo de amostras biologicas, por uma descoberta
acidental, estudos realizados verificaram a protecdo efetiva do glicerol sobre
materiais biologicos. Posteriormente, as ac¢des protetoras de outras substancias
foram descobertas e intensamente utilizadas na rotina laboratorial, como o
dimetilsulféxido (DMSO), o metanol, etilenoglicol, glicerina, etilenoglicol,
polietilenoglicol, peptona, extrato de levedura, albumina, soro sanguineo e leite
em po6 desnatado (BAATI et al., 2000; HUBALEK et al., 2003).

Com a necessidade de utilizacdo dos agentes crioprotetores, muitos
estudos sdo desenvolvidos ao longo dos anos para otimizar a escolha de
diferentes crioprotetores, diferentes concentragdes, relacdo do tempo e da
temperatura e até mesmo quanto a possivel toxicidade que estes agentes podem
oferecer ao material biolégico a ser conservado (DAY & MCLELLAN, 1995;
COSTA et al.,, 2009; CASTRO et al., 2011).

Os crioprotetores como a sacarose, trealose, glicerol e dimetilsulféxido
(DMSO), sao utilizados na criopreservacdo de microrganismos, has
concentracfes de 10% a 15%, garantindo a viabilidade dos microrgamismos
(BAATI et al., 2000). Estudos demonstram que a utilizacao de glicerol ou DMSO
em concentragbes acima de 20%, apresentam efeitos deletérios aos
microrganismos devido a sua toxicidade, gerando problemas na sobrevivéncia
das estirpes durante o congelamento (FAHY, 1986; ANDREATTI FILHO et al.,
2007; CASTRO et al., 2011).
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Tabela 1. Classificacdo de crioprotetores utilizados em microbiologia para

preservacao de tecidos biolégicos.

Compostos

Sulféxidos

Dimetilsulfoxido
Alcoois monohidricos e derivados
Metanol

Etanol

Alcool Polivinilico
Didis e derivados
Etilenoglicol
Propilenoglicol
Trimetilenoglicol
Dietilenoglicol
Polietilenoglicol
Polipropilenoglicol
Oxido de Polietileno
Triois

Glicerol

Polialcoois
Manitol, sorbitol, dulcitol
Monossacarideos
Glicose

Xilose
Dissacarideos
Sacarose

Lactose, maltose
Trealose
Trissacarideos
Rafinose
Polissacarideos
Dextrana

Dextrina

Amido hidroxietilico

Goma arabica (Acécia)

Compostos
Amidas, N-alquilamidas,
imida
Acetamida

Metilacetamida
Dimetilformamida
Dimetilacetamida
Compostos Heterociclicos
Metilpirrolidona
Polivinilpirrolidona
Aminoécidos e acidos
carbdnicos

Prolina

Glicina

Acido glutamico
Acido aminobutirico
Acido glutarico
Acetato de amdnio
Proteinas, peptideos,
polipeptideos e
glicoproteinas

Soro sanguineo, albuminas
Gelatina, peptonas
Glicoproteinas

Valinomicina

Gramicidina

Substratos complexos
Extrato de levedura

Extrato de carne

Leite desnatado

Mel

Surfactantes néo ibnicos

Tween 80

Fonte: HUBALEK, 2003.
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Os crioprotetores caracterizam-se por moléculas de baixo peso molecular,
alta solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular, sendo classificados
com relacdo a capacidade de penetracdo em materiais biol6gicos, como
crioprotetores intracelulares ou crioprotetores extracelulares (COSTA &
FERREIRA, 1991; HUBALEK, 2003; OLIVEIRA, 2007).

Os crioprotetores extracelulares sdo moléculas capazes de induzir o
aumento na osmolaridade do meio externo, ou seja, a quantidade de particulas
dissolvidas em um determinado solvente, promovendo assim, a saida de 4gua
do meio intracelular para o meio extracelular, prevenindo desta forma, a
formacéo de cristais de gelo intracelular durante o congelamento (HUBALEK,
2003; FULLER, 2004). Séao substancias apropriadas para a preservacédo de
microrganismos, mediante sua capacidade de recobrir a superficie celular,
formando uma camada viscosa visando a estabilizacdo da parede celular e
membrana plasmatica, minimizando e reparando os possiveis danos causados
pela manutengdo em baixas temperaturas (HUBALEK, 2003).

Os crioprotetores intracelulares atuam nas células por meio de suas
propriedades coligativas, levando a reducdo do ponto crioscopico, ou seja,
reducado do congelamento de uma solucao pela adicdo de um soluto de natureza
nao ibnica e nao volatil. Deste modo, uma maior quantidade de agua permanece
no estado liquido sob baixas temperaturas, levando a redu¢édo na concentracao
intracelular de solutos e proporcionando um ambiente menos prejudicial aos
microrganismos durante o congelamento (WATSON, 2000). Estes compostos
sdo capazes de realizar ligacdes com as moléculas de agua, levando a uma
significativa redugéo na formacao e no tamanho dos cristais de gelo, bem como
as concentracbes de soluto tanto no meio extracelular quanto no intracelular.
(HUBALEK, 2003; OLIVEIRA, 2007; COSTA et al., 2009).

Considerando as particularidades dos microrganismos, do método de
manutencao e dos crioprotetores, ANDREATTI FILHO et al. (2007) propuseram
avaliar a capacidade de protecdo da microbiota intestinal cultivada em aerobiose,
congelada em nitrogénio liquido e associada a crioprotetores como o glicerol,
DMSO, sacarose e trealose sob pintos de corte desafiados experimentalmente
com Salmonella enterica sorovar enteritidis. Como resultado, foi possivel concluir

no estudo que o efeito benéfico esperado dos crioprotetores nao foi tao
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significativo, pois a microbiota intestinal conservada com ou sem crioprotetores,
manteve-se adequada, garantindo efetividade mesmo até 360 dias de
congelamento. Além da viabilidade do agente, verificou-se uma reducdo no
namero de aves infectadas e consequentemente a colonizagéo intestinal por S.
enterica sorovar enteritidis (HUBALEK, 2003; CASTRO, 2011).

A concentracdo Gtima do crioprotetor varia de acordo com o tipo celular,
para bactérias e leveduras recomenda-se o0 uso do glicerol 10% como agente
crioprotetor (SIMIONE, 1998). Para a bactéria X. campestris pv manihotis,
Baiocco (1997) recomendou sacarose ou leite em pé a 10%. Demais estudos
realizados avaliando o efeito de crioprotetores demonstram que sua adicdo
aumenta consideravelmente a viabilidade celular, visto que estes protegem a
célula contra danos causados pelo congelamento abrupto (ELLNER, 1978; LI et
al., 2006; BAIOCCO, 1997).

Em decorréncia das informacdes obtidas a partir desta revisédo, o presente
trabalho tem como hipGtese a preservacdo das cepas de Xanthomonas

arboricola pv. pruni de forma eficiente pelo método de liofilizacao.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

Foram utilizadas seis cepas de Xanthomonas arboricola pv. pruni,
representadas pelos numeros 15, 68, 77, 85, 90 e 106 pertencentes a colecdo
de culturas do Laboratério de Tecnologia de Bioprocessos do Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico, na Universidade Federal de Pelotas, preservadas
por repigues mensais em meio sélido SPA (g.L) composto por: 20,0 sacarose;
5,0 peptona; 14,0 agar; 0,25 sulfato de magnésio e 0,5 fosfato dipotassico
(HAYWARD, 1964) e armazenadas sob refrigeracao (4-8 °C).

3.2 Reagentes

Utilizou-se os reagentes disponiveis no Laboratério de Tecnologia de

Bioprocessos para realizagdo de meios de cultivo e crioprotetor, tais como:
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manitol, glutamato de sodio, gelatina, sacarose, agar, peptona, sulfato de

magneésio e fosfato dipotassico.

3.3 Equipamentos

Os equipamentos do Laboratério de Tecnologia de Bioprocessos foram
utilizados, tais como: estufa bacteriologica, cabine de fluxo laminar, freezer e

ultrafreezer, vortex, incubador agitador orbital e liofilizador.

3.4 Condicdes de preservacao de microrganismos no Laboratorio de

Tecnologia em Bioprocessos

A técnica de repique continuo, a qual migra 0 microrganismo para um
novo meio de cultivo SPA periodicamente, de acordo com Hayward (1964), é
utilizada, juntamente com a liofilizacdo, para a preservacdo de culturas
de Xanthomonas do  Laboratério de Tecnologia de  Bioprocessos,
disponibilizadas pelo CPACT/EMBRAPA, desde 1996 (SOUZA;
VENDRUSCOLO, 1999; DIAZ, 2002; FORESTI, 2003; BORGES, 2004; PINTO,
2005; BORGES, 2007; KLAIC, 2010). No ano de 2017, as atividades de
preservacdo por liofilizacdo das bactérias da bacterioteca do Laboratério de
Tecnologia de Bioprocessos foram retomadas (BECKER, 2017). Ainda, incluso
no método de liofilizacdo, utiliza-se o método de congelamento, auxiliando na
longa duracédo de armazenamento do microrganismo.

Para repiques em placa, o uso de fita crepe para sela-las foi adotado pelo
Laboratério de Tecnologia de Bioprocessos, reduzindo a evaporacao de agua
sem impedir a saida do COz, através de sua caracteristica ap0s seu crescimento,
depende do tipo de microrganismo (BOROWSKI, 2011).

3.5 Obtencéao e determinacao da concentracédo celular do in6culo

O indculo foi produzido a partir de repiques multiplicativos utilizando o
meio SPA sélido composto (g.L™) por: 20,0 sacarose; 5,0 peptona; 14,0 agar;
0,25 sulfato de magnésio e 0,5 fosfato dipotassico, sendo estes incubados em
estufa bacterioldgica a 28 °C por 72 h e ressuspensos em meio SPA liquido
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composto (g.L™1) por: 20,0 sacarose; 5,0 peptona; 0,25 sulfato de magnésio e 0,5
fosfato dipotassico. Um volume de 10 mL da suspenséao bacteriana foi transferido
para Erlemeyer de 250 mL contendo 40 mL de meio SPA liquido e incubados em
agitador incubador orbital a 150 rpm, a 28 °C durante 24 h.

Para a determinagdo da concentracdo bacteriana, a técnica de diluicdo
seriada foi realizada até a diluicdo 108, utilizando o meio liquido SPA, seguida
de plaqueamento das diluicdes 10" e 10® em placas com meio SPA sélido, as

quais foram incubadas a 28 °C por 48 h.

3.6 Liofilizagao

Os inéculos foram diluidos com o crioprotetor composto (g.L™) por: 0,93
peptona; 0,93 manitol, 0,46 glutamato sodico, 0,46 gelatina, 0,38 fosfato
monobasico de sbédio e 0,228 fosfato dibasico de sédio (ELLNER, 1978), na
proporgdo de 60 (in6culo): 40 (crioprotetor) (v.v1). Adicionou-se 2 mL desta
suspensao em frascos estéreis, tipo penicilina, com capacidade para 10 mL. Em
seguida, congelou-se as amostras a -70 °C em ultrafreezer, e entdo liofilizadas
(Liotop, Liobras ®, Brasil) por 24 h e armazenadas a temperatura de -18 °C, pelo
periodo de tempo demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Periodo de tempo em que as cepas de Xanthomonas arboricola pv.

pruni, abordadas neste estudo, permaneceram liofilizadas.

Periodo de tempo

Cepas liofilizadas
15 5 meses
68 1 més
77 3 meses
85 1 més
90 1 semana

106 5 meses
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3.7 Reativacao das cepas de Xanthomonas

As cepas de Xanthomonas arboricola pv. pruni, armazenadas a -18 °C
durante um periodo de tempo (Tabela 2) foram reativadas por reidratacdo com
2 mL de meio SPA liquido durante 20 min. Para avaliar a viabilidade das
bactérias, homogeneizou-se e retirou-se 100 yL dessa suspensao, seguida de
diluicdes decimais até 108, para plagueamento das diluices 107 e 108, em
meio SPA solido, as quais foram incubadas por 72 h a 28 °C. Apds, contou-se
as colénias tipicas e expressou-se o resultado em unidades formadoras de
coldnias por mililitros (UFC.mL"1). E necesséario evidenciar que esta variacdo de
tempo para reativacdo de uma célula para outra, da-se por problemas
encontrados na rotina de laboratério. Exemplo disso, é a utilizag&o do liofilizador,
visto que este equipamento possui bandejas (4) com possibilidade de 21 frascos
em cada. Cada cepa liofilizada dispée de 10 frascos, e dito isto, faz-se
necessario uma certa quantidade de cepas, refletindo, entdo, na variagdo de
tempo. Outro ponto que deve ser ressaltado, € que ainda durante a liofilizacéo,
contamina¢des podem acontecer, anulando o processo, uma vez que, este,

agora, precisa ser reiniciado.

3.8 Contagem de células

Com a diluicdo seriada realizada, dividiu-se a placa de petri em dois lados,
0s quais receberam um volume de 50 uL cada. Esta técnica é feita para que seja
possivel ter a contagem em triplicata. As placas foram armazenadas em estufa
bacteriologica por 72 h a 28 °C, sendo feita em seguida, a contagem das células,

caracterizadas pela forma viscosa, mucoide, de tamanho médio e amarelada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de células é fundamental para a avaliacdo das cepas e
obtencado da taxa de sobrevivéncia; a mesma é feita através da visualizacdo das

unidades formadoras de colbnia, demonstradas na Figura 4.

(A) (B)

FIGURA 4. Cultivo de células de Xanthomonas arboricola pv pruni, no mesmo
periodo de tempo diferindo nas diluicdes. A imagem (A) representa a diluicdo
seriada de 10 e a imagem (B) representa a diluicdo seriada de 107, ambas
foram incubadas por 72 h a 28 °C.

Fonte: autora, 2018.

Os indculos preparados para o processo de preservacao por liofilizacédo
apresentaram concentracdes adequadas para a asseguracdo de sobrevivéncia
dos microrganismos, conforme descrito por Pan et al. (2000) e apresentado na
Tabela 3.
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Tabela 3. Percentual de sobrevivéncia das cepas 15, 68, 77, 85, 90 e 106 de

Xanthomonas arboricola pv pruni reativadas ap0s serem submetidas ao

processo de liofilizac&o.

Concentracao Concentracao
Cepas bacteriana do | bacteriana apés | Sobrevivéncia
inéculo a liofilizacao (%)
(UFC.mL™1) (UFC.mL™1)

15 0,04 x 10%° 0,003 x 10%° 7,9
68 0,4 x 1010 0,02 x 1010 6,8
77 3,3 x 1010 0,06 x 10%° 17,9
85 1,6 x 101° 0,2 x 1010 14,3
90 3,6 x 1010 0,03 x 1010 10,2
106 0,9 x 10 0,01 x 101° 1,6

A tabela acima, descreve as cepas utilizadas no presente estudo com
suas respectivas taxas de sobrevivéncia. Apesar de terem sido reativadas em
tempos diferentes, este fator ndo influenciou de forma negativa, visto que o
esperado, conforme um maior periodo de tempo, € que a taxa de sobrevivéncia
diminua, o que ndo ocorreu com estas cepas. Exemplo disso é a taxa de
sobrevivéncia de 7,9% da cepa 15 de Xanthomonas, reativada apds 5 meses,
em comparacdo com a cepa 68, reativada apdés um més, com uma taxa de
sobrevivéncia de 6,8%. A cepa 77, reativada apos 3 meses, obteve uma taxa de
sobrevivéncia de 17,9%, a maior anotada no presente trabalho, seguida das
cepas 85 e 90. Em comparacdo das cepas, a 106 apresentou a mais baixa
sobrevivéncia, ainda que esta seja 6tima por se apresentar em 10%°.

Observou-se, também, que as cepas 85 e 90 necessitaram de 24 h mais
do que as outras, na estufa bacterioldgica, para um crescimento microbiano
visivelmente melhor. Garcia-Ochoa et al., 2000 afirmam que o crescimento de
Xanthomonas e a possivel contagem das unidades formadoras de coldnia se da
a partir de 72 h. Entretanto, as cepas citadas (85 e 90) necessitaram de 96 h
para demonstrar colénias caracteristicas de Xanthomonas, fator que nao foi
investigado neste estudo e ndo implicou de forma alguma, visto que ndo houve
diferenca fenotipica, descartando, por exemplo, a presenca de mutacoes.

A sobrevivéncia durante a liofilizagdo e o armazenamento € dependente,
principalmente, das caracteristicas dos microrganismos, da concentracdo da

cultura liofilizada, dos meios de multiplicacao celular e reidratacdo empregados,
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do agente crioprotetor, da temperatura de armazenamento e das condi¢des de
recuperacdo do material liofilizado (HECKLY, 1961; BAIOCCO, 1997). Dentre
estes fatores, o tnico modificado neste estudo foi 0 microrganismo. Assim, pode-
se afirmar que a viabilidade celular de X. arboricola pv pruni, foi cepa-
dependente. O gréfico abaixo demonstra, com mais clareza, a diferenca das
cepas mediante sua taxa de sobrevivéncia, sem a influéncia do periodo de

tempo, reforcando a ideia da bactéria ser cepa-dependente.

Grafico 1. Taxa de sobrevivéncia das cepas de Xanthomonas arboricola pv.
pruni sem sofrer influéncias do periodo de tempo em que permaneceram

armazenadas apos o processo de liofilizacao.

Sobrevivéncia (%)

20
18
16

14
12
10
15 68 77 85

90 106

o N B O

Ainda que o genoma de Xanthomonas seja caracterizado por uma
elevada estabilidade, faciltando sua conservacdo, sua conservacao
(MARTINEZ-SALAZAR et al., 1993), observou-se, em outros estudos, que
podem ocorrer variagdes fenotipicas em cepas da mesma espécie (NITSCHKE;
THOMAS, 1995; MOREIRA et al., 2001; LUVIELMO; VENDRUSCOLO;
SCAMPARINI, 2007; BORGES et al., 2009a). Embora na literatura 0 meio YM
seja citado como sendo 0 mais usado para o cultivo de Xanthomonas (HAYNES,
1955; GARCIA-OCHOA et al, 2000; VENDRUSCOLO; MOREIRA;
VENDRUSCOLO, 2006), foi utilizado, para a multiplicacdo das bactérias,

previamente a liofilizacdo, e também para a reidratacéo (reativagdo) do material
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liofilizado, o meio SPA, visto que trata-se de um meio nao seletivo que é util para
isolamentos bacterianos de propdsito geral.

A adicdo de 40% de crioprotetor ao meio de suspensao das cepas e 0
armazenamento das culturas a -18 °C também forneceram condi¢des para que
as bactérias liofilizadas permanecessem viaveis. O uso de agentes
crioprotetores apropriados aumenta a sobrevivéncia consideravelmente,
protegendo a célula microbiana dos danos causados pelas etapas do
congelamento e reidratacdo (HUBALEK, 2003). Ndoye et al. (2007) liofilizaram
bactérias acéticas termorresistentes utilizando manitol como crioprotetor e
constataram que as culturas conservadas a 4°C mantiveram-se viaveis por pelo
menos 6 meses. Um dos principais motivos para o sucesso da liofilizacdo foi a
adicdo do crioprotetor, que tende a diminuir a atividade de agua, e o
armazenamento a baixa temperatura.

Bactérias produtoras de exopolissacarideos (EPS) sdo, de modo geral,
bastante resistentes a liofilizacdo. BOROWSKY (2011) obteve uma taxa de
sobrevivéncia de 6% para cepa 24, preservada pelo mesmo método do presente
trabalho. Ao recuperar células desta mesma cepa, preservadas durante 12 anos
por liofilizacdo, observou-se, apesar do percentual de mortalidade de 85% no
periodo, uma concentracdo final de 8,7x107, atestando a adequabilidade da
técnica para esta bactéria. E ainda, segundo HUBALEK (2003), o uso de agentes
crioprotetores apropriados aumenta a sobrevivéncia consideravelmente, pois
possuem a capacidade de proteger a célula microbiana dos efeitos deletérios

das etapas do congelamento e reidratacdo, como a ruptura celular.

5 CONCLUSAO

Como descrito no presente trabalho, os métodos de preservacao de
microrganismos podem ser utilizados para as cepas de Xanthomonas arboricola
pv pruni. A escolha do método de liofilizacdo se deu pela possibilidade de
armazenar a bactéria visando reduzir perdas de cepas da bacterioteca
disponivel no Laboratorio de Tecnologia de Bioprocessos e diminuir formas

mutagénicas que poderiam ocorrer caso outro método fosse utilizado.
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As cepas ainda sdo mantidas através de repiques periddicos no
Laboratério de Tecnologia de Bioprocessos até que ocorra a liofilizacéo de todas
as presentes.

Como mencionado, ocorreu a busca por uma técnica que mantivesse o
microrganismo preservado por um longo periodo de tempo. A liofilizacdo é um
meétodo de custo elevado e que demanda equipamentos sofisticados, e essas
sdo desvantagens se comparadas com outros métodos de preservacédo. O que
acaba por diferenciar a liofilizacdo do congelamento de cepas, é que nesta, a
agua é retirada totalmente, ndo ocorrendo a formacao de cristais de gelo que
causam danos celular, como a ruptura da membrana celular. No congelamento
de amostras, ainda que ocorra 0 uso de crioprotetores, existira a formacéo de
cristais de gelo, aumentando assim, a chance de ruptura celular.

Segundo HUBALEK (2003), o uso de agentes crioprotetores apropriados
aumenta a sobrevivéncia consideravelmente, pois possuem a capacidade de
protege a célula microbiana dos efeitos nocivos das etapas do congelamento e
reidratacéo.

Desta forma, as cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni, abordadas
no presente trabalho, apresentaram uma preservacao eficiente e condizente com
os dados da literatura apos o processo de secagem por liofilizacdo de in6culos
adicionados de crioprotetor, corroborando a viabilidade celular deste método de

preservacgao.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste trabalho, pretende-se dar continuidade ao
acompanhamento das cepas preservadas através do método utilizado, podendo
avaliar se houve ou ndo mutacdes, ainda que, no presente estudo tenha-se
observado que n&do houveram diferencas fenotipicas, corroborando com a
auséncia de possiveis mutacdes, para entao selecionar cepas de Xanthomonas
arboricola pv. pruni visando a alta produtividade e viscosidade para possivel

scale up industrial.
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