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Resumo

BOROWSKI, Joyce Moura. Influéncia de métodos classicos e alternativos de
preservacao de cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni na produgéo,
viscosidade e composicdo quimica da xantana. 2011. 103f. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Métodos adequados de preservagdo, além de manterem a viabilidade e a
estabilidade genética dos micro-organismos, devem ser praticos e pouco
dispendiosos. Bactérias do género Xanthomonas sdo amplamente pesquisadas
e utilizadas industrialmente para produzir xantana, o polissacarideo microbiano
de maior importancia comercial. O estudo da preservacao da viabilidade celular
deste micro-organismo constitui uma necessidade primordial para dar suporte e
continuidade a essas pesquisas. Neste trabalho verificou-se a eficiéncia de
técnicas tradicionais de preservacdo e testou-se métodos alternativos para
conservacdo de X. arboricola pv pruni. Avaliou-se viabilidade celular,
capacidade produtiva, viscosidade e composicdo quimica de xantanas
produzidas por trés cepas, aqui codificadas como HJ, FH e LF, mantidas por
técnicas convencionais, liofilizacdo e repiques periodicos, durante 12 anos, e
por técnicas alternativas, em sementes de girassol, pérola de vidro e solo
estéril, durante 7, 15 e 30 dias. Os repiques sucessivos mantiveram viaveis
todas as cepas. A preservacao por liofilizacéo foi cepa dependente, obtendo-se
taxas de sobrevivéncia de 0,031%, 14,5% e 86,1%, respectivamente, com
menor valor correspondendo a 2,6.10°UFC.mL™. Nos métodos alternativos a
preservacao foi método-tempo-cepa dependente, sendo que a preservacao em
sementes resultou na maior viabilidade, variando entre 0,071 a 0,003%. Os
repiques sucessivos no meio SPA néo prejudicaram a capacidade produtiva,
verificando-se aumento de 49% e 47% para as cepas HJ e LF,
respectivamente, e reducdo de 9% para FH, quando comparada com os
valores prévios. A liofilizagcdo causou reducao apenas a cepa LF; entretanto, a
passagem adicional no meio nutritivo SPA reverteu esta reducdo e ocasionou
um aumento de aproximadamente 81%. Para os meétodos alternativos, a
capacidade produtiva foi tempo-cepa dependente, sendo verificada diminuicéo
no 7° e 15° dia e recuperacédo no 30° dia. O repique no meio SPA aumentou a
viscosidade das xantanas das cepas HJ e FH e reduziu para a cepa LF. A
liofilizacdo ocasionou aumento na viscosidade para a cepa FH, que nao foi
revertido pela passagem adicional em SPA. Os métodos alternativos causaram
reducbes aleatérias na viscosidade. Independentemente do método utilizado,
as cepas preservadas continuaram a apresentar os mondmeros esperados
para a xantana do patovar pruni, glicose, manose, ramnose e acido glicurénico.
Para a preservacédo de X. arboricola pv pruni, por longos periodos, recomenda-
se a liofilizacéo e, por periodos curtos, e também para o transporte de culturas,
sugere-se as técnicas alternativas testadas; estas contornam os problemas de
custos de equipamentos, escassez de mao-de-obra, dificuldade no transporte
de amostras e espaco fisico para o armazenamento do estoque.

Palavras chave: Xanthomonas arboricola pv pruni. Preservacdo. Técnicas
convencionais. Técnicas alternativas.



Abstract

BOROWSKI, Joyce Moura. Influence of classics and alternatives preservation
methods of strains of Xanthomonas arboricola pv pruni in xanthan production,
viscosity and chemical composition. 2011. 103f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Appropriate methods of preservation, while maintaining the viability and genetic
stability of micro-organisms, should be practical and inexpensive. Bacteria of
the genus Xanthomonas are widely researched and used industrially to produce
xanthan gum, a microbial polysaccharide of most commercial importance. The
study of preservation of cell viability of this micro-organism is a prime necessity
to support and continue this research. In this work we verified the effectiveness
of traditional techniques of preservation and tested alternative methods for
conservation of X. arboricola pv pruni. We assessed cell viability, production
capacity, viscosity and chemical composition of xanthan produced by three
strains, here coded as HJ, HF and LF, maintained by conventional techniques,
freeze drying and the periodic sampling for 12 years, and alternative
techniques, in seeds sunflower, glass bead and sterile soil for 7, 15 and 30
days. The successive sampling maintened all strains viable. Preservation by
freeze-drying was strain dependent, resulting in survival rates of 0.031%, 14.5%
and 86.1%, respectively, with lower value corresponding to 2x6.10°CFU.mL™.
In the alternative methods, the preservation was time-strain dependent, and the
preservation in seeds resulted in higher viability, ranging from 0.071 to 0.003%.
The successive samplings in SPA medium did not harm the productive
capability and there was an increase of 49% and 47% for strains HJ and LF,
respectively, and reduction of 9% for FH, when compared with the previous
values. Freeze-drying caused a reduction only to the strain LF, however, the
additional passage in SPA medium reversed this reduction and caused an
increase of approximately 81%. For alternative methods, the production
capability was time- strain dependent, and we found a decrease in the 7" and
15" days and recovery in the 30" day. The sampling in SPA medium increased
the viscosity of xanthan of strains HJ and FH and reduced for the strain LF.
Freeze- drying caused an increase in viscosity for the strain FH, which was not
reversed by further passage in SPA. Alternative methods have caused random
reductions in viscosity. Whichever method is used, the preserved strains
continued to show the expected monomer for the pathovar pruni xanthan,
glucose, mannose, rhamnose and glucuronic acid. For the preservation of X.
arboricola pv pruni for long periods, it is recommended freeze-drying, and for
short periods, and also for transportation of cultures, it is suggested alternative
techniques tested; these circumvent these problems cost of equipment,
shortage of labor, work, difficulty in transportation of samples and floor space
for storage of inventory.

Key words: Xanthomonas arboricola pv pruni. Preservation. Convencional
techniques. Alternative techniques.



Lista de Figuras

Figura 1 - Xanthomonas campestris (micrografia 12000X)............ccccoeeerenn.. 19

Figura 2 - Estrutura molecular da xantana produzida por X. campestris pv
(08210 0] 0131 1 1 PP PPPPPPPPPPPPR 26

Figura 3 - Efeito de crioprotetores na sobrevivéncia de células

CONQEIAAAS. ... 36
Figura 4 — Estruturagao do primeiro eXperimento..........cooeeeeeeeeiiiiievvvnnnnnee. 50
Figura 5 — Estruturagdo do segundo experimento.........cccceeeeeeeeeeeeeeniiinnnnnns 54

Figura 6 — Mini-dessecadores confeccionados com uma camada de silica

gel, uma camada de |a de vidro e cobertos com papel pardo.................... 55

Figura 7 — Frascos contendo solo e cobertos com papel pardo.................. 56

Figura 8 — Frascos contendo células de Xanthomonas arboricola pv pruni
liofilizadas armazenadas a temperatura (A) ambiente e armazenadas a -
S O (= TP PR 62

Figura 9 - Viscosidade (mPas) vs taxa de deformacdo (s™), a 25°C, de
solugcbes aquosas de xantana a 3% (m/v), produzidas por cepas
preservadas por liofilizacdo (LIO), liofilizacdo e reativacdo com duas
passagens em meio sélido SPA (LIO 2) e por repique mensal em meio
SONAO SPA (SPA)....ci it 68



Figura 10 - Placas com crescimento de Xanthomonas arboricola pv pruni e

contaminacgao, indicada pelas Setas.............oevvvvieiiiiiiiiiiin e

Figura 11 — Cromotografia em camada delgada (CCDC) de xantanas
produzidas por cepas preservadas por técnicas alternativas, sendo: 1) 7
dias em sementes; 2) 15 dias em sementes; 3) 30 dias em sementes; 4) 7
dias em pérolas; 5) 15 dias em pérolas; 6) 30 dias em pérolas; 7) 7 dias
em solo; 8) 15 dias em solo; 9) 30 dias em solo. Padrdes de glicose (P1),
ramnose (P2), manose (P3) e &cido glicurbnico (P4), no sistema:
cloroférmio:metanol:acido acético:agua 40:40:10:10 (v/viviv), gel de silica
60 F254, padrbes de glicose, ramanose, manose e acido glicurénico e

revelador anisaldeido SUITUMNCO. . ..o

71



Lista de Tabelas

Tabela 1 Concentracdo celular e percentual de sobrevivéncia de células
preservadas por liofilizagcdo durante 12 anos.............eeeeeeriiiniiinneeeeeneeeennns

Tabela 2 Crescimento celular de X. arboricola em 24h de cultivo em
MEIO HQUIAO Y. .

Tabela 3 Producdo de xantana* por células preservadas por técnicas

convencionais, comparada com valores prévios (controle)**......................

Tabela 4 Relacdo entre numero inicial de células e producdo de

xantana*, comparados a valores prévios (controle)**...........ccccccvvvvvvevvinnnnnns

Tabela 5 Viscosidade, a 25°C e 10s™, das solucdes aquosas a 3% (m/v)
de xantanas produzidas por células preservadas por técnicas
convencionais, comparada com valores prévios

(0 11 £0] =) LSS

Tabela 6 Concentracdo celular e percentual de sobrevivéncia de células

preservadas por técnicas alternativas.............ccccoevvvvviiiiiiiiiiciiie e

Tabela 7 Producdo de xantana* por cepas preservadas por técnicas
AIEEINATLIVAS. ...ttt ee e e e e e e e e e

Tabela 8 Viscosidade, 25°C a 10s-1, das solucfes aquosas de xantana a
3% produzidas por células preservadas por técnicas alternativas,
comparadas com valores de viscosidade de xantana produzida por

células preservadas por repiques mensais em SPA.........cc..oeeeviiiiiieiiiiiennn,

59

64

65

67

69

73

79

78



Tabela 9 Concentracdo celular e percentual de sobrevivéncia de células
preservadas por técnicas convencional e

AT NATIVAS ... et e e

Tabela 10 Producédo de xantana* por cepas preservadas por técnicas

CONVENCIONAIS € Al BINATIVAS. ... ee et aaeaees

Tabela 11 Viscosidade, a 25°C e 10s™, das solucBes aquosas de
xantana a 3% produzidas por cepas preservadas por técnicas

CONVENCIONAIS € A BINATIVAS. .. ce et e et

80

82



SUMARIO

(IS =W Lol o U] T TP OO PP OUPPPPPPPPPPPRN 09
IS = W o [T 1= o 1= - USSP 11
INEFOTUGEO ...ttt e e ee e e 15
1. REVISA0 A€ LIteratUra........cceveveeeiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e 19
I = 11 e ] 00 = 19
1.2 GOMA XANTANA..cciiitiiieiie ettt e e ee e et e e e e e eeana e ees 21
1.2.1 Historico, propriedades € apliCaGOesS ......ccoeeevvuviiiieeeeiiiiiieeee e 21
1.2 2 PrOAUGED ...ttt ettt e e e e e e e e e e eeee e e e 22
1.2.3 COMPOSIGAD QUIMICA. .c.uuveeeeieeeeiiiieeeeeeeeiitiitee e e e e st e e e e e e s sebeeeeee e e 26
2 V=Y oo ] Lo =T I SRR 27
1.3 Manutengao de MiCro-0rganiSMOS e ... uuuueerririiiieeeeaeeeneaeeesssiiniiieeeens 29
1.3.1 Métodos para a preservagado de miCro-organiSmoS.........ccceeeeeeennne. 31
1.3.1.1 MEtOd0OS ProPaAGALIVOS . ..uueeeiiiiiiiiiiiiie e e e e e 31
1.3.1.2 Métodos ndo-propagativos e semi-propagativosS........ccccceeeeeeeeennn. 34
1.3.1.2.1 MEtodOS CONVENCIONAIS....uiieieeiiieieeeeiiiniisaiaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnenns 34
1.3.1.2.1.1 Liofilizagdo e secagem por atomizagao...........ccceeummmrrrrrrnnnnnn. 37
1.3.1.2.1.2 Ultra coNgelamentO.........uuiiiiiiiiiii e e e e 40
1.3.1.2.1.3 Conservacao em nitrogénio liquido..........cccceevvvrvrvvririnniiinnnnnnn. 40
1.3.1.2.2 MEtOdO0S AltEINALIVOS....uuuuiiiiiiiiieeee ettt 42
1.3.1.2.2.1TirasS d€ PAPEl.....ccciee e 42
1.3.1.2.2.2 Silica gel, pérolas de vidro ou porcelana...............ccccceevvevene ... 43
1.3.1.2.2.3 Sementes € graos de CEreaiS ........covvvrrrrrerrrrniiiiiiieeeeeeeeeenaene s 44
1.3.1.2.2.4 SOI0 € @rei@ EStereIS ....ccoeii ittt 44
1.3.1.2.2.5 AQUA AESTHAA. .....c.eeieeeecei e 45
1.4 Avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos apo0s a

(o301 ST =T V2= To}> Lo TP 46
1.5 Escolha do método de pPreServaCan.......cccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannnnnnnns 47
2 Material @ MELOAOS. ..ot e 49
2. LMAEETTAL ..ciiiie e ————— 49
2.1.1 MiCrO-0OrganiSIMOS.....cceeieieiiiieeeeeeiiiee e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaaaaearaaaanaeeaes 49
2.1.2 REAGENTIES ...ttt 49
2.1.3 EQUIPAMENTOS. . uuuiiii et e e e e —————— 49
P2 Y/ 1< (o T Lo 1= TS UPPUPPPPPP 50
2.2.1 Avaliacdo de métodos classicos utilizados para a preservacao

de X. @rDOrICOl@. .uueeiiiiiiieece e 50
2.2.1.1 Preservacao por liofilizaCao...........cceeeeiiviiiiiiiiiceciice e 51
2.2.1.1.1Liofilizacdo e armazenamento............ccceevvvveriiiiiiiiiie e ee e eeeeee e 51
2.2.1.1.2 Reativacédo e determinacao da viabilidade celular..................... 51
2.2.1.1.3 Propagacéo de células em meio sélido a partir da suspensao

bacteriana reativada...... ... 51
2.2.1.1.4 Propagacéao de células em meio soélido a partir de colbnias

ISO AU AS ... 52

2.2.1.2 Preservagao por repiques MEeNSAIS......ccuuuuuumruuiiireereeeeeeeereeeeennneenns 52



2.2.1.2.1 REPIQUES MENSAUS .. .uuuurrriiiiiiieieieeeeaaiarsrnrrsrreeeeeeeeeeaaaaeeeannnns 52
2.2.1.2.2 Propagacao de células em meio sdlido a partir de coldnias

(1 0] = To = 1SS 52
2.2.1.3 Producao de xantana e avaliacdo da capacidade produtiva....... 52
2.2.1.4 VISCOSIHAUEC.....ceeiieeeiiiiiiiiie e s e e e e e ae e e e e eeeaeeene 53
2.2.1.5 COMPOSIGAO QUIMICA. ...uuuviiieeeeeiiiiiiiiie et ee e 53
2.2.2 Avaliacdo de métodos alternativos para a manutencdo de X.

=g o To ] o [od'o ] > WO 54
2.2.2.1 Multiplicag@0o Celular............coooiiiiiiiiiie e 54
2.2.2.2 Preservacgao das células de X. arboricola.........ccoceveeiiniiiiiniinnnnns 54
2.2.2.2.1 Armazenamento em sementes de girassol.....cccccccceeeeiiniinninnns 54
2.2.2.2.2 Armazenamento em pérolas de Vidro........ccccceeerviiiiieiniiiicinennn. 56
2.2.2.2.3 Armazenamento em S0l0 eStéril.........ccccovimrrriiiiiieeii e 56
2.2.2.3 Recuperacdo das células conservadas, avaliagdo da

viabilidade e propagagdo em meio SOlidO........cceeerviiiiiiiiniiiiieeee e 57
2.2.3 AnAlise eStatiStiCa......ccceeeiiiiii e 57
3 ResUItad0S € diSCUSSA0....ccciiieieeeee e 58
3.1 Influéncia dos métodos convencionais de preservacdo de X.

= o To 1 g [ox'o ] > U 58
3.1.1 Viabilidade Celular..........ccouoiiiiiii e 58
3.1.2 ProdUGa0 de XaNTANa.......ccoeerieiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e s 64
G 00 G BV 1= o 0 1= Yo = o 1= 68
3.1.4 COMPOSIGAO QUIMICA 1.uuvvrririieiiiiiiieeeeeeesiese bbb e e e e e e e e e e e e e e e e 70
3.2 Influéncia dos métodos alternativos de preservacdo de X.

AIDOTICOIA e 71
3.2.1 Viabilidade celular...........ooooiiiiii 72
3.2.2 ProducCan de Xantana..........ccevverrueiuuuniiiiiiieeeeeeeeeeeeeesenienann s e eaaaaeaes 75
3.2.3 VISCOSITAAU . ....ciiiiiiiiiiiiiiie ettt 76
3.2.4 COMPOSICAD QUIMICA...eeurruuuuiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeitiiss s esseeeeeseeeaeeessreennes 79
3.3 Comparacdo entre métodos classicos e alternativos de

preservacao de X. arboricola.........uuvuviiiiiiiiiiii e 80
3.3.1Viabilidade Celular...........oooiiii e 80
3.3.2 Producaon de Xantana..........ccevveurueiiuiiiiiiiis e eee e e eee e e e e 81
3.3.3 VISCOSIAAU . ....ciiiiiiieieeeee et 82
4 CONCIUSED ..ottt e e e e e e e s 84

R (2 2] Lo = TR 86



INTRODUGCAO

A correta preservacdo de micro-organismos € fundamental na
microbiologia industrial (SIMIONE, 1998; CAMEOTRA, 2007), pois é cada vez
maior o numero de substancias obtidas via fermentativa, tais como enzimas,
vitaminas, aminoacidos, polissacarideos, entre outras (CARVALHO et al., 2005;
SILVA et al., 2005; CANILHA et al., 2005).

Polimeros sintetizados por bactérias, fungos e leveduras recebem o
nome de biopolimeros microbianos. Dentre esses, 0s do tipo polissacaridicos
possuem um elevado valor comercial e sdo, comumente, chamados de gomas
ou hidrocoldides devido a capacidade de formarem solucdes viscosas e geéis
em meio aquoso, a semelhanca de outras gomas tradicionais de origem
vegetal (SCAMPARINI; ROSSATO, 1990; MAUGERI FILHO, 2001). Os
biopolimeros microbianos sdo uma alternativa valida como substituintes dessas
gomas, pois apresentam algumas caracteristicas similares e outras vantajosas,
como propriedades especificas que os qualificam para o desenvolvimento de
novos produtos. A producdo de gomas microbianas ndo € suscetivel as
condi¢cbes climaticas, contaminacdo marinha ou falha na colheita, que
prejudicam a oferta das gomas tradicionais e, além disso, apresentam maior
uniformidade em sua qualidade, pois sua producdo pode ser controlada
cuidadosamente (VENDRUSCOLO, 1995). Adicionalmente, existem técnicas
genéticas que permitem obter polissacarideos com propriedades especificas
(MAUGERI FILHO, 2001; PADILHA, 2003). Tem-se observado um grande
interesse do setor alimenticio, farmacéutico, quimico e petroguimico por estes
compostos.

Entre os polimeros microbianos, a xantana apresenta merecido
destaque devido suas propriedades reoldgicas, responsaveis por sua grande
utilizacdo na industria de alimentos. Esse exoheteropolissacarideo, produzido
comercialmente pela bactéria Xanthomonas campestris (LILLY; WILSON;
LEARCH, 1958; GARCIA-OCHOA et al., 2000; ROSALAM; ENGLAND, 2006),
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ainda ndo é produzido no Brasil, sendo totalmente importado. No entanto, o
pais apresenta potencial para fabricagdo de xantana em escala industrial; as
bactérias do género Xanthomonas séo abundantes na microbiota brasileira e o
substrato para sintese do polimero representa um baixo custo de producao, ja
gue o pais dispbe das matérias-primas basicas (acucar, extrato de levedura e
alcool) para a producéo de xantana (VENDRUSCOLO, 1995; MOREIRA, et al.,
2001; PADILHA, 2003). Como suporte para producdo ainda tém-se a
bacterioteca da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/Clima
Temperado (EMBRAPA/CPACT), que possui uma coletanea de cepas de
Xanthomonas isoladas ao longo de mais de 30 anos de pesquisas realizadas
pelos fitopatologistas dessa unidade. Além disso, ja& exitem varias patentes
nacionais sobre diferentes processos de obtencédo de xantana (SCAMPARINI;
ROSATO, 1990; VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSSCOLO, 2006;
DRUZIAN; BRANDAO; NERY, 2007; NERY; BRANDAO; DRUZIAN, 2009;
GOMES et al., 2010; PADILHA et al., 2010).

A grande aplicabilidade industrial da xantana e seu amplo mercado
mundial vém estimulando os pesquisadores da area a desenvolverem estudos
sobre as melhores condicbes de multiplicagcdo celular da Xanthomonas,
parametros de producao, recuperacdo e purificacdo deste exopolissacarideo,
bem como estudo sobre as suas propriedades, a fim de obter a melhor relacao
de rendimento e qualidade reolégica do produto sintetizado (SILMAN;
ROGOVIN, 1970; CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000;
VENDRUSCOLO et al., 2000; DIAZ, 2002; ANTUNES et al., 2003; BORGES
2004; BORGES et al., 2009a).

No entanto, xantanas com propriedades reoldgicas inadequadas, baixo
rendimento e, consequente, custo de producdo elevado, podem ser
sintetizadas por sublinhagens decorrentes do continuo subcultivo da bactéria
durante a etapa de producdo do indculo (RAMIREZ et al., 1988). Pesquisas
relatam que repiques sucessivos da bactéria aumentam a probabilidade de
mutacbes espontaneas e aleatorias (KIDBY et al., 1977; RAIMANN et al.,
2002). Deste modo, a utilizacdo de ino6culos de Xanthomonas adaptados ao
meio, estaveis e livres de sublinhagens improdutivas, torna-se fundamental

para incrementar a produtividade do processo fermentativo (BAIOCCO, 1997).
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A manutencdo de células de Xanthomonas vidveis e estaveis constitui-
se numa das prioridades das pesquisas relacionadas a xantana. Os
procedimentos conhecidos para a preservacdo da bactéria sdo classificados
apenas como adequados ou inadequados (SALCEDO et al., 1992), e séo
escassos na literatura os relatos sobre o desempenho quantitativo dos métodos
utilizados para a conservacao desse micro-organismo.

Pesquisadores do Laboratério de Biopolimeros (Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico/Universidade Federal de Pelotas), em parceria
com a EMBRAPA/CPACT, geraram as patentes nacional (Pl 0406309-0) e
internacional (W02006047845) sobre producdo de xantana por Xanthomonas
arboricola pv pruni. Seus trabalhos comprovaram que esta bactéria é capaz de
produzir xantana com rendimento e qualidade equivalentes as xantanas
comerciais (MOREIRA et al, 2001; VENDRUSCOLO; MOREIRA;
VENDRUSCOLO, 2006; BORGES et al., 2009b). Producéo, caracterizacéo e
aplicacdo dos biopolimeros produzidos por esta espécie sdo os alvos destas
pesquisas ha quase duas décadas. As culturas de X. arboricola pv pruni do
Laboratério de Biopolimeros tém sido mantidas por liofilizacdo, método
convencional, porém de alta tecnologia, e por repiques mensais em placas
contendo meio solido SPA (Sucrose Peptone Agar).

Técnicas simples de conservacdo de micro-organismos, de baixo custo,
com rapidez de execucdo, elevado grau de eficiéncia e que ndo requeiram
equipamentos sofisticados sdo importantes em qualquer laboratério de
pesquisa. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo geral estudar a
eficiéncia de técnicas convencionais de manutencdo de X. arboricola pv pruni,
bem como testar métodos alternativos para preservacdo desse micro-
organismo, a fim de manter a bactéria viavel para a sintese de xantana de alta
gualidade.

Os objetivos especificos desta pesquisa foram:

- Determinar a eficiéncia de métodos tradicionais de preservacao, liofilizacédo e
repigues mensais em meio sélido SPA, ap6s um periodo de 12 anos, sobre a
viabilidade, capacidade produtiva, viscosidade e composicdo quimica da
xantana produzida pelas cepas HJ, FH e LF de X. arboricola pv pruni, mediante

comparacao aos resultados prévios ao periodo de preservacao.
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- Verificar a influéncia da readaptacao das células liofilizadas ao meio sélido de
propagacéo na capacidade produtiva e qualidade da xantana produzida pelas

cepas estudadas.

- Verificar a influéncia de métodos alternativos de conservagdo em sementes
de girassol (Helianthus annus), pérolas de vidro e solo estéril, em temperatura
ambiente, na viabilidade celular, capacidade produtiva, viscosidade e
composi¢cdo quimica das xantanas produzidas, utilizando células oriundas de

repiques mensais em meio solido SPA.

- Comparar as técnicas convencionais e alternativas avaliadas quanto a
manutencdo da viabilidade das cepas de Xanthomonas, producdo e

viscosidade da xantana.



1 Revisao de Literatura

1.1 Xanthomonas

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

Figura 1 - Xanthomonas campestris (micrografia 12000x).
Fonte: GARCIA-OCHOA et al., 2000.

O crescimento de Xanthomonas em meio sélido Yeast Malt (YM)
(HAYNES; WICKERHAM; HESSELTINE, 1955) é caracterizado por col6nias
mucoides, viscosas e lisas. Pigmentos amarelos, chamados de

xantomonadinas, sdo sintetizados por todas as espécies da bactéria, porém
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podem estar ausentes quando ocorre alguma degradacao (BRADBURY, 1984;
GARCIA-OCHOA et al., 2000).

X. campestris pv campestris é utilizada comercialmente para producao
de xantana, um biopolimero de ampla aplicagdo industrial (JEANES, 1974;
SUTHERLAND, 1993, GARCIA-OCHOA et al., 2000). Porém, estudos
comprovam que, devido a similaridade morfolégica e fisiologica, outros
patovares como manihotis, begoniae e dieffenbachiae (NITSCHKE; THOMAS
1995; TESSMAN, 2002; LUVIELMO; VENDRUSCOLO; SCAMPARINI, 2007,
ROTTAVA et al.,, 2009; MAYER et al., 2010), e mesmo outras espécies da
bactéria como X. arboricola (SCAMPARINI et al., 1998; SOUZA;
VENDRUSCOLO, 1999; VENDRUSCOLO et al., 2000; MOREIRA et al, 2001;
MOREIRA, 2002; PAN; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2000; BORGES, 2004,
PINTO, 2005; VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2006; BORGES
et al., 2009a;b), anteriormente classificada como X. campestris pv pruni,
também possuem capacidade de producdo de xantana em quantidades
apropriadas para industrializagéo.

Até meados dos anos 90, as bactérias do género Xanthomonas que
infectavam cruciferas, como couve-flor, brocolis 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 patovar campestris e X. campestris patovar pruni,
respectivamente. Durante a década de 90, pesquisadores sugeriram uma nova
classificacado para o género, levando em consideracéo, 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 composicdo quimica das
xantanas produzidas, mostraram que o patovar pruni possuia similaridade com
0 patovar juglandis, mas ndo com o campestris. A reclassificacdo proposta foi
adotada pelo Manual Bergeys, edicdo 2005 (SADDLER; BRADBURY, 2005),
na qual o patovar pruni foi incluido em uma nova espécie, X. arboricola, com a

nomenclatura X. arboricola pv. pruni.
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1.2 Goma xantana

1.2.1 Historico, propriedades e aplicacdes

Na década de 50, pesquisadores do Northern Regional Research
Laboratory (NRRL) do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
descobriram a xantana enquanto identificavam micro-organismos produtores de
gomas de interesse comercial soluveis em dgua (MARGARITIS; ZAJIC, 1978).
Na década de 60 pesquisas intensivas foram realizadas por alguns laboratérios
industriais, resultando na producdo 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 adicdo de xantana em alimentos é permitida desde
1965, pelo decreto Lei n° 55.871, da Legislacdo Brasileira de Alimentos
(BRASIL, 1965). Juntamente com a dextrana, gelana e curdulana, constitui-se
em um dos quatro biopolimeros aprovados pela Food and Drugs Administration
(FDA) para uso alimentar (KANG; VEEDER; COTTRELL, 1983).

As maiores vantagens do uso de xantana em relacdo a outros
hidrocoloides devem-se, principalmente, a suas propriedades reoldgicas, que
permitem a formacdo de solucdes viscosas a baixas concentracdes (0,05-
1,0%), além de estabilidade em ampla faixa de pH (2,5-11) e temperatura (10-
90°C), grande escala de producdo em curto espaco de tempo e propriedades
pseudoplasticas (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). Por ser compativel com proteinas, lipidios e outros
polissacarideos, como amido e pectina, a xantana pode ser utilizada em
produtos de panificacdo, aumentando sua vida de prateleira e contribuindo para
a estrutura (SUTHERLAND, 1998; PREICHARDT, 2009). A facil dissolucédo da
xantana em agua fria ou quente, proporcionando rapido incremento da
viscosidade, possibilita seu uso em misturas secas para produtos como
molhos, recheios e sobremesas. A adicdo de xantana melhora a estabilidade
de alimentos congelados por meio da ligacédo da agua livre, evitando a sinerese

(KATZBAUER, 1998); age como estabilizante em sorvetes e em substitutos de
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clara de ovo a base de proteina de soro e gelatina; previne aderéncia e
adiciona corpo em géis de frutas, além de proporcionar viscosidade a molhos
utilizados em pizza, inibindo sua absor¢do pela massa (PEREIRA, 2009;
UCKER et al., 2010). A xantana tem sido utilizada no desenvolvimento
sobremesas livres de ingredientes de origem animal, como mousse de
maracuja, mirtilo e framboesa (ALVES et al., 2011; COUTO et. al., 2011; KUCK
et al., 2011).

Em produtos farmacéuticos em geral, a xantana é utilizada em emulsdes
ou suspensdes, impedindo a separacdo de ingredientes ndo sollveis; ja em
cosmeéticos a maior utilizagdo é em cremes e géis, proporcionando suavidade e
maciez devido a sua pseudoplasticidade. Em produtos de higiene a principal
aplicacdo € em cremes dentais e xampus (KATZBAUER, 1998; BORN;
LANGENDORFF; BOULENGUER, 2002; MOREIRA, 2002). O uso da xantana
nestes produtos € considerado seguro, pois ela é atdxica, ndo causa irritacéo
na pele, olhos ou mucosas (PARFITT, 1999) e ndo é genotoxica ou mutagénica
(ROLL, 2005; RODRIGUES, 2010).

Na industria petrolifera € empregada como modificador reolégico do
fluido de perfuracdo de pocos (BORGES et al., 2009b), e na recuperacao
terciaria do petroleo, por ndo ser sujeita a degradacdo por cisalhamento
(TAYLOR; NASR-EL-DIN, 1993), ter excelente compatibilidade com sais e ser
resistente a degradacao por temperatura (ROSALAM; ENGLAND, 2006).

Com uma producédo mundial de aproximadamente 40 a 50 mil toneladas
por ano, a xantana é o polissacarideo microbiano de maior importancia
econdmica, pois movimenta cerca de 270 milhdes de dolares anualmente
(BORSCHIVER; ALMEIDA; ROITMAN, 2008) e o crescimento da demanda
esta estimado a uma taxa continua de 5 a 10% ao ano (ROSALAM; ENGLAND,
2006).

1.2.2 Producéo

A producao de xantana, tradicionalmente, é realizada em duas fases: a
primeira, onde se promove a multiplicacdo celular da bactéria, e a segunda,
guando ocorre a sintese do biopolimero (JEANES, 1974; SCAMPARINI;
ROSATO, 1990; VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2006).

Culturas puras de X. campestris sdo cultivadas por fermentacdo aerdbica
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submersa, em batelada. O meio esterilizado composto de carboidratos, fonte
de nitrogénio e sais minerais € inoculado com a cultura selecionada, seguido
por incubacao. O polimero é precipitado em solvente (isopropanol, etanol ou
acetona), seco e moido (GODET, 1973; GONZALES et al., 1989; GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

As condicOes operacionais empregadas durante a fermentagcdo, tais
como micro-organismo (NITSCHKE; THOMAS, 1995; MOREIRA et al., 2001;
ANTUNES et al., 2003; LUVIELMO; VENDRUSCOLO; SCAMPARINI, 2007)
meio de producdo (CADMUS et al., 1978; VENDRUSCOLO et al., 2000;
ANTUNES et al., 2000a; BOROWSKI et al., 2006; BORGES et al., 2011),
aeracdo (MOREIRA et al., 2003; BOROWSKI; BORGES; VENDRUSCOLO,
2006; BORGES et al., 2009), agitacdo (MOREIRA et al., 2003; BORGES et al.,
2009a), temperatura (DIAZ et al., 2002), pH (VENDRUSCOLO et al., 2004;
BORGES et al., 2009a) e tempo de fermentacdo (SOUZA; VENDRUSCOLO,
1999) influenciam no rendimento do biopolimero.

Moreira et al. (2001) realizaram um screening com dezoito cepas do
patovar pruni de X. arboricola em incubador-agitador, avaliando rendimento,
viscosidade e composicdo quimica dos polimeros obtidos. Os resultados
encontrados pelos autores demonstraram que o0 rendimento de xantana é
dependente da bactéria utilizada no proceso fermantativo e do tempo de
incubacdo, mas que rendimento e viscosidade de xantana ndo estdo
necessariamente relacionados. Ja Luvielmo, Vendruscolo e Scamparini (2007)
avaliaram a producdo de xantana por diferentes patovares de Xanthomonas
(begoniae, malvacearum, dieffenbachiae, campestris, vesicatoria, manihotis)
em incubador-agitador; o melhor desempenho com relacdo a producdo e
gualidade de xantana foi obtido com os patovares manihotis, begoniae e
dieffenbachiae, com uma producdo de 10,8g.L", 9,0g.L" e 8,5g.L7,
respectivamente.

A composicdo adequada do meio de fermentacdo é um fator primordial
para uma producéo 6tima de xantana (GARCIA-OCHOA; SANTOS; FRITSCH,
1992; GARCIA-OCHOA; SANTOS; ALCON, 1995; GARCIA-OCHOA et al.,
2000). O primeiro substrato relatado para a producdo do biopolimero continha
2% de glicose, 0,02% de nitrogénio e 0,2% de fostato (ROGOVIN;
ANDERSON; CADMUS, 1961, apud BAIOCCO, 1997). A partir de entdo, varios



25

estudos foram realizados sobre o0s requerimentos nutricionais das X.
campestris, a fim de determinar uma composi¢cao de meio de fermentacao
adequada para a sintese do polimero.

Gupte e Kamat (1997) avaliaram, em incubador orbital, glicose, sacarose
e amido como fontes iniciais de carbono para a producdo de xantana e
constataram maior valor (4,0g.L™) quando utilizaram sacarose na concentracéo
de 50,0g.L™.

Cadmus et al. (1978) e Souw e Demain (1979), consideraram a presenca
de potassio fundamental para um bom rendimento de xantana e relataram que
sua auséncia reduz a qualidade da xantana produzida pelo patovar campestris.
Diaz, Moreira e Vendruscolo (2001), estudando em incubador-agitador a cepa
06 de X. arboricola pv pruni, atingiram maxima producdo de xantana (5,7g.L™)
quando utilizaram este sal na concentracgéo de 5,0g.L™.

Garcia-Ochoa, Santos, e Fritsch (1992) demonstraram que 0 magnésio
influencia na multiplicacdo celular, enquanto o enxofre na producao de xantana,
e consideraram a concentracdo de 0,2g.L" de MgS0,.7H,O como valor
excelente. Casas, Santos e Garcia-Ochoa (2000) estudaram a producdo da
xantana sintetizada por Xanthomonas campestris NRRL B-1459, com
diferentes concentracdes de nitrogénio (0,57; 1,14 e 2,29g.L™), na forma de
nitrato de amonio, e verificaram que houve um incremento na producao quando
aumentaram a concentracdo de nitrogénio, tendo seu maximo quando foi
utilizado 1,14 g.L™. Diaz, Moreira e Vendruscolo (2001) demonstraram a
importancia da concentracao do fosforo na producéo; quando este foi suprimido
do meio ou reduzida a metade sua concentracdo, a producdo também foi
reduzida em 66% e 45%, respectivamente.

Vérios trabalhos ja foram desenvolvidos utilizando fontes alternativas para
a producdo de xantana, com intuito de reduzir o custo total do processo e
incrementar seu rendimento. Antunes et al. (2000a) e Foresti (2003) utilizaram
efluente do processo de parboilizacdo do arroz na producdo de xantana, em
shaker, obtendo 5,6g.L" e 7,7g.L™, respectivamente, quando este meio foi
adicionado de sacarose. Borges (2007), utilizando o mesmo meio, em
bioreator, obteve 22,0g.L™. Nitschke, Rodrigues e Schinatto (2001) avaliaram o
rendimento de xantana em fermentador, utilizando trés formulacdes de meios a

base de soro de leite, e obtiveram maior producdo (14,7g.L™") com o uso de
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soro de leite integral. J& Nery et al. (2008) suplementaram o soro de leite com
uréia e fosfato e obtiveram 21,9g.L" de xantana, sintetizada em agitador
orbital. Vendruscolo, Pan e Moreira (2002) verificaram a influéncia da adicédo de
fibra de soja na producdo de xantana em incubador-agitador, através de oito
formulacbes de meios de fermentacdo; a fibra influenciou positivamente
elevando consideravelmente a producdo do biopolimero. Pinto, Pan e
Vendruscolo (2002) utilizaram farelo de arroz como fonte de carbono para a
producdo de xantana em incubador-agitador; o meio contendo 3% deste
substrato obteve a maior producdo (5,1g.L™), superior ao meio padrdo com
sacarose (4,0g.L™).

Para o crescimento do X. campestris, os melhores intervalos de pH e
temperatura séo entre 6,0 - 7,5 e de 25 a 27°C, respectivamente, e para a
producdo de xantana, pH entre 6,0 e 8,0, controlado pelo uso de alcalis, e
temperatura em torno de 28°C (ESGALHADO; ROSEIRO; COLLACO, 1995;
GUPTE; KAMAT, 1997; CASAS; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000). Diaz et al.
(2002) demonstraram que temperatura utilizada no processo afeta diretamente
a producdo de xantana; em incubador agitador orbital, observaram que a
temperatura de crescimento celular de 28°C e um incremento de 2°C, na fase
de producdo, favorece o rendimento de xantana (8,1g.L™"). Gupte e Kamat
(1997) avaliaram a producao xantana por X. campestris nos pHs 5,0, 7,0 e 9,0
e obtiveram, em pH 50 e 7,0, 13,6 glL* e 17,0g.L" de xantana,
respectivamente. JA& em pH 9,0 a sintese do polimero reduziu-se
drasticamente para 3,1g.L™. Resultados semelhantes foram obtidos por Borges
et al. (2009a) que estudaram a producdo de xantana, em fermentador, nas
mesmas faixas de pH e também em pH nao controlado; o maior rendimento de
xantana foi 16,0g.L™* em pH 7,0. Luvielmo (2007), utilizando X. campestris pv.
manihotis 280-95, avaliou a influéncia de diferentes pHs (8,0 a 12,0) e
diferentes tempos de stress alcalino (1h a 4h), na producdo e a qualidade da
xantana. O maior valor de producdo de xantana foi atingido em stress alcalino
com pH 12,0, seguido pelo pH 11,0 e pH 8.

Além disso, os niveis de agitacdo e aerac¢do, quando a producdo é
realizada em fermentador, devem ser ajustados para evitar a limitacdo na
transferéncia de oxigénio, decorrente da alta viscosidade do meio pela

formacdo do polissacarideo, o que prejudicaria sua sintese pela bactéria



27

(SUTHERLAND, 1993; BORGES, 2004). Peters et al. (1989) analisaram a
influéncia da velocidade de agitacéo (200, 400, 600 e 800rpm) a uma taxa de
aeracdo de 0,33vvm; a maior producdo ocorreu em 800rpm atingindo 16,4g.L™.
Casas, Santos e Garcia-Ochoa (2000) analisaram a producdo de xantana em
diferentes velocidades de agitagdo (100, 300, 500 e 800rpm) com fluxo de ar
lvvm; a produgdo maxima ocorreu em 500rpm alcancando em torno de
17,59.L". Borowski, Borges e Vendruscolo (2006) estudaram o efeito isolado da
aeracao (0,5 e 1vvm), com uma Unica velocidade de agitacdo (600rpm), no
rendimento da xantana sintetizada por X. arboricola e obtiveram valor maximo

de producéo de 16,9g.L™* quando utilizaram taxa de aeracéo de 0,5vvm.

1.2.3 Composicdo quimica

Normalmente, a estrutura monomérica da xantana (Fig. 2) possui duas
unidades de glicose, duas de manose e uma de acido glicurénico, na proporcéo
molar de 2,8: 2,0: 2,0, e grupos piruvato e acetil (CADMUS et al., 1978;
GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Figura 2 - Estrutura molecular da xantana produzida por X. campestris pv
campestris.
Fonte: BECKER et al., 1998.

No entanto, estudos revelam que a composicdo e propor¢cao destes
constituintes podem variar com a espécie de Xanthomonas utilizada. X
vesicatoria, por exemplo, possui galactose no lugar de manose (ORENTAS;
SLONECKER; JEANES, 1963). Ja X. arboricola apresenta, além de glicose,
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manose e 4&cido glicurdnico, ramnose (VENDRUSCOLO et al.,, 2000;
MOREIRA, 2002; KLAIC, 2010). Nos grupamentos acetil e piruvato tem-se
observado que variacbes nas espécies de Xanthomonas causam maiores
diferencas nas quantidades destes substituintes do que na qualidade
(ORENTAS; SLONECKER; JEANES, 1963; GARCIA-OCHOA et al., 2000;
BORN; LANGENDORFF; BOULENGUER, 2002).

Estudos demonstram que o meio de cultura e as condi¢cdes operacionais
influenciam tanto no rendimento quanto na estrutura da xantana (GARCIA-
OCHOA,; SANTOS; FRITSCH, 1992). Variagbes no tempo de incubacéo e na
aeracao influenciam no teor de monossacarideos presentes (VENDRUSCOLO
et al.,, 2000; MOREIRA, 2002), ja variacbes nas taxas de agitacdo tem
influéncia direta na sintese dos substituintes acetil e piruvato (BORGES et al.,
2008).

Alteracbes na composicdo quimica também podem ocorrer em
decorréncia dos procedimentos poés-fermentativos, como recuperacao e
purificacdo do biopolimero (CALLET; MILAS; RINAUDO, 1987; CASAS,
SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000, BORGES et al., 2009a).

1.2.4 Viscosidade

A viscosidade das solucdes de xantana depende da bactéria utilizada
(ANTUNES et al., 2000b) e parametros empregados no processo fermentativo
para obtencdo do biopolimero (FUNAHASHI; YOSHIDA; TAGUCHI, 1987,
TORRES et al., 1993; VENDRUSCOLO et al., 2000; ANTUNES et al., 2000g;
BORGES et al., 2008). Processos pos-fermentativos, como a troca-ibnica e a
desacetilacdo, também possibilitam a obtencdo de xantanas com diferentes
propriedades reoldgicas para diversas aplicacbes (KLAIC, 2010; PINTO;
FURLAN; VENDRUSCOLO, 2011).

Souza e Vendruscolo (1999) verificaram a influéncia da linhagem
utilizada no processo fermentativo na viscosidade do polimero produzido.
Solucbes aquosas, a 3% (m/v) de xantanas, produzidas por X. arboricola cepas
24 e 58, analisadas em redmetro, apresentaram valores de aproximadamente
5.000mPa.s e 300mPa.s, respectivamente, numa taxa de deformacéo de 10s™.

Borowski et al. (2006) analisaram a viscosidade das solu¢des aquosas a

1% (m/v) de xantana produzidas em sete meios de fermentacao diferentes, em
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agitador orbital, demonstrando que a viscosidade é influenciada pela
composicdo do meio de producdo e pela cepa utilizada. A viscosidade das
solucdes de xantana sintetizadas no meio padrdo e seus derivados (MPII,
MPIIb e MPIlc, respectivamente) apresentaram valores superiores e
significativamente diferentes aos demais meios. O valor mais elevado de
viscosidade foi de 453mPa.s na taxa de deformacdo 10s™ a 25°C, no meio
MPII. A adicdo de acido citrico ao meio padrao (MPIIb) contribuiu para o
aumento da producdo de xantana, no entanto promoveu um decréscimo na
viscosidade do polimero, quando comparado com o meio padrao.

Borges, Moreira e Vendruscolo (2003) avaliaram, em redmetro rotativo, a
qgualidade reoldgica da xantana sintetizada, em biorreator por X. arboricola, em
diferentes tempos de incubacdo. Seus resultados mostraramm uma
viscosidade maxima das solucbes de xantana em 66h de fermentacéo
(5.560mPa.s a 25°C), a partir deste tempo a viscosidade comecou a decrescer.
Um estudo sobre a influéncia do pH e agitacdo do processo fermentativo na
viscosidade da xantana foi realizado por Borges et al. (2009a). Solucbes
aquosas de xantana a 0,5% (m/v), produzidas nos pHs 5,0, 7,0 e 9,0 e taxas de
agitacdo de 200, 400 e 600rpm foram analisadas em re6metro a 25°C e taxa de
cisalhamento de 0,01-100s”. Os autores encontraram valor maximo de
viscosidade, 200mPa.s, em pH 7,0 e 400rpm de agitacdo, comprovando que
pH e agitacdo no qual o processo fermentativo, em biorreator, € conduzido
também influencia na viscosidade da xantana.

Borowski, Borges e Vendruscolo (2006) testaram o efeito da aeracéo (0,5
e 1,0vvm) na qualidade reologica da xantana sintetizada por X. arboricola em
fermentador, demonstrando que a maior viscosidade de solu¢cfes aquosas a
0,5% (m/v) (315mPa.s) foi atingida pela utilizacdo da taxa de aeracdo de 1vvm.
Estes resultados assemelham-se aos encontrados por Cadmus et al. (1978),
gue estudaram a influéncia da taxa de aeracao (0,25 a 1,5vvm) na viscosidade
da xantana, alcancando maior viscosidade em maior aeracdo (0,75vvm e
1,5vvm). Um decréscimo nos valores da viscosidade foi constatado por Borges
(2004) utilizando altas taxas de aeracdo 3vvm e 2vvm.

As solucdes de xantana tém sua viscosidade diretamente relacionada a

composicao quimica, tanto qualitativa como quantitativa (CADMUS et al., 1978;
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MOREIRA et al.,, 2001; MOREIRA, 2002; BORGES, 2007; BORGES et al.,
2009a).

Moreira et al. (2001) e Moreira (2002) observaram que a viscosidade da
xantana produzida por X. arboricola € influenciada pelo conteido de agucares
gue compde a molécula; para os autores, xantanas com alto teor de manose
apresentam maiores viscosidades. Borges et al. (2008) verificaram
comportamento semelhante ao observar que uma diminuicdo no conteudo de
manose coincide com uma diminuicdo na viscosidade de xantana produzida
pelo mesmo patovar. O acido glicurdnico, assim como a manose, parece
desempenhar influéncia favoravel na viscosidade de polimeros produzidos pelo
patovar pruni (ANTUNES, 2000).

O conteldo de piruvato e acetato afeta as interacfes entre as moléculas
de xantana e entre a xantana e outros polimeros (KANG; PETTITT, 1993;
GARCIA-OCHOA et al., 2000). Segundo autores como Sandford et al. (1977),
Smith et al. (1981) e Lechner et al. (1996), o contetudo de acido piravico pode
ser utilizado como um indicador da qualidade reologica, sendo que xantanas
com alto conteudo de piruvato (> 4%) apresentam viscosidade superior aquelas
com conteudo inferior (0,5 a 3%). Para as xantanas produzidas pelo patovar
pruni, entretanto, este ndo parece ser um fator primordial (SILVEIRA et al.,
2008; KLAIC, 2010).

A desacetilacdo da molécula, no entanto, parece incrementar a
viscosidade das solucdes (SLONEKER; JEANES, 1962; TAKO; NAKAMURA,
1984). Borowski, Borges e Vendruscolo (2007) trataram termicamente o caldo
fermentado produzido por X. arboricola, em biorreator, e verificaram que este
tratamento pos-fermentativo promoveu a desacetilagdo da molécula (1,8% de
acetil), consequentemente um incremento da viscosidade (220mPa.s).
Segundo Tako e Nakamura (1984) através da desacetilacdo do polimero, a

viscosidade da solucao € aumentada pela maior associacao intermolecular.
1.3 Manutenc&o de micro-organismos
O sucesso da microbiologia industrial depende do isolamento,

identificacdo, selecéo, caracterizacdo e conservacdo das linhagens utilizadas

nos processos. Para garantir a reprodutibilidade dos resultados e a
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continuidade em pesquisa e processos biotecnolégicos, 0s cientistas sdo
confrontados com a tarefa de estabilizar geneticamente células vivas. Assim, a
manutencdo de micro-organismos que produzem metabolitos de interesse
comercial tornou-se um desafio constante nesta area (ROMEIRO, 1996;
SIMIONE, 1998; CAMEOTRA, 2007).

Existem Colegdes de Culturas instaladas por todo mundo que conservam
a diversidade microbiana a longo prazo, sendo guardids de recursos genéticos
de vital importancia para a ciéncia e a sociedade. Os métodos comumente
utiizados para a preservacdo destas culturas sdo a liofilizagéo,
armazenamento em nitrogénio liquido e congelamento a -70°C (CAMEOTRA,
2007). O armazenamento de culturas liofilizadas e em nitrogenio liquido sdo
considerados os métodos de conservacdo mais aceitos e mais confiaveis ha
muitos anos (HECKLY, 1961; BAIOCCO, 1997; CAMEOTRA, 2007). Alguns
micro-organismos precisam ser preservados em seu meio de crescimento,
como por exemplo espécies de Thiobacillus. J& alguns fungos exigem camadas
de 6leo mineral para a preservagdo (CAMEOTRA, 2007). No entanto, 0s micro-
organismos, mesmo dentro de uma espécie, diferem em sua tolerancia aos
varios métodos de preservacao. Por isso, € improvavel que um Unico método
forneca as condicbes ideais para todas as linhagens de uma Colecao de
Cultura cientifica ou industrial (SNELL, 1991).

Grande parte das técnicas utilizadas para a preservacdo de micro-
organismos envolve tecnologias altamente especializadas, equipamentos
sofisticados e sistemas de armazenamento em ambientes de temperaturas
muito baixas. Embora estes métodos sejam eficazes, sdo geralmente muito
caros e mais exigentes em relacdo a mao de obra qualificada (HAYS et al.,
2005). Assim, técnicas alternativas (HUNT; GOUREVITCH; LEIN, 1958;
GRIVEL; JACKSON, 1969; LIAO; SHOLLENBERGER, 2003) e também
variacfes de métodos convencionais (MALIK, 1990; HALIK, 1999; VALENTINE
et al., 2011), tém sido estudadas pelos pesquisadores da area a fim de instituir

tecnologias mais baratas e praticas para a manutencao de células vivas.
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1.3.1 Métodos para a preservacao de micro-organismos

Ha uma quantidade considerdvel de técnicas, convencionais e
alternativas, disponiveis para estoque e preservacao de isolados microbianos,
podendo ser divididas em propagativas (repiques periddicos), semi-
propagativas (preservacdo em sementes, solo e &agua estéreis) e ndao-
propagativas (liofilizacdo, ultracongelamento, conservacdo em nitrogénio

liquido, silica gel e pérolas de vidro).

1.3.1.1 Métodos propagativos

Técnicas propagativas, caracacterizadas pelo crescimento continuo,
envolvem constantes transferéncias do micro-organismo de um meio saturado
para um novo meio nutritivo (recém preparado), antes que o substrato restante
seja completamente consumido (SMITH; ONIONS, 1994). Os meios utilizados
podem ser sélidos ou liquidos; os solidos podem estar em placas de Petry ou
em tubos de ensaio inclinados e, ainda, serem estocados com ou sem liquido
de cobertura. O armazenamento das culturas deve ser feito, preferencialmente,
sob refrigeracédo (4 a 10°C).

O sucesso da manutencdo de micro-organismos em placas contendo
meio soOlido baseia-se na transferéncia de colbnias isoladas e bem
desenvolvidas da cultura, evitando-se contaminantes, antes que ocorra 0
esgotamento significativo dos nutrientes ou o acumulo em niveis inaceitaveis
de metabdlitos prejudiciais ao desenvolvimento, no meio de origem (SMITH;
ONIONS, 1994).

O método € considerado bastante pratico, pois tem baixo custo e os
isolados sédo facilmente recuperados (SMITH; ONIONS, 1994). A grande
vantagem da técnica refere-se a experiéncia adquirida por quem manuseia as
culturas, ja que estando familiarizado com as caracteristicas das coldnias, pode
reconhecer rapidamente contaminacdo ou alteracdo morfolégica nas mesmas.
Mesmo sendo laborioso e exigente no que se refere a mao-de-obra
especializada, o método é muito utilizado para manter os micro-organismos
viaveis por longos periodos em laboratorios de pesquisa, principalmente para
determinados fungos cuja natureza ndo permite a aplicacdo de outras técnicas
(FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1989).
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Geralmente, as culturas preservadas por repicagens em tubos inclinados
sdo cobertas por uma camada de 6leo mineral ou glicerol. Porém, quando a
conservacao é realizada em placas de Petri, ndo é comum esse recobrimento,
pois a superficie da placa despende quantidades maiores de 6leo. Figueiredo e
Pimentel (1989) recomendaram alguns cuidados para utilizacdo do 6leo mineral
e do glicerol como liquidos de cobertura de culturas, como pureza elevada,
esterilizacdo e secagem em forno para eliminacao do excesso de agua. Além
disso, a superficie da cultura deve ser totalmente recoberta pelo liquido
utilizado, para se evitar o chamado “efeito pavio”, que é a perda de umidade
através da zona descoberta; e as repicagens provenientes das culturas
recobertas devem ser realizadas somente ap6s a drenagem total dos liquidos
de cobertura. O recobrimento com O6leo mineral ou glicerol previne a
desidratacdo do meio de cultura e diminui o oxigénio disponivel, reduzindo a
atividade metabodlica dos micro-organismos, assim, a frequencia das
repicagens pode ser menor. No entanto, a rotina de repiques torna-se mais
trabalhosa pelos inconvenientes gerados pelo manuseio destas substancias
densas e/ou oleosas. Também a concentracdo de CO, no micro-ambiente,
ocasionada pela reducdo das trocas gasosas, pode ter efeito deletério sobre
alguns micro-organismos mais sensiveis (FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1989).
Uma alternativa, para repiques em placa, é o fechamento das mesmas com fita
crepe, que reduz a evaporacao de agua mas nao impede a saida do COy, visto
ser porosa; esta técnica foi adotada pelo Laboratério de Biopolimeros ja ha
Varios anos.

A temperatura de armazenamento das culturas repicadas, apos seu
crescimento, depende do tipo de micro-organismo que esta sendo preservado.
As amostras armazenadas em temperatura ambiente estdo expostas a
alteracdoes que elevam a frequéncia de mutacdes, o que pode ocasionar a
perda das culturas (APARECIDO; FIGUEIREDO, 1997). Para fungos, o
estoque em temperaturas entre 5 e 10°C reduz o metabolismo e permite
repicagens apenas a cada cinco ou seis meses (FIGUEIREDO; PIMENTEL,
1989). As bactérias apresentam uma reducdo considerdvel na taxa de
multiplicacdo quando mantidas em temperaturas de refrigeracdo (em torno de
4°C), o que minimiza riscos de comprometimento da sua estabilidade genética.

Ainda assim, algumas bactérias como Pseudomonas cepacia, sobrevivem
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melhor se mantidas por este método e armazenadas a temperatura ambiente
(FAHY; PERSLEY, 1983).

Apesar de algumas bactérias manterem-se viaveis ap0s sucessivos
repiques, pode ocorrer perda da patogenicidade ou viruléncia ou da capacidade
de metabolizacdo de determinados substratos. Por isso, hd a necessidade de
verificacdo periodica das caracteristicas dos isolados, o que constitui uma das
desvantagens deste método de preservacao (ROMEIRO, 1996). Culturas de X.
campestris pv. vesicatoria, por exemplo, tendem a perder rapidamente a
patogenicidade em meio de cultura devido a acidificacdo (KIRALY et al., 1974).

Outras desvantagens da manipulacdo frequente de culturas sao
possiveis contaminacdes, troca acidental de etiquetas e dessecamento do meio
de cultura, que ocorre principalmente quando o armazenamento € feito sob
refrigeracdo, onde a umidade relativa quase sempre € mais baixa que a do
meio ambiente, e sem liquido de cobertura (ROMEIRO, 1996).

A preservacdo de Xanthomonas ja foi motivo de preocupacgao por causa
da instabilidade genética inicialmente creditada a esta bactéria (CADMUS et
al., 1976; KIDBY et al.,1977). Até a década de 90, acreditava-se que a
manutencdo em meio sélido inclinado ndo era adequada para preservar as
culturas por mais de 3 meses, com repiques a cada 14 dias (JEANES, et al.,
1976). Entretanto, Galindo, Salcedo e Ramirez (1994) descreveram uma
técnica de conservacdo de Xanthomonas em meio sélido YM, em tubos
inclinados, com repiques mensais durante 11 meses. A bactéria néo
apresentou mudancas morfolégicas nas colonias e nem alteracdo na sua
capacidade de producéo de xantana.

Até hoje os pesquisadores da éarea utilizam o meétodo de repiques
periddicos para manutencdo de Xanthomonas, porém, as bactérias séo
repicadas a cada trinta dias e estocadas a temperatura de aproximadamente
4°C (HAYNES; WICKERHAM; HESSELTINE, 1955; JEANES et. al.,, 1976;
GUPTE; KAMAT, 1997; SOUZA; VENDRUSCOLO, 1999; VENDRUSCOLO;
MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2006; ROTTAVA et al.,, 2009). A técnica é
utilizada, juntamente com a liofilizacdo, para a preservacdo de culturas de
Xanthomonas do Laboratério de Biopolimeros, disponibilizadas pelo
CPACT/EMBRAPA, desde 1996 (SOUZA; VENDRUSCOLO, 1999; DIAZ, 2002;
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FORESTI, 2003; BORGES, 2004; PINTO, 2005; BORGES, 2007; KLAIC,
2010).

1.3.1.2 Métodos ndo-propagativos e semi-propagativos

Quando a manutencao de culturas por transferéncias constantes néo é
satisfatéria para a preservacdo das caracteristicas genéticas do micro-
organismo, pode-se utilizar qualquer método ndo-propagativo de conservacao
gue envolva a suspensdo do metabolismo celular a niveis basais, pelo uso de
temperaturas e/ou atividade de agua muito baixas (HAYNES; WICKERHAM;
HESSELTINE, 1955). Existem, ainda, métodos semi-propagativos, que nao
suspendem totalmente a multiplicacdo celular microbiana, mas nos quais o
desenvolvimento € minimo.

Técnicas modernas e de alta tecnologia, baseadas no resfriamento e/ou
desidratracdo, como a liofilizacdo, o ultracongelamento (-80°C) e o
congelamento em nitrogénio liquido (-196°C), sao tdo consolidadas na
microbiologia que passaram a ser consideradas técnicas convencionais para a
manutencao de culturas microbianas. Por outro lado, técnicas tradicionais, de

baixa tecnologia, passaram a ser consideradas alternativas.

1.3.1.2.1 Métodos convencionais

Avancos na criopreservacdo levaram a meétodos que permitem a
manutencdo de uma variedade de células em baixa temperatura, sem
problemas com contaminacdo e perda de viabilidade de culturas. Variacdes
nos métodos de crioconservacao sao pesquisadas a fim de determinar quais
fatores afetam a sobrevivéncia e a recuperacdo das espécies mantidas a
baixas temperaturas, ja que processos de injuria celular podem ocorrer tanto na
etapa de congelamento quanto no descongelamento (GOOS; DAVIS;
BUTTERFIELD, 1967).

Tanto no congelamento lento quanto no congelamento rapido, ocorre
formacdo de cristais de gelo no interior das células microbianas, que podem
promover injuria fisica as células no momento do descongelamento (GROUT;
MORRIS; McLELLAN, 1990). Em condicbes oOtimas de congelamento, 0s
efeitos deletérios sdo minimizados, uma vez que ocorre formacgédo uniforme de

gelo intra e extracelular, impedindo a saida de liquido do interior das células.
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Durante o congelamento rapido o tamanho dos cristais formados é menor
(GEHRKE; PRALLE; DECKWER, 1992). Velocidade répida de
descongelamento, combinada ao congelamento 6timo de amostras, gera boas
condicdes de recuperacédo das culturas, pois evita a injuria celular (MERYMAN;
WILLIAMS; DOUGLAS, 1977).

A eficacia da criopreservacdo de micro-organismos € influenciada pela
espécie, cepa, tamanho e forma da célula, temperatura de incubacao,
composicdo do meio de crescimento, pH, temperatura e duracdo do
armazenamento e meio de recuperacao (ASHWOOD-SMITH, 1980; KIRSOP;
SNELL, 1984).

Para ser util em aplicacBes industriais, € importante que as bactérias
permanecam viaveis, mantenham suas func¢des celulares e propaguem-se
apOs desidratacdo, armazenamento e reidratacdo (MALIK, 1988; POTTS,
2001). Bactérias desidratadas e congeladas também podem perder a
viabilidade devido a reidratacéo, o que pode alterar as estruturas das proteinas
(PECCIA et al.,, 2001). Assim, uma das mais importantes condigcbes é a
composicdo do meio utilizado para suspender 0s organismos para O
congelamento. Embora os micro-organismos congelados sobrevivam sem um
aditivo de protecdo, a presenca de crioprotetores adequados normalmente
aumenta a sobrevivéncia consideravelmente (HUBALEK, 2003; BACK et al.,
2008). Estes agentes protegem a célula microbiana dos efeitos deletérios do
congelamento e descongelamento (Fig. 3), impedindo a formacao de cristais de
gelo e estabilizando alguns componentes da membrana celular. Os
crioprotetores agem criando condi¢cbes similares aquelas geradas pela
velocidade ideal de congelamento, promovendo estabilizacdo da membrana
plasmatica (ANCHORDOGUY et al., 1987).
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Figura 3 - Efeito de crioprotetores na sobrevivéncia de células congeladas.
Fonte: Adapatado de Ryan, (1994).

Dentre a variedade de crioprotetores existentes, os mais utilizados, com
resultados satisfatorios, sdo o dimetilsulféxido, glicerol, soro sanguineo ou soro
de leite, albumina, leite desnatado, peptona, extrato de levedura, sacarose,
glicose, metanol, polivinilpirrolidona (PVP), sorbitol e extrato de malte. Para a
maioria das células o glicerol € o agente mais empregado porque, geralmente,
€ menos toxico que o dimetilsuféxido (HUBALEK, 2003). Alguns autores
recomendam misturas complexas como crioprotetores e que normalmente
contém proteinas, glicideos ou polialcoois em sua composicao (ELLNER, 1978;
LI et al., 2006).

A maneira mais correta de adicionar o agente de protecdo a suspensao
de células é dilui-lo para a concentracdo desejada no meio fresco de
crescimento prévio. Assim, os efeitos potencialmente deletérios das reacoes
guimicas que geram calor sdo diminuidos e garante-se uma exposicao
uniforme das células ao agente crioprotetor (SIMIONE, 1998). Ha, entretanto,
recomendacdes de centrifugacdo ou outro meio para prévia concentracao
celular, e posterior suspensao as células na solucédo crioprotetora (BAIOCCO,
1997). A concentracao 6tima do crioprotetor varia de acordo com o tipo celular,
para bactérias e leveduras recomenda-se o uso do glicerol 10% como agente
crioprotetor (SIMIONE, 1998). Para a bactéria X. campestris pv manihotis,

Baiocco (1997) recomendou sacarose ou leite em p6 a 10%.
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1.3.1.2.1.1 Liofilizac&o e secagem por atomizacao

A manutencao de bactérias pela técnica de liofilizag&o foi realizada pela
primeira vez em 1911 por Hammer, que provou que culturas liofilizadas
resistiam mais tempo do que culturas preservadas pelos métodos tradicionais
da época (HECKLY, 1961). Entretanto, a liofilizacdo de culturas em grande
escala iniciou-se somente em 1941 e, desde entdo, tem-se mostrado bastante
adequada para a preservacdo das caracteristicas genéticas de micro-
organismos. Embora a liofilizacdo seja aplicavel a muitas bactérias, ndo pode
ser utilizada para Helicobacter pylori e Clostridium botulinum, em virtude das
dificuldades na obtencdo de crescimento adequado para a pré-secagem
(RUDGE, 1991).

O método consite de trés etapas distintas: congelamento da suspenséao
microbiana; desidratacdo através da sublimacdo da agua presente, que passa
diretamente do estado solido para o gasoso, sob pressédo reduzida e baixa
temperatura; e secagem a alto vacuo com temperatura acima de 0°C, onde
ocorre eliminacdo da agua que permaneceu adsorvida as particulas solidas
(ROWE, 1971; BAIOCCO, 1997; SIMIONE, 1998).

O sucesso da liofilizacdo de uma amostra implica na recuperacao
completa de sua atividade biologica apés a reidratacdo; a sobrevivéncia apos a
liofilizacdo reflete a capacidade da célula em resistir aos efeitos do
congelamento e secagem. Assim, ensaios de viabilidade sédo parte integrante
da avaliacéo do produto liofilizado (SUNDARI; ADHOLEYA, 2001).

O estoque do material liofilizado por longos periodos sem a necessidade
de condicdes especiais de armazenamento, a facilidade de reconstituicdo, pela
adicdo de um fluido reidratante, e a facilidade de transporte e distribuicdo do
material biolégico, sdo as vantagens desta técnica de preservacdo de micro-
organismos (SUNDARI; ADHOLEYA, 2001). As taxas de sobrevivéncia apos
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 liofilizacdo, este método nem sempre
pode ser utilizado em laboratérios de pequeno porte. Outras desvantagens da

liofilizacdo sdo os danos e injurias provocados pelo congelamento e
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desidratacdo que afetam as membranas das células microbianas podendo
atingir as moléculas de DNA e RNA (HECKLY, 1961; BAIOCCO, 1997).

Davis (1962) avaliou a sobrevivéncia de 277 culturas, entre elas rizébios,
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 nao 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 micro-organismo de extrema importancia para o
controle de mosquitos, devido sua alta atividade larvicida. A biomassa do
micro-organismo foi liofilizada e utilizada para a imobilizagdo com alginato de
sodio. A contagem de esporos de B. thuringiensis permaneceu praticamente
inalterada, com diminuicéo de 4,37.108UFC.mg™ para 4,23.108UFC.mg™* em 10
anos de armazenamento a 4°C. O desenvolvimento da técnica de imobilizacéo
em matriz de alginato pode ser facilmente padronizado, sendo vantajoso nao
apenas para a preservacao de B. thuringiensis a longo prazo, mas para outros
micro-organismos.

Dos métodos descritos para a conservacdo de Xanthomonas, a
liofilizacdo tem-se mostrado o mais seguro para a manutencéo 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 liofilizacdo, 6leo mineral e solo. Apds armazenamento por cinco anos todas
as culturas liofilizadas apresentaram-se viaveis, inclusive as espécies de
Xanthomonas, as quais apresentaram meia vida média de 0,84 anos.
Recentemente, foi realizado um estudo sobre a viabilidade dos micro-
organismos pelo Ministério da Agricultura, Florestas e Pescas (MAFF) do
Japao, das 256 cepas de Xanthomonas avaliadas, todas se apresentaram
viaveis apés um ano de conservacao pela técnica de liofilizacdo (NAGAI et al.,
2005).

Um dos estudos mais completos sobre liofilizacdo de indéculos de
Xanthomonas foi realizado por Baiocco (1997). A cepa 280 de X. campestris pv

manihotis foi liofiizada com o intuito de preservar a viabilidade celular da
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bactéria e sua capacidade produtiva de xantana. A autora analisou os efeitos
das condicdes de crescimento da bactéria e dos diferentes meios de
suspensao e de reidratacdo das células, nas taxas de sobrevivéncia do indculo
apos a liofilizacdo. 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. Culturas mantidas em temperatura ambiente por 12 meses, embora
com sobrevivéncia menor, ndo sofreram deterioracdo morfolégica, mantendo-
se estaveis, sem 0 aparecimento de sublinhagens mutantes.

A secagem por atomizacdo (spray-drying) consite em pulverizar uma
suspensao de micro-organismos, a alta velocidade, em uma camara de ar
aquecido a temperaturas de até 200°C. As goticulas formadas passam direto
do estado liquido para o sélido em um curto espaco de tempo, devido a grande
superficie de contato do material atomizado (CORCORAN et al.,, 2004). O
objetivo de preservar células através desta técnica é permitir o armazenamento
em temperatura ambiente. Devido as despesas do armazenamento refrigerado
ou congelado, a reducdo da temperatura de estocagem nem sempre € uma
opcado vantajosa para aumentar o periodo de armazenamento. Assim,
possiveis mudancas em outras condicbes, como a umidade relativa do
ambiente de armazenamento e a presenca de oxigénio, podem ser realizadas
(MORGAN et al., 2006).

Desmond et al. (2002) secaram por atomizacdo um suspensao de
Lactobacillus paracasei, obtendo 100% de sobrevivéncia apds uma semana de
armazenamento a 4°C e 15°C. No entanto, houve uma queda de 20-80% da
viabilidade celular em quatro semanas para ambas as temperaturas, devido a
lesBes celulares durante o armazenamento. Danos a membrana celular dos
micro-organismos sao, muitas vezes, consequéncia da secagem por
atomizacdo, e tem sido atribuidos, principalmente, aos efeitos do calor e
desidratacdo (LIEVENSE et al., 1994).

Silva (2003) estudou a técnica de secagem por atomizacdo para
preservar a bactéria X. campestris pv manihotis cepa 280, visando a
manutencdo de sua viabilidade celular e capacidade produtiva de xantana. A
autora também avaliou diferentes fluidos para a suspensao e reidratacdo dos

concentrados celulares. A maior taxa de sobrevivéncia (aproximadamente
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98%) foi alcancada pela utilizacdo de 10% de leite desnatado reconstituido
como meio de suspensdo das células, aliada com temperaturas menores do ar
dentro da camara, armazenamento do material seco a 5°C e agua destilada
como fluido de reidratagcéo do concentrado celular atomizado.

1.3.1.2.1.2.Ultra congelamento

Culturas cultivadas em tubos contendo meio sélido inclinado podem ser
colocadas diretamente no freezer. Fungos inoculados em varios substratos
organicos, tais como graos de cereais, blocos de agar, partes de planta e papel
filtro, depois de secos, também podem ser congelados (CARMICHAEL, 1956).

A maioria das culturas de fungos permanece viavel quando congeladas
em temperaturas de -20° a -80°C. Nakasone, Peterson e Jong (2004),
relataram a preservacdo de ascomicetos e basidiomicetos em tubos contendo
10% de glicerol, por até cinco anos sob ultracongelamento a -80°C. Kitamoto et
al. (2002) avaliaram a sobrevivéncia de 66 fungos, entre eles ascomicetos e
zigomicetos, congelados a -85°C com 10% de glicerol; todas as culturas
mantiveram-se viaveis por mais de dez anos.

Gibson e Khoury (1986) sugeriram uma técnica de manutencao de X.
campestris através de ultracongelamento. Uma suspensdo de cultura
bacteriana foi inoculada em frascos contendo 1mL de meio composto por 3%
de peptona, 2% de leite desnatado reconstituido e 4% de glicerol, sendo
imediatamente armazenados a -80°C. As cepas preservadas por este método
mantiveram sua viabilidade por 28 meses. O método foi mais apropriado do
gue o subcultivo periodico, reduzindo tempo e custo de producdo e de
reativacdo das células. No entanto, a técnica € cara e exige equipamentos

sofisticados.

1.3.1.2.1.3 Conservacado em nitrogénio liquido

A conservacdo em nitrogénio liquido reduz o metabolismo das células
microbianas ao nivel limiar, sendo por isso utilizada nas Cole¢des de Culturas e
centros depositarios de patentes bioldgicas (STALPERS; HOOG; VLUG, 1987).
E um dos métodos mais efetivos de preservacdo de micro-organismos por
periodos prolongados, sendo utilizado para aqueles que ndo podem ser
liofilizados (SUMBALI; MEHROTRA, 2009).



42

A técnica consiste em armazenar, em tanques contendo nitrogénio
liquido (-196°C), ampolas ou vials com suspensdo de células do micro-
organismo, que estejam no final da fase logaritmica de crescimento,
juntamente com um crioprotetor. As células microbianas permanecem viaveis
nesta condicdo de dez a trinta anos, ou mais. A recuperacdo 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 (SUMBALI; MEHROTRA, 2009).

O método elimina o inconveniente de constantes repicagens, economiza
tempo e trabalho, previne perdas de culturas por contaminacdo e garante a
viabilidade das culturas por tempo ilimitado, pois 0 metabolismo do micro-
organismo torna-se inteiramente inibido. Em alguns casos oferece vantagens
significativas sobre a liofilizacdo, como por exemplo, para Bradyrhizobium e
Rhizobium (SAFRONOVA; NOVIKOVA, 1996).

Faria et al. (1999) avaliaram a viabilidade de 24 isolados de fungos,
mantidos na colecdo de culturas do Centro Nacional de Pesquisa de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA/CENARGEN) preservados por
liofilizacdo e em nitrogénio liquido. As taxas de germinacdo de conidios
preservados em nitrogénio liquido diminuiram, em média, menos de 13,3%
apos 16 a 84 meses de armazenamento. Ja para os fungos preservados por
liofilizacdo a perda de viabilidade variou, em média, de 28,6% a 94,5%, num
periodo de 29 a 49 meses armazenamento. Os resultados demonstraram a
eficiéncia do método de conservagcdo em nitrogénio liquido na preservacado da
viabilidade de fungos entomopatogénicos, superando a liofilizacéo.

Halik (1999) conservou 12 espécies de bactérias termofilicas extremas
em nitrogénio liquido, em condicBes anaerdbias, utilizando dimetilsulféxido
como crioprotetor. Todas as cepas testadas foram preservadas com éxito,
apresentaram boa estabilidade e altas taxas de sobrevivéncia apdés 3 anos de
armazenamento.

Entretanto, este método exige aparato de elevado custo, reposi¢cao do
nitrogénio liquido periodicamente para restaurar suas perdas por evaporacao
(CAMPOS et al., 2004; SUMBALI; MEHROTRA, 2009) e cuidado por parte dos
manipuladores, visto a possibilidade de ocorrer queimaduras acidentais de

extrema gravidade.
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1.3.1.2.2 Métodos alternativos

Existem ainda técnicas alternativas de conservacdo de micro-
organismos, que se baseiam na diminuicdo da atividade de agua e séo
caracterizadas por reduzir o metabolismo das células durante o periodo de
armazenamento (SMITH; ONIONS, 1994). Algumas das técnicas cessam
totalmente o metabolismo celular, sendo consideradas nao-propagativas, como
as realizadas em tiras de papel, pérolas de vidro, porcelana e silica gel. Ja
outras permitem alguma multiplicagdo celular (semi-propagativas), mesmo

sendo baixa, como em gréos de cereais e amostras de solo estéril.

1.3.1.2.2.1 Tiras de papel filtro

Tiras de papel filtro comum, previamente esterilizadas, podem ser
inoculadas com uma suspensao microbiana, secas em ambiente estéril,
transferidas para mini-dessecadores contendo silica gel e armazenadas em
geladeira, por determinado periodo de tempo. O método é pouco dispendioso e
perfeitamente utilizavel por instituicdbes ou laboratdrios que ndo dispdem de
equipamentos mais sofisticados como liofilizador (ROMEIRO, 1996). Esta tem
sido uma das técnicas mais utilizadas pela EMBRAPA/CPACT para
preservacao das Xanthomonas.

A técnica de preservacdo em tiras de papel tem sido utilizada para
armazenar virus, sem a necessidade de condicfes especiais, para uso futuro
do material genético. Pitcovski et al. (1999) armazenaram cepas do virus da
doenca de Gumboro com sucesso em tiras de papel, por 30 dias. Wamburra
(2006) inoculou cepas do virus da doenca de Newcastle (VDN) em papéis filtro
para posterior reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As cepas mantiveram-
se vivas nos papéis por 150 dias a temperatura ambiente. Segundo o autor, 0
método pode ser usado com seguranca para armazenamento e transporte de
amostras de VDN aos laboratorios designados para estudos moleculares, sem
a necessidade de refrigeracdo. O autor considera o método desenvolvido util
para o transporte de amostras para outras partes do mundo, se as devidas
precaucdes forem tomadas.

O armazenamento do protozoario Acanthamoeba por este método foi
descrito por Pens e Rott (2008), tiras de papel filtro foram impregnadas com

cistos de amebas e transferidas para um criotubo. As tiras foram desidratadas
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a 30°C por 24 horas e apdés armazenadas em temperatura ambiente. A
viabilidade da Acanthamoeba foi avaliada e os cistos permanecem viaveis e
puros por, pelo menos, um ano.

A preservacdo de X. campestris em tiras de papel foi descrita por Kidby
et al. (1977); para tal utilizaram tiras de papel Whatman secas e estéreis, as
quais foram imersas numa cultura concentrada do micro-organismo. A técnica
mostrou-se adequada para a manutencdo ndo-propagativa dessas cepas, a
curto prazo, visto que, 79% das 36 linhagens apresentaram-se viaveis apés o
periodo de conservagdo. Segundo os autores, a producdo de xantana pelas
bactérias preservadas através desse método foi igual a producao através de
outras formas tradicionais de inoculagdo. Além disso, as células produziram um
in6culo viavel, sem tendéncia a degeneracao durante o curso da fermentacao.
Porém, a manutencdo nao propagativa das culturas estoques em tiras de papel
nao substitui a preservacdo por longo prazo no estado liofilizado, pois a cada

trés meses um novo lote de inéculos precisa ser preparado.

1.3.1.2.2.2 Silica gel, pérolas de vidro ou porcelana

A preservacdo de micro-organismos em silica gel € utilizada,
principalmente, para manter fungos esporulados, quando equipamentos para
liofilizacdo ou para armazenamento em nitrogénio liquido ndo estdo
disponiveis. O Fungal Genetics Stock Center tem utilizado esta técnica com
sucesso, desde 1962, para preservar cepas de Aspergillus nidulans e
Neurospora crassa (NAKASONE; PETERSON; JONG, 2004).

Hunt, Gourevitch e Lein (1958) descreveram métodos para a
preservacao de culturas microbianas por desidratacédo com silica gel anidra. As
técnicas tém sido utilizadas para preservar fungos (LANGE; BOYD, 1968) e
uma variedade de espécies bacterianas (NORRIS, 1963). Embora o maior
emprego deste método seja para a conservacdo de fungos, Grivell e Jackson
(1969) relataram que a técnica também é vantajosa para bactérias, como
Pseudomonas denitrificans, que permaneceu viavel por aproximadamente 27
meses quando armazenada em silica gel.

Alguns pesquisadores utilizam pérolas de vidro ou porcelana no lugar de

silica gel. As condi¢cdes de umidade reduzida nas pérolas de vidro ou porcelana
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e na silica gel impedem o crescimento e o metabolismo de fungos e previnem a
presenca de contaminantes (SMITH; ONIONS, 1994).

1.3.1.2.2.3 Sementes e gréos de cereais

Varias espécies de fungos j4 foram armazenadas em sementes de
aveia, cevada, trigo, centeio e sorgo por até 10 anos (SINGLETON et al., 1992;
NAKASONE; PETERSON; JONG, 2004). Para preservar espécies de
Rhizoctonia, as sementes de cevada, aveia, ou trigo sdo embebidas em agua
contendo cloranfenicol (250mg.mL™) durante uma noite, para auxiliar na
desinfeccdo. A agua € removida, as semente sdo colocadas em frascos com
tampa de rosca que sao autoclavados por 1 hora a 121°C, por mais de 2 dias
consecutivos. Os frascos séo inoculados com as culturas e incubados de 23 a
27°C por 7 a 10 dias. Em seguida, as culturas sdo secas em uma camara de
secagem, as tampas dos frascos sao apertadas e envolvidas com Parafim®;
os frascos sé&o armazenados a -25°C (SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991).

Salcedo et al. (1992) avaliaram a conservagao de X. campestris em
sementes de Brassica oleracea esterilizadas por radiacdo gama e lavagens em
hipoclorito de sédio. As sementes foram imersas em suspensdo contendo
10°UFC.mL™ de Xanthomonas e armazenadas a 4°C por 21 dias. Embora essa
técnica seja de facil inoculacéo e preserve a bactéria em seu habitat natural, a

viabilidade das células apos o periodo de conservacéo foi de 10% da inicial.

1.3.1.2.2.4 Solo e areia estéreis

Alguns fungos podem ser preservados facilmente e com sucesso por
muitos anos em solo seco ou areia estéreis. Este método tem se mostrado
apropriado para fungos como Septoria, Pseudocercosporella (NAKASONE;
PETERSON; JONG, 2004) e Rhizoctonia (SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991).

Baseia-se na inoculacdo da suspensdo microbiana, que se deseja
preservar, no solo ou areia, secos e estéreis, e armazenamento em
temperatura ambiente ou sob refrigeracdo. Solos com capacidade de retencéo
de 4gua de 20 a 25% tém demonstrado melhores resultados; turfa e argila tém
sido os tipos de solos mais utilizados e embora outros substratos como
carbonato de calcio, fosfato acido de célcio e serragem tenham sido sugeridos,
solo e areia sdo0 os mais satisfatorios (FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1989). E
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importante considerar que o0 solo apresenta uma microbiota bastante
diversificada e sua esterilizacdo demanda cuidados especiais. Lelliott e Stead
(1987) recomendam coletar o solo e seca-lo ao ar, peneirad-lo em peneira de
orificio de 2mm e autoclava-lo a 121°C por 1 hora, por 3 dias sucessivos. Ja
Fahy e Persley (1983) aconselham secar o solo ao ar, adicionar agua estéril,
autoclavar a 121°C por 1 hora, por 3 dias consecutivos, e testar sua
esterilidade em um meio de cultura. Se o solo estiver estéril, 0 autor recomenda
secar em forno a 105°C e armazenar em dessecador até o momento de
utilizagéao.

O método de preservacdo em solo minimiza as chances de variabilidade
genética, permite armazenamento a temperatura ambiente por longo periodo
(aproximadamente 5 anos) e é de baixo custo. No entanto, impossibilita a
visualizacdo de contaminagfes (FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1989).

Dentre as desvantagens da técnica ainda pode-se citar o crescimento de
cepas selvagens, quando o armazenamento € feito em temperatura ambiente,
demora no crescimento do micro-organismos ap0s recuperacao da cultura,
devido a dorméncia causada pelas condicbes de desidratacdo, e também,
mudancas morfolégicas nas colénias (NAKASONE; PETERSON; JONG, 2004).

1.3.1.2.2.5 Agua destilada

A técnica foi primeiramente descrita para fungos patogénicos por
Castellani, em 1939. A simplicidade € a grande vantagem do método, embora
haja risco de contaminacéo e a estabilidade genética possa ser comprometida
por permitir algum crescimento microbiano. Consite em autoclavar frascos
contendo agua destilada, transferir pedacos do meio de cultura para os frascos
e armazenar a temperatura ambiente (fungos) ou sob refrigeracdo (bactérias)
(FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1989).

Wakimoto et al. (1982) e Van Elsas et al. (2001) mostraram que a
bactéria Ralstonia solanacearum, isolada de solo, ndo apenas sobrevive em
agua esteéril por varios meses, mas também se multiplica por varias geracoes.
lacobellis e Devay (1986) relataram que outras bactérias fitopatogénicas
incluindo Agrobacterium tumefaciens e Pseudomonas syringae ssp. syringae

podem sobreviver em agua estéril por mais de 20 anos.
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Liao e Shollenberger (2003) verificaram que, apos 12-16 anos, de
armazenamento em Aagua estéril, as bactérias Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas viridiflava, Erwinia spp. e Cytophaga johnsonae, associadas com
a podriddo pos-colheita de produtos frescos, mantiveram-se viaveis e foram
capazes de ser recuperadas por plaqueamento da cultura preservada em meio
sOlido. Outras bactérias como Xanthomonas campestris, Salmonella spp.,
Listeria spp. e Yersinia enterocolitica mantiveram-se viaveis de 3 a 8 anos.

O método Castellani, além de economicamente viavel para laboratérios
de pequeno porte, tem a capacidade de retomar algumas caracteristicas
macroscopicas das colénias, perdidas durante a repicagem periddica
(RODRIGUES; LIRIO; LACAZ, 1992).

Apesar da simplicidade, a conservacao de bactérias em agua pura nao
tem sido adotada por laboratorios de microbiologia, provavelmente devido a
falta de dados experimentais baseados em estudos de varios anos para validar
a confiabilidade do método. Além disso, embora algumas fitobactérias ja terem
sido testadas, ainda séo escassos 0s dados sobre manutencao de bactérias de
importancia clinica, industrial ou ambiental, em agua estérii (LIAO;
SHOLLENBERGER, 2003).

1.4 Avaliacao da viabilidade dos micro-organismos apds conservacao

Periodicamente deve-se avaliar a viabilidade celular dos micro-
organismos frente aos métodos de conservacao utilizados, uma vez que podem
responder de maneira distinta aos diferentes métodos. Para tanto, deve-se
guantificar a multiplicacdo celular para garantir o controle de qualidade do
método de preservacédo para cada organismo (SUNDARI; ADHOLEYA, 2001).

De acordo com Hobson, Tothill e Turner (1996) os micro-organismos
podem ser quantificados de forma direta, contando-se microscopicamente o
namero de células presentes em um determinado material ou superficie, ou
indiretamente, efetuando-se analises da turbidez, determinacdo do peso seco,
concentracdo de substancias quimicas (proteinas, pesquisa de determinada
enzima ou produto final de uma via metabdlica, DNA e RNA) ou através da
contagem do numero de micro-organismos viaveis utilizando um meio de

cultura apropriado.
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Assim, os métodos para a quantificacdo de micro-organismos podem ser
divididos em dois principais grupos, agueles que quantificam o numero total de
células, viaveis e inviaveis, representados pela contagem microscopica,
contagem eletronica, absorbancia, turbidimetria e determinagéo da biomassa; e
aqueles que quantificam somente o numero de células viaveis, representados
pela contagem em placas, contagem em membranas filtrantes e determinacéo
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 col6nias, presentes na placa apoés
incubacdo, é contado e multiplicado pelo fator de diluicAo para obter uma
contagem viavel de unidades formadoras de col6nia por mililitro da amostra
original (UFC.mL™). A principal desvantagem do método de contagem em
placas é o longo periodo de incubacdo (normalmente 24-72h) e a habilidade do
operador (HOBSON; TOTHILL; TURNER, 1996). Existem, ainda, equipamentos
gue realizam o espalhamento das diluicbes nas placas, o que previne a adesao

das colbnias.

1.5 Escolha do método de preservacao

N&o existe uma técnica universal para a estocagem e manutencédo de
micro-organismos. Todos os métodos de preservacao apresentam vantagens e
desvantagens e a escolha do método mais indicado deve considerar 0s
interesses particulares de cada instituicdo e a finalidade a que se destina a
colecdo (ROMEIRO, 1996).

Dependendo das caracteristicas do micro-organismo e das condicfes
disponiveis, diferentes métodos de conservacdo do material biolégico podem
ser utilizados. Até que um grupo de micro-organismos torne-se totalmente
conhecido, ndo é aconselhavel depender de um Udnico método para a
manutencdo da cultura (HAYNES; WICKERHAM; HESSELTINE, 1955;
CAMEOTRA, 2007). A Organization for Economic Cooperation and
Development recomenda que pelo menos um dos métodos utilizados seja o

ultracongelamento ou a liofilizacdo, visto que, para muitas linhagens, estes sao
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considerados métodos com menos riscos de alteracdes genéticas, além de
garantirem a preservacéao por longos periodos de tempo (OECD, 2004).

As principais exigéncias de uma técnica especifica de preservacdo
recaem na conservacdo da viabilidade e das caracteristicas morfolégicas e
bioguimicas 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 in6culo 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
preservacao (ROMEIRO, 1996).



2 Material e métodos

Conduziu-se os experimentos no Laboratério de Biopolimeros, do Centro
de Desenvolvimento Tecnoldgico — Universidade Federal de Pelotas.

2.1 Material
2.1.1 Micro-organismos

Utilizou-se neste estudo trés cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni,
aqui codificadas como HJ, FH e LF. Manteve-se os estoques das bactérias por
liofilizac&o e por repiques periddicos mensais em meio sélido SPA (HAYWARD,
1964), armazenados a 4°C.

2.1.2 Reagentes

Utilizou-se neste trabalho os seguintes reagentes: extrato de levedura
(Himedia®), extrato de malte (Acumedia®), glicose anidra P.A. (Synth®),
peptona (Himedia®), sacarose P.A. (Synth®), fosfato de potassio dibasico P.A.
anidro (Vetec®), sulfato de magnésio P.A. heptahidratado (Synth®), fosfato de
amoénio monobasico P.A. (Synth®), éacido cloridrico (Fmaia®), padrdo de
glicose (Merck®), padréo de ramanose (Merck®), padrdo de manose (Merck®),
padrao de acido glicurénico (Merck®), cloroférmio (Synth®), metanol (Synth®),
acido acético (Synth®), anisaldeido sulfarico (Synth®).

2.1.3 Equipamentos

Para a realizagdo dos experimentos utilizou-se 0s seguintes
equipamentos: incubador orbital com controle de temperatura (B. Braun Biotech
International®, modelo Certomat BS-1), balanca analitica (Quimis®, modelo BG
400), estufa de cultura tipo B.O.D. (Eletrolab®, modelo EL101), estufa para
esterilizacao (Olidef CZ®), estufa para secagem (Fabbe®), autoclave vertical

(Prismatec®, modelo CS), cabine de fluxo laminar (Veco®) contendo lampada
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ultravioleta (UV-C, 253,7nm,), redmetro (HAAKE®, modelo RS150), bico de

Bunsen e vidrarias em geral.

2.2 Métodos

2.2.1 Avaliacdo de métodos classicos utilizados para a preservacdo de X.

arboricola

Avaliou-se a eficiéncia dos métodos liofilizacdo e repicagens periddicas

sobre a viabilidade, capacidade produtiva, viscosidade e composi¢do quimica

da xantana produzida por X. arboricola pv pruni cepas HJ, FH e LF.

O fluxograma abaixo representa a estruturacéo deste experimento.

Liofilizacao

v

Armazenamento por 12 anos

v

Recuperacao

Repicagem periddica
por 12 anos

A 4

\ 4

v

Propagacédo em
meio solido

Propagacéo em
meio sélido
(12 passagem)

Determinacéo da
Viabilidade celular

Colbnias isoladas
(12 passagem)

v

Propagacéo em
meio sélido
(22 passagem)

In6culo

A A

v

Producéo de xantana

v

Capacidade produtiva, viscosidade, composicdo quimica

Figura 4 — Estruturacao do primeiro experimento.
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2.2.1.1 Preservacéo por liofilizacéo

2.2.1.1.1. Liofilizagéo e armazenamento

Inéculos foram preparados em 1999 por Moreira (2010a) a partir de
col6nias isoladas de X. arboricola pv pruni cepas HJ, FH e LF, de acordo com a
patente ' W02006047845 (VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO,
2006), contendo 1,4.10°UFC.mL™?, 1,0.10°UFC.mL* e 1,2.10°UFC.mL™,
respectivamente. Os inéculos foram diluidos com o crioprotetor na proporgao
de 60:40 (v/v), perfazendo um volume de 2mL, colocados em frascos tipo
penicilina estéreis. Apds a liofilizagdo foram armazenados a -18°C e a
temperatura ambiente. O crioprotetor utilizado foi composto de triptona, manitol,
glutamato sddico, gelatina, fosfato monobasico de sédio e fosfato dibasico de
sodio, segundo Ellner (1978).

2.2.1.1.2 Reativagédo e determinacao da viabilidade celular

Reativou-se as culturas de X. arboricola, do banco de armazenamento
de micro-organismos do Laboratério de Biopolimeros, liofilizadas ha 12 anos,
mediante reconstituicdo (reidratacdo) com meio YM liquido por 20 minutos.
Para avaliar a viabilidade das bactérias, retirou-se 100uL dessa suspenséao e
fez-se diluicdes decimais até 107, seguidas de plaqueamento das diluicdes 10
até 10, em meio sélido SPA, e incubac&o em estufa de cultura. Apés, contou-
se as colonias tipicas de X. arboricola e expressou-se o resultado em unidades
formadoras de colénias por mililitros (UFC.mL™) de suspensdo bacteriana

reidratada.

2.2.1.1.3 Propagacdo de células em meio solido a partir da suspensao
bacteriana reativada

Espalhou-se com uma alga de platina 100uL da suspensao bacteriana
reativada em placas contendo meio sélido SPA. Incubou-se as placas segundo
a patente W0O2006047845 (VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO,
2006). Utilizou-se as placas com crescimento de X. arboricola para producéo

de indculo, e posterior producédo de xantana.
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2.2.1.1.4 Propagacéao de células em meio solido a partir de coldnias isoladas

Plaqueou-se, por esgotamento, uma al¢cada da suspensdo bacteriana
recuperada (item 2.2.1.1.2) em meio solido SPA (12 passagem). Incubou-se e
utilizou-se as colonias isoladas para novo crescimento em SPA (22 passagem)
e posterior producdo de inoculo e de xantana (VENDRUSCOLO; MOREIRA;
VENDRUSCOLO, 2006).

2.2.1.2 Preservacgao por repiques mensais

2.2.1.2.1 Repiques mensais

Os repiques mensais tém sido realizados, sistematicamente, a partir de
coldnias isoladas de X. arboricola, em meio sélido SPA seguido de incubacao
até crescimento de coldnias tipicas de Xanthomonas. Armazena-se cada
repique sob refrigeracdo (4°C) até a proxima transferéncia para um meio

fresco.

2.2.1.2.2 Propagacao de células em meio sélido a partir de colénias isoladas

Utilizou-se as colbnias isoladas para novo crescimento em SPA e
posterior producdo de inoculo e de xantana (VENDRUSCOLO; MOREIRA;
VENDRUSCOLO, 2006)

2.2.1.3 Producao de xantana e avaliacao da capacidade produtiva

Realizou-se a producdo de xantana segundo patente W0O2006047845,
(VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2006) em duas fases: a
primeira para multiplicacdo celular (producédo de inoculo) e a segunda para
producédo de xantana.

No final do processo recuperou-se a Xxantana pela insolubilizacdo
mediante adicdo de etanol ao caldo fermentado, na proporcdo de quatro partes
de alcool para uma de caldo. Secou-se o0 polimero precipitado em estufa para
secagem a b56°C, triturou-se e armazenou-se em recipentes de vidro
(VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2006). Avaliou-se a
capacidade produtiva de xantana por essas cepas através de métodos
gravimétricos e expressou-se o resultado em gramas de polimero seco por litro

de caldo fermentado (g.L™).



54

Durante a producédo do in6culo, avaliou-se a concentracao das bactérias
nos tempos Oh e 24h de incubacdo, através de diluicdes seriadas seguidas de
plagueamento. A determingdo da concentracdo celular inicial (Oh) no meio de
fermentacdo foi feita mediante calculo de diluicdo, considerando-se o volume

de in6culo e o volume final.

2.2.1.4 Viscosidade

Para as andlises de viscosidade, preparou-se solu¢cdes aquosas de
xantana a 3% (m/v) em agua deionizada. Agitou-se as solu¢cdes por 2 horas a
temperatura ambiente. Apos 24h, mensurou-se a viscosidade das solu¢cbes em
redbmetro, no médulo rotativo, a 25°C. Utilizou-se sistema placa-placa, sensor
PP35TI, e taxa de deformac&o de 0,01a 100s™.

2.2.1.5 Composicao quimica

Avaliou-se a composicdo quimica das xantanas sintetizadas pela
caracterizacdo qualitativa dos acUcares e acidos derivados das xantanas
produzidas.

Identificou-se 0s monossacarideos e acido derivado nas xantanas
sintetizadas por Cromatografia de Camada Delgada (CCDC), de acordo com
Moreira, Souza e Vendruscolo (1998). Para tal, hidrolisou-se as xantanas em
tubos fechados com solucéo de acido cloridrico 2M, na proporcédo de 3:100
(m/v), em banho-maria a 80°C por 16h. Filtrou-se a solucdo de xantana
hidrolisada e aplicou-se a amostra em cromatofolhas de aluminio de silica gel
60 F254, juntamente com os padrbes de glicose, ramanose, manose e acido
glicurdénico. Apés, eluiu-se com cloroférmio:metanol:acido acético:agua, na
proporcdo de 40:40:10:10 (v/vivlv). Revelou-se as cromatofolhas com
anisaldeido sulfurico e aquecimento com pistola até completo desenvolvimento
das coloracfes tipicas; visualizou-se as bandas e registrou-se imediatamente
através de digitalizacdo em scanner.

Comparou-se todos os resultados obtidos com os resultados prévios a
liofilizacdo, quando a bactéria X. arboricola era mantida por repicagem
periodica em meio solido YM (MOREIRA et al.,, 2001; MOREIRA, 2002;
FORESTI, 2003).
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2.2.2 Avaliacdo de métodos alternativos para a preservacao de X. arboricola
Avaliou-se a influéncia de métodos alternativos de preservacgéo sobre a
viabilidade, capacidade produtiva, viscosidade e composicdo quimica da
xantana produzida por X. arboricola pv pruni cepas HJ, FH e LF.
O fluxograma abaixo representa a estruturacéo deste experimento.

Multiplicagao celular

v

Conservacdo em sementes de girassol, pérolas de vidro e solo estéril

v

Armazenamento por 7, 15 e 30 dias

v

Recuperacéao
v 1

Propagacéo em Viabilidade
meio solido celular

¥

In6culo

Producéo de xantana

v

Capacidade produtiva, viscosidade, composicao quimica

Figura 5 — Estruturacdo do segundo experimento.

2.2.2.1 Multiplicacéo celular

Multiplicou-se as células de X. arboricola pv pruni cepas HJ, FH e LF,
em meio liquido, a partir de colbénias isoladas mantidas em meio soélido SPA,
segundo os procedimentos preconizados para a producdo de indculo na
patente  W02006047845 (VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO,
2006).

2.2.2.2 Preservacao das células de X. arboricola

2.2.2.2.1 Armazenamento em sementes de girassol
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Desinfectou-se com solugéo de hipoclorito de sodio (NaClO) sementes
de girassol (Helianthus annus) adquiridas no comércio local. A fim de
determinar a concentracdo ideal desta solucdo, imergiu-se as sementes em
solug¢des contendo 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5% de cloro, por 20 minutos. Na
sequencia, enxaguou-se, sob condi¢cdes assépticas, com agua destilada estéril
e com meio de cultivo YM. Secou-se sobre placa de Petri, & temperatura
ambiente e em ambiente estéril, e armazenou-se em frascos de vidro
esterelizados.

Para testar a sobrevivéncia das células nas sementes desinfectadas
com diferentes concentracdes do sanitizante, adicionou-se, assepticamente,
aliquotas de 50uL de meio contendo células bacterianas a cada semente e
secou-se em ambiente estéril. Armazenou-se as sementes em temperatura
ambiente, em mini-dessecadores previamente esterilizados, montados em
frascos tipo penicilina contendo silica gel, coberta por uma camada de 1a de

vidro e um disco de papel filtro (Fig. 6).

Figura 6 — Mini-dessecadores confeccionados com uma camada de silica gel,
uma camada de |a de vidro e cobertos com papel pardo.
Fonte: Autora.

Para avaliar a eficiéncia do método na desinfeccdo das sementes de
girassol, apos trés dias da inoculacdo, colocou-se trés sementes de girassol
por 20 minutos em 1mL de meio de cultivo YM; espalhou-se uma aliquota de
100uL da suspensédo bacteriana em placa contendo meio solido SPA e
incubou-se por 72h. Observou-se o crescimento bacteriano caracteristico e a
presenca de contaminacfes nas placas, a fim de selecionar a concentracéo
ideal de NaClO.

Inoculou-se as sementes desinfectadas com novos meios contendo as

células bacterianas, que foram acondicionadas, em numero de trés, nos mini-
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dessecadores. Armazenou-se a temperatura ambiente, em dessecadores, por
7, 15 e 30 dias.

2.2.2.2.2 Armazenamento em pérolas de vidro

Inicialmente, lavou-se as pérolas de vidro com agua corrente e
detergente. Em seguida, enxaguou-se com agua destilada estéril, secou-se em
estufa e autoclavou-se a 121°C por 1 hora. A seguir, mergulhou-se,
assepticamente, grupos de 6 pérolas em 250uL de meio inoculado durante 20
minutos e, em seguida, colocou-se as mesmas sobre papel filtro por
aproximadamente 20 minutos, para retirar o excesso de indculo. Colocou-se,
entdo, as pérolas nos mini-dessecadores e armazenou-se em temperatura

ambiente, por 7, 15 e 30 dias.

2.2.2.2.3 Armazenamento em solo estéril

Coletou-se a amostra de solo utilizadas neste trabalho e secou-se em
estufa a 100°C overnight. Em seguida, determinou-se a capacidade de
retencdo de agua deste solo, colocando-se 5g do solo em um funil contendo
papel filtro umedecido, adicionou-se agua lentamente até que a primeira gota
se formasse no apice do papel. A quantidade de agua adicionada ao solo
correspondeu a sua capacidade de retencdo de agua, que deve ser de 20 a
25% (FIGUEIREIDO; PIMENTEL, 1989).

Apés a determinacdo da capacidade de retencdo de agua do solo,
colocou-se 5g em vidros tipo penicilina, vedou-se e recobriu-se com papel
aluminio e papel pardo (Fig. 7). Autoclavou-se os frascos por 1h a 121°C e

secou-se em estufa, por dois dias consecutivos.

Figura 7 — Frascos contendo solo e cobertos com papel pardo.
Fonte: Autora.



58

Em ambiente asséptico, verteu-se lentamente 50uL do inéculo em cada
vidro contendo o solo. Os frascos permaneceram abertos dentro da camara de
fluxo por cerca de 5 minutos, até que todo o volume de in6culo fosse absorvido.
Vedou-se 0s vidros e armazenou-se em dessecador, a temperatura ambiente,
por 7, 15 e 30 dias.

2.2.2.3 Recuperacdo das células conservadas, avaliacdo da viabilidade e
propagacdo em meio solido

ApOs cada periodo de armazenamento, recuperou-se as bactérias
inoculadas, mergulhando-se 3 sementes, 3 pérolas e a por¢éo superior do solo
gue continha a regido inoculada, respectivamente, em eppendorfs contendo
1mL de meio de cultivo YM por 20 minutos.

ApOs a recuperacao das culturas, avaliou-se a viabilidade celular das
mesmas através de diluicbes seriadas das suspensdes bacterianas obtidas.
Espalhou-se as diluicdes 107?, 103, 10* e 10 em placas contendo meio sélido
SPA, incubou-se em estufa por 48h, e realizou-se a contagem das colonias de
X. arboricola presentes nas placas.

Utilizou-se as bactérias recuperadas a partir das sementes de girassol,
pérolas de vidro e solo estéril como pré-inéculo para a producdo de xantana,
através da propagacao em meio solido SPA, conforme descrito anteriormente.

Fez-se as avaliacbes da capacidade produtiva, viscosidade e
composi¢cdo quimica, conforme citado no primeiro experimento (itens 2.2.1.3,
2.2.1.4e2.2.1.5).

2.2.3 Andlise estatistica
Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata e os resultados
de producdo de xantana foram submetidos a analise de variancia, com

comparacao das médias pelo teste de Tukey com 5% de significancia.



3 Resultados e discussao

Os resultados obtidos, em acordo com o0s experimentos realizados,
foram estruturados em dois subitens, métodos classicos e métodos

alternativos.

3.1 Influéncia dos métodos convencionais de preservacao de X. arboricola

Para determinar-se a adequabilidade dos repiques periodicos e da
liofilizagdo para a preservacdo de X. arboricola avaliou-se viabilidade das
células liofilizadas, producéo, viscosidade e composi¢cdo quimica da xantana

produzida utilizando os micro-organismos mantidos por liofilizacéo e repique.

3.1.1 Viabilidade celular

As cepas estudadas neste trabalho tém sido mantidas por repiques
sucessivos em meio solido, a partir de col6nias clones, ha mais de 12 anos, o
gue mostra a eficiéncia da técnica para o0 patovar pruni em termos de
manutencao de células viaveis.

Todas as cepas liofilizadas mantiveram-se viaveis apdés 12 anos de
armazenamento a -18°C. Os resultados obtidos podem ser observados na tab.
1.
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Tabela 1 — Concentracdo celular e percentual de sobrevivéncia de células
preservadas por liofilizagdo durante 12 anos

c trach Concentracao Percentual de
oncentracao
C lular i (; | celular sobrevivéncia (%)

epa celular inicial

i (UFC.mL)* (UFC.mL™") ap6s 12 ap6s 12 anos de
.m
anos liofilizacao

HJ 8,4.10° 2,6.10° 0,031

FH 6,0.10°% 8,7.10’ 14,5

LF 7,2.108 6,2.108 86,1

*Cultivo celular diluido com 40% de crioprotetor, obtido a partir de células mantidas por
repicagens mensais em meio sélido YM

Anteriormente a liofilizagdo, as linhagens de X. arboricola avaliadas
neste trabalho eram preservadas, no Laboratério de Biopolimeros,
exclusivamente por repicagens periodicas em meio solido YM (Yeast Malt),
proposto por Haynes, Wickerham e Hesseltine, em 1955 (SOUZA,
VENDRUSCOLO, 1999). Segundo Sutherland (1993), as colbnias de
Xanthomonas s&o, normalmente, mucéides, brilhantes e arredondadas.
Entretanto, Moreira (2010b), verificou que, ndo raramente, durante as
repicagens, surgiam colonias atipicas, nao brilhantes e de aspecto ressecado,
com formato irregular; tais colénias foram denominadas “crespas”. A identidade
dessas colbnias foi confirmada por testes bioquimicos e pela capacidade de
producdo do biopolimero xantana em meio liquido, que ndo se mostrou
alterada, bem como a qualidade do polimero produzido. Contudo, para evitar
possiveis perdas das culturas, as bactérias foram liofilizadas. Tessman (2002)
introduziu a utilizacdo do meio SPA (Sucrose Peptone Agar), sugerido por
Hayward (1964), para as repicagens. Observou-se que as colbnias repicadas
neste meio eram maiores, com coloracdo mais clara e maior viabilidade. Assim,
0S repiques mensais para preservacao das cepas de Xanthomonas mantidas
no Laboratorio de Biopolimeros passaram a ser realizados sistematicamente no
meio solido SPA.

A cepa LF apresentou maior resisténcia as condi¢cdes da técnica de
liofilizacdo e de armazenamento, com uma redu¢ao na concentracao celular de
apenas 13,9%. A cepa HJ, ao contrario, teve aproximadamente 99% de morte

celular; o que ndo inviabiliza a técnica, levando-se em consideracdo o elevado
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namero ainda restante de células viaveis. Estes resultados ndo parecem estar
relacionados com a capacidade produtiva ou qualidade do biopolimero xantana
produzido. Sabe-se que o0s polimeros polissacaridicos possuem funcao
protetora sobre 0s micro-organismos, tanto no processo de liofilizacdo quanto
na reidratacdo das células (BACK et al.,, 2008). Mas, no caso das cepas
analisadas, uma maior capacidade produtiva (que j& pode ocorrer durante a
fase de crescimento celular) ou viscosificante do polimero produzido néo
parece ter sido a causa de maior indice de sobrevivéncia, visto que a cepa HJ,
para a qual se determinou producdo e viscosidade medianas, em relacdo as
outras cepas, teve o menor indice de sobrevivéncia das células.

A sobrevivéncia durante a liofilizacdo e o armazenamento depende,
principalmente, das caracteristicas dos micro-organismos, da concentracéo da
cultura liofilizada, dos meios de multiplicacéo celular e reidratacdo empregados,
do agente crioprotetor, da temperatura de armazenamento e das condi¢des de
recuperacdo do material liofilizado (HECKLY, 1961; BAIOCCO, 1997). Dentre
estes fatores, o unico modificado neste estudo foi 0 micro-organismo. Assim,
pode-se afirmar que a viabilidade celular de X. arboricola pv pruni, foi cepa-
dependente. Mesmo o genoma de Xanthomonas sendo caracterizado por uma
elevada estabilidade, o que facilita sua conservacdo (MARTINEZ-SALAZAR et
al., 1993), observou-se que podem ocorrer variagcdes fenotipicas em cepas da
mesma espécie, principalmente em relacdo a quantidade e qualidade de
xantana produzida (NITSCHKE; THOMAS, 1995; MOREIRA et al.,, 2001;
ANTUNES et al., 2003; LUVIELMO; VENDRUSCOLO; SCAMPARINI, 2007;
BORGES et al.,, 2009a), patogenicidade, tamanho e coloracdo de colbnias
(KAMOUN; KADU, 1990; NITSCHKE; THOMAS, 1995; RAIMANN et al., 2002).
Esta demonstracao de ocorréncia de variacdes diversas entre cepas corrobora
a determinacédo de que a sobrevivéncia das bactérias foi cepa-dependente.

Os demais fatores que afetam a sobrevivéncia dos micro-organismos
apos a liofilizacdo foram ajustados, neste trabalho, para que contribuissem
para manutencdo das células. A literatura cita o0 meio YM como sendo o mais
adequado para o cultivo de Xanthomonas (HAYNES, 1955; GARCIA-OCHOA
et al., 2000; VENDRUSCOLO; MOREIRA; VENDRUSCOLO, 2006), por isso,
ele foi utilizado para a multiplicacdo das bactérias, previamente a liofilizagcéo, e

também para a reidratacao (reativacao) do material liofilizado.
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A adicao de 40% de crioprotetor ao meio de suspensao das cepas e 0
armazenamento das culturas a -18°C também forneceram condi¢Bes para que
as bactérias liofilizadas permanecessem viaveis. O uso de agentes
crioprotetores apropriados aumenta a sobrevivéncia consideravelmente, pois
protegem a célula microbiana dos efeitos deletérios das etapas do
congelamento e reidratagdo (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. Para 0s autores, 0s principais motivos para o sucesso da
liofilizagdo foram a adi¢cdo do crioprotetor, que tende a diminuir a atividade de
agua, e 0 armazenamento a baixa temperatura.

Back et al. (2008) avaliaram a viabilidade de células de Beijerinckia sp
7070 liofilizadas com e sem a adicdo de crioprotetor, ap0s uma década de
armazenamento a -4°C. As células tiveram 100% de sobrevivéncia com
crioprotetor, e sem crioprotetor ocorreu uma reducéo de 78% do numero de
células viaveis. A solucéo crioprotetora utilizada mostrou-se muito eficiente, e a
elevada sobrevivéncia, mesmo na auséncia de crioprotetor, deve-se a
presenca do exopolissacarideo produzido pela bactéria durante crescimento
gue, neste caso, atuou como crioprotetor.

Baiocco (1997) também utilizou YM para a multiplicacdo celular de X.
campestris pv manihotis e posterior suspensdo das ceélulas para serem
liofilizadas. Entretanto, para recuperacao, empregou YM adicionado de 10% de
leite desnatado reconstituido como meio de suspensao; as células bacterianas
apresentaram 80% de sobrevivéncia apdés 12 meses de liofilizagdo, valor
semelhante ao verificado para a cepa LF de X. arboricola pv pruni, cerca de
86%, apos 12 anos de preservacdo. Segundo Baiocco (1997), as proteinas, o
soro de leite e a lactose presentes no leite desnatado fornecem uma matriz
protetora para as macromoléculas celulares durante a reidratacdo. A autora
ainda constatou que a melhor temperatura para 0 armazenamento da cepa
liofilizada, independente dos meios de crescimento e suspenséao utilizados, foi
a temperatura abaixo da temperatura do congelamento. Neste trabalho
verificou-se resultado semelhante, pois o armazenamento das culturas
liofilizadas em temperatura ambiente comprometeu a sobrevivéncia das trés

cepas, causando morte celular total apés 12 anos. A Fig. 8 mostra a diferenca
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de coloragdo entre as culturas liofilizadas armazenadas a -18°C e em

temperatura ambiente.

Figura 8 — Frascos contendo células de Xanthomonas arboricola pv pruni
liofilizadas armazenadas a temperatura (A) ambiente e armazenadas a -18°C

(B).
Fonte: Autora

Além disso, Baiocco (1997) mostrou que o tempo de reidratacdo também
determina os resultados obtidos. Reidratagédo demasiado longa pode induzir a
resultados falsamente inferiores. A taxa de sobrevivéncia celular foi maior
guando a cultura liofilizada foi reidratada rapidamente, por 10 ou 20 minutos,
antes do repique em meio sélido.

O baixo percentual de sobrevivéncia, apos a liofilizacdo, da cepa HJ,
principalmente, pode ser atribuido as caracteristicas especificas desta
linhagem, que apresentou maior sensibilidade ao processo de liofilizacao.
Normalmente, sdo observados efeitos deletérios na populacéo inicial de micro-
organismos de uma amostra liofilizada, pois ficam sujeitos a danos e injurias
provocados pelas etapas de congelamento, desidratacdo e secagem, que
compdem a técnica (HECKLY, 1961; CASTRO; TEIXEIRA; KIRBY, 1997).
Mudanca na permeabilidade da parede celular dos micro-organismos, quebra
das moléculas de DNA e RNA e danos nas membranas bacterianas,
acarretando perda de proteinas superficiais e contetdo citoplasmatico, sdo os
principais responsaveis pela diminuicdo da viabilidade apds a liofilizacao
(BRENNAN et al., 1986; WANG, et al., 2009).

No entanto, a injaria representa uma condi¢cdo temporaria das células
liofilizadas, que ao recuperarem seu estado fisioldgico natural, voltam a
multiplicar-se normalmente e ndo mais apresentam qualquer caracteristica que
permita distingui-las das células originais (BEUCHAT, 1978; BAIOCCO, 1997),

como foi verificado com a cepa HJ, neste trabalho. Mesmo com uma redugéao
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de mais de 99% em sua concentracdo celular, a cepa HJ apresentou
crescimento consideravel em meio liquido YM ap6és 24h. Além disso, quando a
cepa HJ foi recuperada e teve duas passagens por meio sélido SPA, observou-
se que a capacidade multiplicativa das células em meio liquido YM, no periodo
de 24h, aumentou consideravelmente (tab. 2). Os resultados comprovaram que
a injuria celular causada pela técnica de liofilizacdo é transitoria, sendo que,
apos a readaptacao das culturas recuperadas em meio nutritivo, elas retornam
ao seu estado de desenvolvimento normal. A cepa LF teve o0 mesmo
comportamento da HJ. A cepa FH, entretanto, apesar de ter multiplicacéo
significativa em 24h de cultivo em YM, como as outras duas cepas analisadas,
demonstrou sua readaptacdo ja com uma passagem no meio nutritivo, pois
guando ocorreu uma segunda passagem no meio de cultivo sélido, seu
crescimento celular em 24h em meio liquido ndo foi expressivamente superior
ao ocorrido com apenas uma passagem em meio sélido.

A tabela abaixo apresenta uma comparacao entre a concentragao inicial,
no tempo zero de incubacéo, e a concentracao final, em 24h, das suspensfes
celulares das diferentes cepas em meio de cultivo YM, preservadas pelos

métodos convencionais avaliados neste trabalho.
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Tabela 2 — Crescimento celular de X. arboricola em 24h de cultivo em meio
liquido YM

Concentracdo Concentragéo

Técnica de o )
Cepa . celular inicial celular final
Preservagao 1 4
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
Liofilizacdo 6,0.10° 8,8.10°
Liofilizacao e repique
HJ ¢ P 6,4.10° 1,3.10°
em SPA*
Repique mensal em SPA 7,0.10° 4,0.10°
Liofilizac&o 1,9.10° 6,4.10°
Liofilizagao e repique
FH ¢ P 2,0.10° 4,9.10°
em SPA*
Repique mensal em SPA 9,0.10° 7,0.10°
Liofilizacdo 1,6.10® 5,0.10°
Liofilizac&o e repique
LF ¢ P 5,0.10° 3,0.10°
em SPA*
Repique mensal em SPA 6,0.10° 2,8.10°

*Células liofilizadas reativadas e, na sequéncia, submetidas a duas passagens em meio sélido
SPA

De acordo com a tab. 2, o método de repicagens periodicas em meio
sélido SPA demonstrou menor eficiéncia para a cepa LF, resultando em
concentracdo celular inicial menor, quando comparado aos valores obtidos
apos preservacao pela liofilizagdo ou liofilizagcdo seguida de repique em meio
sélido. No entanto, ap6s 24h de cultivo em meio liquido YM, a concentracéo

celular foi equivalente para as trés técnicas.

3.1.2 Producao de xantana

Quando se avalia a eficiéncia de um método de preservacdo de
Xanthomonas, ndo s6 a sobrevivéncia das células durante o periodo de
armazenamento, como também sua capacidade produtiva de xantana deve ser

considerada.
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Neste trabalho, a producao de xantana foi dependente da cepa utilizada
no processo fermentativo e da técnica pela qual esta linhagem foi conservada,

como mostra a tab. 3.

Tabela 3 — Producdo de xantana* por células preservadas por técnicas
convencionais, comparada com valores prévios (controle)**

Produgéo de xantana

Cepa Técnica de preservacao 1

(9.L7)

Controle 51
Liofilizag&o 6,4+0,20°
i Liofilizacdo e repique em SPA*** 6,0+0,20°
Repique mensal em SPA 7,6+0,20°

Controle 5,6
Liofilizag&o 5,8+0,12°
FH Liofilizacdo e repiqgue em SPA*** 6,5+0,11°
Repique mensal em SPA 5,1+0,29°

Controle 4,2
Liofilizac&o 3,6+0,02°
- Liofilizacéo e repigue em SPA*** 7,6+0,06°
Repique mensal em SPA 6,2+0,18"

*Média de trés andlises + desvio padrdo. Letras diferentes, para a mesma cepa, indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey em nivel de significancia de 5% de probabilidade.

**Producdo de xantana (9.L'™") por cepas preservadas por repiques mensais em meio sélido
YM, previamente a liofilizagao

*»*Células liofilizadas reativadas e, na sequéncia, submetidas a duas passagens em meio
solido SPA

Comparando-se o rendimento de xantana antes e depois da liofilizacéo,
observou--se que a cepa FH nédo teve sua capacidade produtiva afetada pela
liofilizacdo e armazenamento por 12 anos, mantendo seu rendimento em torno
de 5,8g.L" (FORESTI, 2003)'. J4 a producdo de xantana pela cepa LF

! Para comparacéo, selecionou-se os resultados de trabalhos realizados em periodos o mais
proximo a liofilizacdo das cepas empregadas neste estudo; sendo que os resultados foram
obtidos previamente a data de publicacéo citada.



67

apresentou uma reducdo de, aproximadamente, 15% apds a liofilizacdo
(MOREIRA, 2002).

Os resultados obtidos para a técnica de repiques mensais em meio
sélido SPA parecem, inicialmente, proporcionar melhores resultados que a
liofilizacdo, em termos de producdo de xantana, para as cepas HJ e LF.
Entretanto, a liofilizagcdo, seguida da recuperacdo das culturas e duas
passagens em meio sélido SPA da cepa LF, ocasionou um incremento na
producéo, demonstrando que os danos causados pela liofilizacdo podem ser
revertidos apdés passagem adicional em meio soélido adequado. Assim,
podemos afirmar que para a cepa HJ a preservagao por repiqgue em meio
sélido SPA foi mais eficiente; a cepa LF teve sua capacidade produtiva ao
longo dos anos melhor preservada ao se utilizar a técnica de liofilizacao; para a
cepa FH, ambos métodos foram adequados.

Conforme discutido por Garcia-Ochoa et al. (2000) e confirmado por
outros autores, a producdo de xantana € cepa-dependente (MOREIRA et al.,
2001; BORGES, 2004; TEIXEIRA, 2005; BORGES, 2007). Rottava et al. (2009)
avaliaram a producdo de xantana pelas cepas 1167, 254 e 607 de X.
campestris pv campestris, em incubador agitador, e também verificaram que a
producéo de xantana depende da linhagem utilizada. Seus valores de producao
assemelham-se ao deste trabalho, variando de 5,9 a 7,5g.L™.

A literatura cita que a concentracdo inicial do inoculo utilizado no
processo fermentativo influencia no rendimento da xantana (PAN; MOREIRA;
VENDRUSCOLO, 2000). Até determinados valores, aumentos na concentracao
do in6culo ocasionaram incrementos, nem sempre significativos
estatisticamente, na producdo de xantana. Entretanto, existiam faixas de
concentragfes que resultavam em valores equivalentes. Neste trabalho, as
concentracdes dos indculos variaram de 1,2.10% a 9,0.10°UFC.mL™, diferenca
gue segundo Pan, Moreira e (2000) ndo resultaria em produc¢des diferenciadas.
Como mostra a tab. 4, que compara, a concentracdo inicial de células no meio
de fermentacdo e a producdo de xantana, em funcdo do método de
preservacao utilizado, concentracdes iniciais menores podem gerar uma maior
producdo, comprovando a influéncia do método de preservacdo ndo sé na

viabilidade celular, mas também na capacidade produtiva.
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Tabela 4 - Relagdo entre numero inicial de células e producdo de xantana*,
comparados a valores prévios (controle)**

Concentracéao celular .
o Producéo de
inicial

Cepa Técnica de preservacao L _ xantana
(UFC.mL™) no meio de 1
< (9.L7)
fermentacao
Controle 2,0.10° 5,1
Liofilizac&o 1,2.10® 6,4+0,20"
Liofilizacéo e repique
HJ k P 1,8.10° 6,0+0,20°
em SPA***
Repique mensal em SPA 5,6.10° 7,6+0,20?
Contole 1,4.108 5,6
o Liofilizac&o 9,0.10° 5,8+0,12°
Liofilizacéo e repique
¢ P 6,8.10° 6,5+0,11°
em SPA***
Repique mensal em SPA 5,3.10° 5,1+0,29°
Controle 1,7.10° 4,2
" Liofilizac&o 7,0.108 3,6+0,02
Liofilizacéo e repique
: P 1,6.10° 7,6+0,06°
em SPA***
Repique mensal em SPA 3,9.10° 6,2+0,18"

*Média de trés andlises + desvio padrdo. Letras diferentes, para a mesma cepa, indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey em nivel de significéncia de 5% de probabilidade.
**Concentracdo celular e produgdo de xantana (g.L™) por cepas preservadas por repiques
mensais em meio sélido YM, previamente a liofilizag&o

*»*Células liofilizadas reativadas e, na sequéncia, submetidas a duas passagens em meio
solido SPA

3.1.3 Viscosidade

A analise de viscosidade das solucBes aquosas de xantana foi realizada
para avaliar a influéncia dos diferentes métodos de preservacdo na qualidade
dos polimeros. Todas as xantanas analisadas mantiveram comportamento
pseudoplastico caracteristico, isto €, a viscosidade diminuiu com o0 aumento da

taxa de cisalhamento (Fig. 9). Este comportamento é comum em solu¢des de
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polissacarideos microbianos (CACIK; DONDO; MARQUES, 2001; RAO;
SURESH; SURAISHKUMAR, 2003) e o esperado para xantana (SANDFORD
etal., 1977).
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Figura 9 - Viscosidade (mPas) vs taxa de deformacéo (s™), a 25°C, de solucdes
aquosas de xantana a 3% (m/v), produzidas por cepas preservadas por
liofilizagéo (LIO), liofilizag&o e reativacdo com duas passagens em meio solido
SPA (LIO 2) e por repicagem mensal em meio solido SPA (SPA).

Os autores que tém estudado as diversas cepas de X. arboricola pv
pruni verificaram diferencas na viscosidade das solugbes aquosas das
xantanas produzidas, demonstrando ser a viscosidade cepa-dependente
(ANTUNES et al. (2000b), MOREIRA et al., 2001; FORESTI, 2003, BORGES,
2007). De Vuyst e Vermeire (1994) e Nitschke, Rodrigues e Schinatto (2001),
trabalhando com outros patovares, também verificaram que o comportamento
reoldgico da xantana é influenciado pela variacdo genética das cepas de um
mesmo patovar.

A tab. 5 mostra a viscosidade aparente das solu¢cdes aquosas de
xantana a 3% (m/v), produzidas pelas cepas preservadas nos diferentes
métodos, em uma taxa de cisalhamento de 10s™. Os valores de viscosidade

variaram de 3.635 a 16.399mPas.s, nas condicfes citadas.
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Tabela 5 - Viscosidade, a 25°C e 10s™, das solucdes aquosas a 3% (m/v) de
xantanas produzidas por células preservadas por técnicas convencionais,
comparada com valores prévios (controle)*

- . Viscosidade (mPa.s)
Técnica de preservacao

HJ? FH? LF®
Controle 7.600 4.500 11.000
Liofilizacao 3.635 9.911 7.790
Liofilizacdo e repique em SPA** 8.596 16.399 9.700
Repique mensal em SPA 11.085 5.451 5.873

*Viscosidade das solucdes aquosas a 3% (m/v) de xantanas produzidas por cepas preservadas
por repiques mensais em meio s6lido YM, previamente a liofilizagcao

**Células liofilizadas reativadas e, na sequéncia, submetidas a duas passagens em meio solido
SPA

2FORESTI, 2003; "MOREIRA, 2002

Os resultados também demonstraram que a viscosidade das solucdes
agquosas de xantana, neste trabalho, foi dependente do método de preservacao
empregado para a manutencdo das cepas, e que as cepas responderam
diferentemente aos métodos testados. Analisando individualmente os valores
de viscosidade das xantanas, observou-se que, com excec¢ao da cepa LF, que
sofreu reducdo de aproximadamente 47%, 0S repiques SUCESSIVOS NO Meio
SPA resultaram em aumento da viscosidade; como anteriormente a liofilizacéo
0s repiques eram realizados no meio YM, depreende-se que o meio SPA,
apesar de favorecer a producao, reduz a viscosidade da xantana produzida
pela cepalLF. A técnica de liofilizacdo diminuiu para 3.635mPa.s,
aproximadamente a metade da viscosidade do polimero da cepa HJ
previamente a liofilizacdo, que era de 7.600mPa.s (FORESTI, 2003). Para a
cepa LF observou-se uma redugdo menos expressiva, enquanto que a cepa
FH, paradoxalmente, teve um inesperado aumento de 120% na viscosidade do
polimero produzido. Para as cepas HJ e FH, que tiveram aumento de
viscosidade ap0s repiques no meio nutritivo SPA, a passagem adicional nesse
meio induziu a um aumento na viscosidade; este comportamento pode ser
atribuido a acédo positiva do meio soélido SPA sobre o metabolismo da bactéria.
A cepa LF, que ndo demonstrou boa adaptacdo ao meio SPA durante os
repiques sucessivos, teve a viscosidade reduzida apos a passagem adicional

em SPA, confirmando sua melhor adaptacao ao meio YM.
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3.1.4 Composi¢ao quimica

As xantanas produzidas por cepas preservadas pelos métodos
convencionais avaliados também continham ramnose, manose, glicose e &cido
glicurdnico, como o esperado para o patovar pruni.

Sabe-se que a grande maioria das espécies de Xanthomonas apresenta
glicose, manose e &cido glicurbnico em sua composicdo (ORENTAS;
SLONEKER; JEANES, 1963; CADMUS et al., 1976). Entretanto, dependendo
do micro-organismo, outros aclUcares podem ser encontrados (ORENTAS;
SLONECKER; JEANES, 1963). Este fato, inclusive, ajudou a fundamentar a
reclassificacdo do género (MOREIRA, 2001; SADDLER; BRADBURY, 2005).
Os autores que tém estudado a producdo de xantana por X. arboricola
verificaram a presenca desses mesmos compostos, além de ramnose, na
composi¢cdo quimica desta espécie, que difere, assim, da xantana produzida
por X. campestris (VENDRUSCOLO et al., 2000, ANTUNES, 2000; MOREIRA
et. al, 2001; BORGES, 2007).

Varios fatores, além do micro-organismo, podem influenciar a
composicao quimica da xantana produzida, principalmente no que diz respeito
ao teor de acetil e piruvato, mas alteracdes nas proporcdes dos mondémeros
(monossacarideos e acido glicurénico) podem ser observadas. Entretanto,
pequenas alteracdes nem sempre sdo detectadas por CCDC. Moreira et al.
(2001), estudando a composicao quimica de xantana produzida por diversas
cepas de X.arboricola, verificaram que os carboidratos encontravam-se em
diferentes proporgdes; entretanto, polimeros da cepa 06, produzidos em
diferentes tempos de fermentacdo, com viscosidades significativamente
diferentes, apresentaram um mesmo perfil cromatografico em CCDC. Ja Klaic
(2010) detectou diferencas nos polimeros produzidos em pH diferentes, sendo
verificado mais manose no polimero produzido em pH 7,0 e ramnose nos

polimeros produzidos em pH 7,0 e 9,0.
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3.2 Influéncia dos métodos alternativos de preservacao de X. arboricola

Avaliou-se a influéncia da preservacao em sementes de girassol, pérolas
de vidro e solo estéril na viabilidade celular, producdo, viscosidade e
composicao quimica da xantana.

Para a presevacdo em sementes, antes da inoculacdo, as sementes
devem ser previamente desinfectadas a fim de possibilitar a preservacéo e
posterior obtencdo de culturas axénicas. A desinfeccdo pode ser feita por
meios fisicos (radiacdo) ou quimicos (agentes desinfectantes). A utilizacdo de
concentragcbes muito elevadas de agentes oxidantes neste processo pode
alterar componentes da semente ou deixar residuos do desinfectante,

prejudicando a sobrevivéncia do micro-organismo.

A Fig. 10 mostra as placas contendo meio solido com o crescimento
microbiano verificado nas sementes desinfectadas com cinco concentracdes de
NaClO.

Figura 10 - Placas com crescimento de Xanthomonas arboricola pv pruni e
contaminacao, indicada pelas setas.
Fonte: Autora.

Independentemente da concentragcdo da solucdo de hipoclorito utilizada
para a lavagem das sementes observa-se que todas elas apresentaram, apés
reativacdo da cultura inoculada, crescimento caracteristico de Xanthomonas.
No entanto, nas sementes desinfectadas com solucdo de hipoclorito a 0,1% e
0,2%, observou-se a presenca de contaminacfes, provenientes da propria
semente, demonstrando que estas concentracdes ndo garantiram uma
completa desinfeccdo das mesmas. Em decorréncia das contaminacoes,

verificou-se menor crescimento que nos demais tratamentos.
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Entre as solugdes desinfectantes que inibiram o crescimento de
contaminacgdes, concentracdes de 0,3%, 0,4% e 0,5%, esta Ultima foi a mais
adequada para a manutencédo de X. arboricola pv pruni, pois resultou em maior
crescimento da bactéria, pela andlise visual, provavelmente devido a um
aumento na permeabilidade da cuticula da semente, que permitiu uma maior
penetracdo do micro-organismo.

Para preservar espécies do fungo Rhizoctonia em sementes de cevada,
aveia, e trigo, Sneh, Burpee e Ogoshi (1992) descrevem que as sementes
devem permanecer uma noite embebidas em uma solugdo de cloranfenicol
(250g9.mL™) e depois serem autoclavadas por 1 hora a 121°C por mais de 2
dias consecutivos, para garantir a completa desinfeccdo das mesmas. No
entanto, sementes mais sensiveis, podem ndo suportar o calor excessivo da
autoclavagem, sofrendo degradacdo de componentes que, quando presentes,
contribuem com a preservacdo do micro-organismo. A técnica utilizada neste
trabalho €, comparativamente, mais simples, rapida e econémica.

Para a teécnica de preservacdo em solo estéril determinou-se,
inicialmente, a capacidade de retencdo de agua da terra utilizada, pois a
literatura cita que valores entre 20 a 25% de retencdo s&o ideais para a
absorcao do inoculo (FIGUEIREIDO; PIMENTEL, 1989). O solo utilizado neste

estudo apresentou 24% de retencao de agua.

3.2.1 Viabilidade celular

As trés cepas avaliadas apresentaram-se viaveis apés 30 dias de
armazenamento pelas técnicas alternativas testadas (tab. 6). A sobrevivéncia
das células foi depende do método de preservacdo, do periodo de

armazenamento e da linhagem utilizada, nesta ordem.
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Concentracao celular

Concentracdo celular (UFC.mL™) e percentual de sobrevivéncia

o Técnica de
Cepa inicial . _ _ _
(UFC.mLY preservagao 7 dias 15 dias 30 dias
.m
Sementes de girassol  9,3.10° 0,031 8,4.10° 0,028 6,0.10° 0,020
HJ 3,0.10° Pérola de vidro 6,0.10° 0,078 2,3.10° 0,0008 2,0.10° 0,00007
Solo estéril 6,9.10° 0,023 3,0.10° 0,010 2,1.10° 0,007
Sementes de girassol ~ 2,4.10° 0,040 1,6.10° 0,026 2,1.10° 0,003
FH 6,0.10° Pérola de vidro 5,8.10° 0,00006 3,8.10° 0,00004 2,3.10° 0,00002
Solo estéril 6,6.10° 0,011 4,1.10° 0,007 2,5.10° 0,004
Sementes de girassol  2,2.10° 0,071 1,8.10° 0,058 3,4.10° 0,011
LF 3,1.10° Pérola de vidro 7,9.10° 0,0002 4,4.10° 0,0001 2,0.10° 0,00006
Solo estéril 4,8.10° 0,042 9,9.10* 0,007 7,3.10* 0,002
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Considerando-se que o numero inicial de células inoculadas nas
sementes, pérolas e terra foi em torno de 10°UFC.mL™, com uma pequena
variacao entre as cepas, observou-se que a técnica alternativa de conservacao
em sementes manteve o maior percentual de sobrevivéncia de células, para as
trés cepas avaliadas. Sugere-se que a presenca de nutrientes nas sementes
forneceu condi¢cdes micro-ambientais satisfatérias para preservar a viabilidade
das Xanthomonas. Salcedo et al. (1992) também avaliaram a conservacéo de
Xanthomonas em sementes, no entanto utilizaram X. campestris e sementes
de couve (Brassica oleracea). Um nimero de aproximadamente 1,3.10* células
foi inoculado por semente. As sementes foram mantidas a 4°C durante 21
meses, a viabilidade bacteriana mostrou oscilagdes, mas apds 20 meses foi de
10% do inicial. Segundo os autores, 0 método apresenta como vantagens a
facil inoculagdo, auséncia de transferéncias, menor risco de contaminagao,
além de melhorar a taxa de crescimento das bactérias no meio de cultivo, apos
recuperacao.

O sucesso da preservacdo em solo envolve inUmeros aspectos, como
tipo de solo utilizado, tipo de micro-organismo, condi¢cdes da cultura a ser
estocada, esterilizacdo e conteudo de agua do solo, conteiddo de gases no
frasco de armazenamento e condi¢cdes ambientais sob as quais a técnica foi
conduzida (SHEARER; ZEYEN; OOKA, 1974) .

Neste trabalho foram adotadas algumas precaucdes para que a
Xanthomonas permanecesse viavel apds a estocagem em solo. A cultura
inoculada no solo foi multiplicada em meio nutriente e condicbes de
temperatura, tempo e agitacdo adequadas para o crescimento de
Xanthomonas, a inoculacdo foi feita a partir de elevada concentracdo de
células, o solo foi esterilizado por 1h a 121°C, por dois dias consecutivos, e
todas as etapas da técnica foram realizadas em condicBes assépticas, para
garantir somente a presenca da bactéria em questao.

A tab. 6 mostra que as cepas HJ e FH, quando preservadas em solo,
tiveram uma diminuicdo muito pequena do percentual de sobrevivéncia em
cada periodo de armazenamento. J4 a cepa LF teve uma diminuicdo maior da
viabilidade celular durante os 30 dias de armazenamento.

A manutencao de micro-organismos em solo ou areia tem se mostrado
apropriada para fungos como Septoria (SHEARER; ZEYEN; OOKA, 1974),



76

Pseudocercosporella e Rhizoctonia (SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991).
Shearer, Zeyen e Ooka (1974) estocaram espécies de Septoria durante 20
meses a 4°C, no escuro; as espécies permaneceram vidveis sem perder sua
capacidade esporulante e patogenicidade apds o periodo de armazenamento.

Das trés técnicas alternativas avaliadas, a preservacao em pérola de
vidro foi a menos eficiente para a manutencdo da viabilidade celular de
Xanthomonas, visto que, ocorreu maior morte celular para as trés cepas.

Sao escassos na literatura os dados sobre a preservacdo de micro-
organismos em pérolas de vidro, a maioria dos trabalhos aborda a conservacao
em silica gel. Ambos tém o mesmo principio de desidratacdo e supressao do
metabolismo celular, no entanto, o uso de silica gel € mais eficiente no que diz
respeito a manutencdo do ambiente com baixa umidade. Trollope (1975)
armazenaram 33 bactérias e 22 fungos em silica gel anidra, 64% das bactérias
e 77% dos fungos sobreviveram por um ano ou mais, quando armazenados em
temperatura ambiente. J& 0o armazenamento a 4°C, aumentou o periodo de
sobrevivéncia, 73% das bactérias e todos os fungos testados sobreviveram por
mais de um ano.

Como esperado, em todas as técnicas utilizadas, a sobrevivéncia foi
inversamente proporcional ao tempo de armazenamento. Em 7 e 15 dias a
temperatura ambiente houve uma pequena reducéo na concentracdo celular de
todas as cepas; porém, apos 30 dias de manutencao a reducéo foi maior.

Analisando os resultados de sobrevivéncia das trés cepas (tab. 5),
percebe-se que a cepa LF apresentou os melhores indices de sobrevivéncia e
HJ os piores, resultado idéntico ao verificado para a liofilizacao (item 2.1.1).

O baixo percentual de sobrevivéncia das células das trés cepas de
Xanthomonas nao inviabiliza as técnicas alternativas testadas, que podem ser
utilizadas, comprovadamente, para a preservacao a curto prazo dessa bactéria,
principalmente, e para o transporte de culturas, ja que as técnicas ndo exigem

armazenamento a baixas temperaturas.

3.2.2 Producao de xantana
O rendimento de xantana por células preservadas através de métodos
alternativos foi dependente, também, da cepa e das técnicas de manutencéo

utilizadas. No geral, observou-se que as trés cepas avaliadas tiveram sua
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capacidade produtiva de xantana reduzida ap6s 7 e 15 dias; no 30° dia de
preservacao, entretanto, observou-se recuperacdo nos valores de producéo
(tab. 6), que continuaram cepa dependente. A producdo de xantana variou
entre 4,2g.L™, para a cepa LF preservada em pérola durante 7 dias, e 7,8g.L™,
para a cepa HJ preservada em sementes por 30 dias.

A tabela abaixo apresenta uma comparacdo entre a producdo de

xantana pelas cepas preservadas pelas técnicas alternativas testadas.

Tabela 7 — Producdo de xantana* por cepas preservadas por técnicas
alternativas

Cepa Técnica de Producao de xantana (g.L™)

preservacao Controle** 7 dias 15 dias 30 dias
Sementes de girassol 7,1+0,35" 7,1+0,34° 7,8+0,31°
HJ Pérola de vidro 7,6 7,6£0,18% 7,2+0,94° 7,6+0,29°
Solo estéril 7,2+0,73* 6,8+0,21° 7,2+0,20°
Sementes de girassol 5,0+0,17° 4,6+0,14° 5,9+0,19°
FH Pérola de vidro 51 4,9+0,46% 4,7+0,12* 5,0+0,19°
Solo estéril 5,3+0,09° 4,2+0,25"° 5,3+0,30?
Sementes de girassol 5,7+0,20* 5,7+0,81* 6,0+0,16°
LF Pérola de vidro 6,2 4,2+0,07° 5,5+0,20° 6,1+0,25?
Solo estéril 4,9+0,09" 6,0+0,20° 6,1+0,43%

**Média de trés andlises + desvio padrdo. Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey em nivel de significancia de 5% de probabilidade.

**Producdo de xantana (9.L'™") por cepas preservadas por repiques mensais em meio sélido
SPA

Comparando-se o rendimento do biopolimero produzido por cepas
mantidas por repicagem periddica e através de métodos alternativos, observou-
se que estes ultimos podem ser utilizados para a manutencdo das cepas de
Xanthomonas, a curto prazo, visto que sua capacidade produtiva de xantana

permanece praticamente inalterada.

3.2.3 Viscosidade
A preservacdo das linhagens através de técnicas alternativas nao

modificou a reologia das solucbes aquosas a 3% (m/v) das xantanas
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produzidas. Todas as amostras apresentaram o comportamento pseudoplastico
esperado.

A viscosidade, como j& determinado anteriormente no item 3.1.3 foi
dependente da cepa. Na taxa de cisalhamento de 10s™, as maiores
viscosidades foram as das xantanas produzidas pela cepa HJ (tab. 8), que
também apresentou maior viscosidade quando a bactéria foi mantida por
repicagem mensal em meio sélido SPA (12.500mPa.s). Entretanto, todas as
viscosidades foram inferiores as verificadas nas solugdes das xantanas
preservadas por sucessivos repiques em SPA, ou seja, valor apresentado
antes da conservacado por métodos alternativos. As viscosidades das xantanas
produzidas pelas cepas preservadas pelas técnicas alternativas avaliadas
variaram de 2.240 a 10.500 mPas.s, representado reducdes de 66 a 20%. E
provavel que as redugdes tenham sido aleatorias, visto n&o ter sido possivel
observar-se padrdes relacionados as cepas, métodos de preservacdo ou

periodo de armazenamento.
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Tabela 8 — Viscosidade, 25°C a 10s™, das solucdes aquosas de xantana a 3% produzidas por células preservadas por técnicas
alternativas, comparadas com valores de viscosidade de xantana produzida por células preservadas por repiques mensais em

SPA.
Viscosidade (mPa.s)
Técnica de preservacgao HJ2 FHP LF®
7 15 30 7 15 30 7 15 30
Sementes de girassol 9.130 7.780 7.950 2.930 3.120 2.830 3.930 3.550 2.610
Pérola de vidro 8.720 7.690 8.790 3.730 3.600 2.240 2.360 4.350 3.170
Solo estéril 7.940 10.500 8.500 3.160 4.430 2.460 5.240 3.320 3.430

412.500mPa.s
®6.550mPa.s
°6.330mPa.s
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3.2.4 Composi¢ao quimica

Pelo cromatograma (Fig. 11) poOde-se observar que as xantanas
produzidas por cepas preservadas por métodos alternativos continham
ramnose, manose, glicose e acido glicurénico, como o esperado para o patovar

pruni (ver item 3.1.4).

W*iiﬂr"ir HJ
: ]
PIP2P3P4 1 2 3 4 5 6 7 8 9
g FH
%
PIP2P3P4 1 2 3 4 5 6 7 89
.
LF
e
»

PIP2P3P4 1 2 3 4 5 6 7 89

Figura 12 - Cromotografia em camada delgada (CCDC) de xantanas
produzidas por cepas preservadas por técnicas alternativas, sendo: 1) 7 dias
em sementes; 2) 15 dias em sementes; 3) 30 dias em sementes; 4) 7 dias em
pérolas; 5) 15 dias em pérolas; 6) 30 dias em pérolas; 7) 7 dias em solo; 8) 15
dias em solo; 9) 30 dias em solo. Padrbes de glicose (P1), ramnose (P2),
manose (P3) e acido glicurénico (P4), no sistema: cloroférmio:metanol:acido
acético:agua 40:40:10:10 (viviviv), gel de silica 60 F2s4, padrdoes de glicose,
ramanose, manose e acido glicurénico e revelador anisaldeido sulfarico.
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3.3 Comparacédo entre métodos classicos e alternativos de preservacéo de X.
arboricola

Comparou-se a viabilidade das cepas de X. arboricola preservadas por
técnicas convencionais e alternativas, bem como sua capacidade produtiva e

viscosidade das xantanas produzidas.

3.3.1Viabilidade celular
Os resultados comparativos entre 0 método classico de liofilizagdo e os
alternativos podem ser observados na tab. 9.

Tabela 9 — Concentracdo celular e percentual de sobrevivéncia de células
preservadas por técnicas convencional e alternativas

o Concentracéo celular (UFC.mL™) e Percentual de
Técnica de S
. sobrevivéncia
preservacao

HJ FH LF

Lioflizacdo  6,0.10° 0,031  8,7.10' 14,5 6,2.10° 86,1

Sementes . . 5
_ 6,0.10 0,020 2,1.10 0,003 3,4.10 0,011
de girassol

Pérolas de 3 3 )
” 2,0.10 0,00007 2,3.10 0,00002 2,0.10 0,00006
vidro

Solo estéril  2,1.10° 0,007 2,5.10° 0,004 7,3.10* 0,002

De modo geral, o método de liofilizacdo proporcionou 0os maiores indices
de preservacao para todas as cepas, seguido da preservacdo em sementes de
girassol. A cepa HJ, que teve o0s menores indices de preservacdao por
liofilizacdo, ao contrario das demais, teve indice de preservacdo em sementes
muito préximo ao obtido por liofilizacdo, considerando as proporcbes da
diferenca de tempo de armazenamento. Desse modo, a preservacdo em
sementes da cepa HJ, por periodos curtos, como 0 que ocorre quando o
objetivo é o transporte do micro-organismo, mostra-se uma técnica bastante
viavel.

Oliveira et al. (2011) avaliaram o efeito da liofilizacdo, congelamento com

glicerol a -20°C e repiques na producéo, crescimento e viabilidade de esporos
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de Beauveria bassiana. Os resultados encontrados indicam que o repique
periddico € o melhor método para a conservagdo desta espécie fungica. No
entanto, para armazenamento a longo prazo o congelamento em glicerol
mostrou ser o0 método mais eficaz de preservagao.

Sharma e Smith (1999) comparando a preservacao de fungos em silica
gel, 6leo mineral e por liofilizacdo, constataram que o processo de liofilizacdo
foi a técnica que proporcionou as maiores viabilidades para estes micro-
organismos.

Windels, Burnes e Kommendahl (1993) avaliaram a sobrevivéncia de
espécies de Fusarium em solo e silica gel apés 5 e 10 anos de
armazenamento. Em 5 anos, a viabilidade foi de 94% em solo e de 92% em
silica; j& em 10 anos, a viabilidade manteve-se praticamente a mesma no solo
(92%), mas diminuiu na silica (82%). Estes resultados sdo muito superiores aos
obtidos neste experimento para preservacdo da bactéria X. arboricola,
confirmando a capacidade maior de sobrevivéncia dos fungos em ambientes de

baixa concentracdo de agua livre.

3.3.2 Producao de xantana

Comparando a producdo de xantana por linhagens preservadas por
métodos classicos e alternativos, percebeu-se que o rendimento foi mais
dependente da cepa de Xanthomonas utilizada no processo de fermentativo do

gue da técnica empregada para sua conservacao (tab. 10).
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Tabela 10 - Producdo de xantana* por cepas preservadas por técnicas
convencionais e alternativas

Técnica de preservacao Producéo de xantana (g.L™)
HJ FH LF
Repicagem mensal em SPA 7,6%°+0,20 5,1°+0,29 6,2%+0,18
Liofilizacao 6,4°+0,20 5,8%+0,12 3,6°+0,02
Sementes de girassol 7,8%+0,31 5,9%+0,19 6,0%+0,16
Pérolas de vidro 7,6%°+0,29 5,3°+0,30 6,1%+0,25
Solo estéril 7,2°40.20 5,0°+0,19 6,1%+0,43

*Média de trés andlises + desvio padrdo. Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca

estatistica pelo teste de Tukey em nivel de significancia de 5% de probabilidade.

As cepas HJ e FH apresentaram pequenas variagdes de producédo nos
métodos avaliados. Apenas a producdo de xantana pela cepa LF liofilizada
apresentou valor muito inferior aos verificados para as cepas preservadas
pelas outras técnicas. Entretanto, este € o método que proporcionou a maior
sobrevivéncia e, como demonstrado no item 3.1.2, a capacidade produtiva é
facilmente recuperada pela passagem do micro-organismo em meio nutritivo
sélido adequado, corroborante a importancia da liofilizacdo como método

preservativo para esta cepa.

3.3.3 Viscosidade

Comparando-se a viscosidade das solugcbes aquosas de xantanas
produzidas por cepas preservadas pelos métodos classicos com a das cepas
mantidas 30 dias por técnicas alternativas, observou-se que a viscosidade é
dependente da linhagem e da técnica de conservacdo empregada (tab. 11).
Pela tabela percebe-se que todas as xantanas apresentaram comportamento

pseudoplastico.
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Tabela 11 - Viscosidade, a 25°C e 10s™, das solucdes aquosas de xantana a 3% produzidas por cepas preservadas por técnicas
convencionais e alternativas

Viscosidade de xantana (mPa.s)

Técnica de preservacgao

HJ FH LF
10 30 60 100 10 30 60 100 10 30 60 100
Repicagem mensal em SPA 12500 4.130 2.180 1.360 6.550 2.170 1.130 721 6.330 1.980 985 613
Liofilizag&o 4200 1.480 788 496 11.800 4.420 2.490 1.650 10.600 3.440 1.780 1.140
Sementes de girassol 7.950 2.930 1.600 1.030 2.830 1.050 576 372 2.610 981 556 371
Pérolas de vidro 8.790 3.210 1.750 1.120 2240 871 495 326 3.170 1.150 640 421

Solo estéril 8.500 1.430 823 645 2460 924 509 333 3.430 1.220 661 425




4 Concluséo

Tanto os métodos classicos de preservacdo quanto os alternativos,
avaliados neste trabalho, foram adequados para a manutencao da viabilidade
das células de X. arboricola pv pruni, entretanto, para os métodos nao-
propagativos, a liofilizacdo possibilitou percentuais de preservacao maiores.

A liofilizacao € indicada para a conservacao por longos periodos, quando
se dispde dos equipamentos necessarios, no entanto, quando as culturas séo
utilizadas frequentemente, o uso de repiques periédicos torna-se mais pratico;
deve-se, no entanto, pré-definir o meio mais adequado para cada cepa. Para
preservacao por periodos curtos e também para o transporte de culturas,
recomenda-se 0 uso das técnicas alternativas, principalmente em sementes de
girassol, que nao exigem equipamentos e armazenamento a baixas
temperaturas. A capacidade produtiva das cepas preservadas por liofilizacéo,
método dessecativo, foi, no geral, pouco afetada, demonstrando que a
passagem das culturas em meio nutritivo € suficiente para que elas retomem
seu metabolismo normal. Nos métodos alternativos, a capacidade produtiva foi
dependente do tempo de preservacdo, ocorrendo, inicialmente, reducdo. Como
0s métodos alternativos utilizados também sdo baseados em dessecacéo, é
provavel que também ocorra o incremento apds a passagem em meio nutritivo.

A viscosidade e a composi¢cdo quimica das xantanas sintetizadas foram
cepa-método-dependente. As cepas, quando preservadas por liofilizacéo,
tiveram a viscosidade do polimero reduzida, mas assim como para a
capacidade produtiva, esta foi recuperada apds passagem em meio nutritivo
adequado.

Finalmente, sugere-se 0 uso de mais de uma técnica de preservacao
para a manutencdo de cepas de Xanthomonas pruni, para evitar possiveis
perdas e alteracdes, e também a verificacdo periédica da viabilidade das

culturas.
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Futuramente, pretende-se dar continuidade ao acompanhamento das
cepas preservadas através dos meétodos alternativos avaliados, a fim de se
determinar o periodo de armazenamento viavel para cada técnica. Também se
pretende verificar se a Ipassagem adicional em meio nutriente pode reverter os

danos causados pela preservacado por métodos alternativos.
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