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1. INTRODUCAO

O isolamento, identificacdo e conservacdo se caracterizam como préticas
imprescindiveis para o desenvolvimento de pesquisas, processos e obtencéo de
produtos de interesse econdmico com base em microrganismos (GIRAO et al.,
2004). No ambito da ciéncia, a implantacdo e manutencéo de colecdes de culturas
permitem a formacdo de estoques de cepas, que podem ser utilizadas
experimentalmente em diferentes momentos (GUEDES et al., 2004). Considerando
as exigéncias dos microrganismos e 0 manuseio em laboratérios, a manutencéo de
estirpes pode ocorrer por curtos periodos (dias, semanas ou meses), quando
baseadas em repiques continuos, onde as culturas bacterianas sdo mantidas a
temperaturas relativamente baixas (4-10°C) (COSTA et al., 2009); ou técnicas
alternativas, baseadas principalmente na desidratacdo sobre suporte inerte, como
papel e porcelana, que permitem a preservacao mesmo em temperatura ambiente.
Ha também técnicas de manutencao adequadas para longos periodos (anos), como
a liofilizacdo (BOROWSKI ,2011). Ainda assim, a manutencdo de um
microrganismo nao é somente garantir ao maximo a quantidade de células, mas
também conservar seu estado inicial, evitando mutacfes indesejaveis (PAOLI,
2005; OKAFOR, 2007).

A técnica de liofilizacao caracteriza-se na conservacao de microrganismos por
meio da dessecacao rapida de culturas que se encontravam em estado de
congelamento. Apresenta-se como alternativa capaz de retardar o reldgio biolégico
estabelecido pela natureza. Desta forma, a liofilizacdo e a criopreservacao sao as
técnicas mais empregadas na conservacdo da biodiversidade microbiana, sendo
uma das chaves para a realizagdo dos servicos de colecdo de -culturas
(MYAMOTOSHINOHARA et al., 2000; PAOLI, 2005; COSTA et al., 2009).

Diferentes bactérias apresentam diferentes taxas de sobrevivéncia frente a
liofiizacdo. Assim, o presente trabalho teve como objetivo determinar a
sobrevivéncia em sete dias ap0s a liofilizagdo de in6culos das cepas DJ, FH, FJ de
Xanthomonas arboricola pv pruni codificadas como adicionados de crioprotetor.
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2. METODOLOGIA
2.1 Obtencéo e determinacao da concentracdo celular do in6culo

Utilizou-se trés cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni, codificadas como
DJ, FH e FJ pertencentes a colecao de culturas do Laboratoério de Biopolimeros do
Centro de Desenvolvimento Tecnologico da Universidade Federal de Pelotas,
preservadas, durante 13 anos Através de repiques multiplicativos em meio sélido
SPA (HAYWARD, 1964), armazenados sob refrigeracéo (4-8°C).

Células oriundas de cultivos frescos (72h) em meio SPA sdélido foram
resuspensas em meio Yeast Malt (YM) liquido (JEANES,1974). Um volume de
100mL foi incubado em Erlemeyers de 250 mL , em agitador incubador orbital a
250 rpm, a uma temperatura de 28°C + 2°C durante 24 h.

Apds, para determinagéo da concentragdo celular do inéculo obtido realizou-
se a técnica de diluicdo até 10®, seguidas de plagueamento das diluicdes 10-° até
108 em placas incubadas a 28°C por 48horas para posterior contagem, conforme
esquema na Fig.1.
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FIGURA 1. Técnica de diluigéo.
2.2 Liofilizacéo

Os in6culos foram diluidos com o crioprotetor composto de triptona, manitol,
glutamato sédico, gelatina, fosfato monobasico de sodio e fosfato dibasico de sédio,
segundo Ellner (1978), na proporgéo de 60:40 (v/v), correspondendo a um volume
final de 2mL. Colocou-se em frascos estéreis tipo penicilina com capacidade para
10mL. Em seguida, congelou-se as amostras em bandejas de inox a — 18°C e
posteriormente foram inseridas no liofilizador modelo EDWARDS Micro Modulyo
durante 24 horas. Finalmente, armazenou-se os frascos com a cultura liofilizada a
temperatura de 4°C.

FIGURA 2. Inéculo liofilizado.
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2.3 Reativacao das cepas

Reativou-se as cepas DJ, FH, FJ, liofilizadas durante sete dias e, mediante
reidratacdo com meio YM liquido durante aproximadamente 30min. Para avaliar a
viabilidade das bactérias, retirou-se 100uL dessa suspensao e fez-se diluicdes
decimais até 108, seguidas de plaqueamento das diluicées 10° até 10, em meio
sélido SPA, e incubou-se a 28°C por 48horas. Apds, contou-se as coldnias tipicas
e expressou-se o0 resultado em unidades formadoras de colbnias por mililitros
(UFC.mL?) de suspensdo bacteriana reidratada, descontada a diluicdo realizada
pela adicéo do crioprotetor.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na preservacéo das cepas DJ, FH, FJ estédo dispostos
abaixo na Tab.1.

TABELA 1. Concentracdo celular (UFC.mL1) e sobrevivéncia (%) de células
preservadas por liofilizacdo durante sete dias.

Cepa Concentracao Concentracao Sobrevivéncia
celular inicial celular final
DJ 1,0.10° 8,4.107 8,4
FH 9,7.108 5,6.107 5,8
FJ 9,0.108 4,0.10 4.4

Todas mantiveram-se viaveis apoés sete dias de armazenamento a 4°C.Pode-
se observar um pequeno decréscimo, na ordem de uma década, na concentracao
de todas as cepas, com percentuais de sobrevivéncia bastante semelhantes.
Células de bactérias produtoras de exopolissacarideo (EPS) sdo, de modo geral,
bastante resistentes a liofilizagdo. BOROWSKY (2011) determinou, para indculos
da cepa FH obtidos pela mesma metodologia do presente trabalho, uma
preservacao bastante semelhante, de 6%. Ao recuperar células desta mesma cepa,
preservadas durante 12 anos por liofilizacdo, encontrou, apesar do percentual de
mortalidade de 85% no periodo, uma concentracgéo final de 8,7.107; o que atesta a
adequabilidade da técnica para esta bactéria.

Células de Beijerinckia sp 7070, bactéria produtora do EPS clairana, foram
liofilizadas e avaliadas com e sem a adicao de crioprotetor, apdés uma década de
armazenamento a -4°C. As células tiveram 100% de sobrevivéncia com crioprotetor
e 22% sem crioprotetor (BLACK et al., 2008). Segundo (HUBALEK, 2003), o uso
de agentes crioprotetores apropriados aumenta a  sobrevivéncia
consideravelmente, pois protegem a célula microbiana dos efeitos deletérios das
etapas do congelamento e reidratacao.

4. CONCLUSOES

As trés cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni apresentaram uma
preservacao bastante satisfatoria e condizente com os dados da literatura apos a
liofilizacdo de in6culos adicionados de crioprotetor, corroborando a viabilidade
deste método de preservacao.
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