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1. INTRODUCAO

A preservacdo de microrganismos pauta-se como uma pratica essencial
para o desenvolvimento de pesquisas, bioprocessos e obtencdo de produtos,
economicamente viaveis, oriundos de processos naturais (GIRAO et al., 2004). A
formacdo de estoques de cepas € um método vantajoso, pois além de permitir o
uso descontinuo de uma mesma cultura, é possivel usa-la em diferentes
momentos nos experimentos (PAOLI, 2005).

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

A liofiizagdo € wuma técnica utilizada para a conservacdo de
microrganismos por meio da dessecacao rapida de culturas que se encontram em
estado de congelamento. Apresenta-se como alternativa capaz de manter o
microrganismo inativado. Desta forma, a liofilizacdo e a criopreservacao sao as
técnicas mais empregadas na conservacdo da biodiversidade microbiana, sendo
uma das chaves para a realizacdo dos servi¢cos de colecédo de culturas (PAOLI,
2005; COSTA et al., 2009).

De modo geral, as bactérias apresentam diferentes taxas de sobrevivéncia
frente a liofilizacdo. Assim, o presente trabalho teve como objetivo determinar a
viabilidade celular das cepas 71, 80 e 101 apés 7 dias da liofilizagcdo, assim como,
das cepas 82, 24 e 87, recuperadas apos 16 anos de liofilizacdo, de
Xanthomonas arboricola pv pruni.

2. METODOLOGIA
2.1 Obtencéao e determinacgédo da concentragéo celular do indculo

Foram utilizadas trés cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni (71, 80 e
101) pertencentes a colecdo de culturas do Laboratorio de Biopolimeros do
Centro de Desenvolvimento Tecnologico da Universidade Federal de Pelotas,
preservadas por repiques mensais em meio solido SPA (HAYWARD, 1964), e
armazenadas sob refrigeracao (4-8 °C).
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Repigues multiplicativos em meio SPA sélido incubados a 28 °C por 72 h
foram ressuspensos em meio SPA liquido. Um volume de 10 mL da suspenséo
bacteriana foi adicionado em Erlemeyer de 250 mL contendo 40 mL de meio. Os
in6culos foram incubados em agitador incubador orbital a 150 rpm, a uma
temperatura de 28°C durante 24h.

Para a determinacdo da concentracdo bacteriana do inoculo obtido
realizou-se a técnica de diluicdo seriada até a diluicdo 10°, seguidas de
plagueamento das diluicdes 10 até 10° em placas incubadas a 28 °C por 48 h, e
posterior contagem, conforme esquema na Fig.1.
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FIGURA 1. Técnica de diluicdo seriada (WORDPRESS, 2012).
2.2 Liofilizacéo

Os ino6culos foram diluidos com o crioprotetor composto de triptona,
manitol, glutamato soédico, gelatina, fosfato monobasico de sédio e fosfato
dibasico de sodio (ELLNER, 1978), na propor¢ao de 60 (indculo): 40 (crioprotetor)
(v/v). Adicionou-se 2 mL desta suspensdo em frascos estéreis, tipo penicilina,
com capacidade para 10 mL. Em seguida, congelou-se as amostras em bandejas
de inox a —18 °C e, posteriormente, foram inseridas no liofilizador (Liotop, Liobras,
Brasil) para secagem durante 24 horas. Finalmente, armazenou-se os frascos
com a cultura liofilizada a temperatura de -18 °C.

2.3 Reativacao das cepas liofilizadas

As cepas 71, 80 e 101, armazenadas a —18 °C durante 7 dias, foram
reativadas por reidratacdo com 2 mL meio SPA liquido durante 20 min. Para
avaliar a viabilidade das bactérias, homogeneizou-se e retirou-se 100 uL dessa
suspensdo e fez-se diluicGes decimais até 10, seguidas de plaqueamento das
diluicbes 10 até 107, em meio sélido SPA, e incubou-se a 28 °C por 48 h. Apés,
contou-se as colbnias tipicas e expressou-se o resultado em unidades formadoras
de coldnias por mililitros (UFC.mL) de suspensdo bacteriana reidratada, levando
em consideracao a diluicdo realizada pela adicédo do crioprotetor.

Para fins de comparacdo e verificacdo da viabilidade da técnica, foram
reativadas trés cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni (82, 24 e 87),
liofiizadas como anteriormente e armazenadas a — 18°C durante 16 anos;
entretanto, para estas cepas nao encontrou-se registro da concentracao inicial. As
cepas foram reativadas como descrito anteriormente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na preservacdo das cepas 71, 80 e 101 estédo
expressos na tabela 1.

Tabela 1. Percentual de sobrevivéncia das cepas 71, 80 e 101 de Xanthomonas
arboricola pv pruni reativadas apos 7 dias de liofilizacao.

Concentragcao Concentracao
C bacteriana do bacteriana apés a Sobrevivéncia

epas T AR

in6culo liofilizacao (%)

(UFC.mL?) (UFC.mL)

71 6,8 x 10° 2,9 x10° 42.6
80 4,2 x 10° 2,1 x10° 50,0
101 5,4 x 10° 3,0 x10° 55,5

Os in6culos preparados para o processo de preservacao apresentou altas
concentragbes, conforme recomendado por Bozoglu et al. (1987), os quais
sugerem que a concentracdo bacteriana deve ser superior a 107 para que possa
ser assegurada a sobrevivéncia durante o processo de liofilizacdo, o longo
periodo de estocagem, a recuperacao e propagacao da cepa.

Todas as cepas mantiveram-se viaveis apos a liofiizacdo e
armazenamento a - 18 °C. Pode-se observar um decréscimo em torno de 50% na
concentragdo bacteriana ap0s o processo de preservacdo, entretanto, como
trabalhou-se com altas concentragbes bacterianas, ndo houve diminuigdo no log
da concentracdo. As trés cepas apresentaram percentuais de sobrevivéncia
semelhantes.

Para as cepas preservadas por liofilizacdo em 2001, observou-se uma alta
concentracdo bacteriana, conforme tabela 2. Tal fato evidencia a resisténcia
dessas bactérias ao passar por processo de secagem que pode causar danos
celulares tais como rompimento da membrana celular, alteragbes na
permeabilidade da membrana celular, aumento da fase lag de multiplicacdo
celular e a necessidade de incremento nutricional (MORGAN et al., 2006).

Tabela 2. Viabilidade celular das cepas 82, 24 e 87 de Xanthomonas arboricola pv
pruni reativadas apés 16 anos de liofilizac&o.
Concentracao bacteriana

Cepas

(UFC.mL™)
82 3,3x108
24 6,2x108
87 2,1x108

Bactérias produtoras de exopolissacarideos (EPS) sdo, de modo geral,
bastante resistentes a liofiizacdo. BOROWSKY (2011) obteve taxa de
sobrevivéncia de 6% para cepa FH, preservada pela mesma metodologia do
presente trabalho. Ao recuperar células desta mesma cepa, preservadas durante
12 anos por liofilizacdo, encontrou, apesar do percentual de mortalidade de 85%
no periodo, uma concentracéo final de 8,7 x 107, atestando a adequabilidade da
técnica para esta bactéria.
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4. CONCLUSAO

Todas as cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni apresentadas neste
trabalho apresentaram uma viabilidade celular satisfatoria apdés o processo de
secagem por liofilizacdo e condizente com os dados da literatura.
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