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RESUMO

Inéculos liofilizados de Xanthomonas campestris pv. manihotis linhagem n® 280
foram produzidos visando a preservagdo da viabilidade celular e & manutengdo da

capacidade de produgdo de goma xantana pelo microrganismo liofilizado.

No estudo de culturas liofilizadas ndo ¢ possivel avaliar somente um pardmetro
isoladamente, uma vez que o processo de obtengdo dos indculos liofilizados envolve

inumeras etapas, todas com consideravel grau de letalidade.

Desta maneira, foram determinados os efeitos das condi¢des de crescimento, dos
diferentes meios de suspensdo e de reidratacdo das células na taxa de sobrevivéncia do
in6culo ap6s a liofilizagdo. A utilizagdo do meio YM padrdo como meio de cultivo e de
suspensio das células € o uso de solucdo de leite desnatado reconstituido 10% como
fluido de reidratagdo do indculo liofilizado resultou na mais alta taxa de viabilidade
celular obtida neste estudo. Nestas condi¢des, foi obtido 80% de sobrevivéncia celular
apos a liofilizagdo. Com a inoculagdo da cultura liofilizada em meio de fermentagéo
contendo 2,0 g/l de sacarose foram produzidos 12,89 g/l de goma xantana,
representando um aumento significativo na produgdo deste exopolissacarideo em
relagdo a produgdo de goma xantana através de indculos convencionais liquido e por

algada.

A viabilidade das células liofilizadas foi melhor preservada quando os indculos
foram armazenados a —20°C. O armazenamento em dessecador a temperatura ambiente
comprometeu a taxa de sobrevivéncia das culturas ocasionando uma baixa recuperagéo
de células vidveis. Testes de viabilidade realizados apds 12 meses de preservagéo
mostraram que as culturas liofilizadas, mesmo as armazenadas em dessecador a
temperatura ambiente ndo sofreram deterioragdo morfoldgica, permanecendo estaveis.
Néao foi detectado também o aparecimento de sublinhagens mutantes formadoras de

coldnias de menor didmetro.
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SUMMARY

Freeze-dried inocula were produced from Xanthomonas campesiris pv.
manihotis 280 strain to have in view the preservation of cell viability and its capability

to produce xanthan gum by freeze-dried microorganism.

During production of freeze-dried cultures it was not possible evaluate only one
parameter, because the process to obtain the freeze-dried inocula involved several steps

which presented a moderated lethal rate.

It was determinated the effects of growth conditions and different suspending
and rehydration fluids on the inocula survival rate after lyophilization. When YM broth
was used as growth and cell suspension media and skim milk 10% used as rehydration
fluid the highest viability rate was found. From this cultural conditions it was found
approximately 80,33% of survival rate. When this freeze-dried inocula was inoculated
in fermentation media containing 2% sucrose it was produced 12,89 g of xanthan gum
per liter of broth. This data indicates a significant increase in the exopolysaccharide

production.

The viabilidade of freeze-dried cells showed good preservation when the inocula
were stored at -20°C. The storage at room temperature (25°C) compromised the culture

survival rate occasionating a lower recovery of viable cells.

Viability tests carried out after 12 months of preservation demonstrated that the
freeze-dried culture stored at -20°C and at room temperature did not presented any
morphological modification. It was not found any mutant strain capable to form smaller

colonies.
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1- INTRODUCAO

De acordo com SUTHERLAND (1972 e 1992), GLICKSMAN (1982) e
KENNE (1983), os exopolissacarideos de origem microbiana constituem uma
importante fonte de agentes emulsificantes e estabilizantes com adequadas propriedades
reolégicas para aplicagdes nas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos. A
produgdo de exopolissacarideos por técnicas de fermentagdo industrial e subseqiiente
recuperagdo e purificagdo, apresenta vantagens sobre a produgdo de outras gomas, com
propriedades similares encontradas em fontes tradicionais como algas marinhas e
plantas terrestres que sdo extremamente susceptiveis aos fendmenos que ocorrem na

natureza.

Os exopolissacarideos sdo uma caracteristica comum entre os microrganismos e
podem ser encontrados tanto na forma de uma discreta capsula ao redor da célula como
podem ser secretados no meio externo. Embora estes polimeros sejam produzidos,
predominantemente pelas bactérias e leveduras isoladas de solo e de outros ambientes
naturais, podem ser encontrados também em outras espécies microbianas, incluindo

microrganismos patogénicos (KANG et alii, 1983).

A bactéria fitopatogénica, Xanthomonas campestris produz grande quantidade de
exopolissacarideo quando cultivada em meio contendo carboidratos. Este polissacarideo
que recebeu a denominagfo geral de goma xantana ¢, sem ddvida, a mais excepcional
das gomas ja desenvolvidas por processos biotecnolégicos (BETZ, 1979). A goma
xantana ¢ composta por D-glicose, D-manose e 4cido D-glicurbnico na proporgdo de
3:3:1, além de residuos de acetato (4,7%) e de piruvato (3,0 a 3,5%). Sua produgéo
comercial é feita por fermentacdo em batelada, usando meio bem aerado, contendo
sacarose ou glicose, nitrogénio e fosfato (SMILEY, 1966; MORAINE ¢ ROGOVIN,
1971a,b; GODET, 1973; SOUW e DEMAIN, 1979).

Devido a grande aplicabilidade industrial da goma xantana e ao seu amplo

mercado mundial, inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas para a determinagéo



das condi¢des 6timas de crescimento celular, de producéo, recuperagdo e de purificagdo
deste exopolissacarideo (SILMAN E ROGOVIN, 1970, 1972; KENNEDY et alii, 1982;
FUNAHASHI et alii, 1987 e AHLGREN, 1993).

Segundo BAIRD e PETTITT (1991) o mercado americano anual para as gomas
utilizadas em alimentos foi estimado em 405 milhdes de ddlares e somente para a goma
xantana foi avaliado em torno de 60 milhdes de ddlares. De acordo com dados
fornecidos pela Cacex, a importagdo de goma xantana no Brasil evoluiu de 29,9
toneladas para 132,6 toneladas somente no periodo de 1984 a 1986 (ABIA, 1989-1993).
Estes dados justificam a intensa procura por novos processos mais viaveis e eficientes

para a produgdo de goma xantana em lotes homogéneos com qualidade assegurada.

No entanto, a instabilidade genética da bactéria X. campestris ocasionada pelo
seu continuo subcultivo durante as etapas de produgdo de indculo é um dos principais
fatores que afetam a produgio de goma xantana (JEANES et alii, 1976). O aparecimento
de linhagens mutantes ao longo do cultivo de X campestris tem sido relatado na
literatura (MORAINE e ROGOVIN, 1973; CADMUS et alii, 1978). Estas sublinhagens
produzem uma goma xantana claramente diferente da original, com propriedades
reoldgicas inadequadas e com baixo rendimento, ocasionando um alto custo de

producio (RAMIREZ et alii, 1988).

Deste modo, a qualidade do in6culo de X. campestris € comercialmente
importante, pois, o custo total da fermentagdo diminui com o aumento da produtividade.
Com a utilizagdo de inoculos bem adaptados, estaveis, livres de sublinhagens
improdutivas consegue-se além de um aumento na produgdo, a manutengdo e

preservagdo das caracteristicas originais da cultura bacteriana (LAWRENCE, 1973).

Devido a importdncia da obtengdo de indculos de X. campestris da mais alta
qualidade, varias técnicas alternativas tém sido propostas (KIDBY et alii, 1977;
SUSLOW e SCHROTH, 1981; GIBSON ¢ KHOURY, 1986). No entanto, a técnica
mais segura e eficiente para a produgdo de indculos de X. campestris €, certamente,

através da liofilizagdo (KIDBY et alii, 1977).



De modo geral, na produgéo de indculos liofilizados, o tipo e a complexidade
dos microrganismos, o estado fisiolégico das culturas, os meios de crescimento e
suspensdo celular, a atmosfera e a temperatura de armazenamento sdo fatores
importantes que influenciam a sobrevivéncia das bactérias e a manutengfio de suas
caracteristicas durante a liofilizag8o. Os tratamentos subseqiientes dos microrganismos
liofilizados pelo fornecimento de condigdes adequadas pode resultar no reparo das
injurias € dos danos sofridos e até mesmo recuperar a fun¢do normal da célula
(MAZUR, 1977; FONT DE VALDEZ et alii, 1985a,b,c; BOZOGLU et alii, 1987,
CHAMPAGNE et alii, 1991a,b; e ISRAELI et alii, 1993).

Este trabalho teve como principal objetivo o estudo dos pardmetros envolvidos
na produgdo de indculos liofilizados de alta qualidade da bactéria X. campestris pv.
manihotis linhagem n® 280 para sua utilizagdo como inoculos viaveis para a produgio de

goma xantana devido seu alto valor comercial.

Uma vez que a producdo de goma xantana ¢ diretamente influenciada pelas
condi¢Bes metabdlicas das bactérias inoculadas no meio de fermentagéo, a produgdo de
in6culos liofilizados que contenham células de X. campestris geneticamente estdveis,

torna-se uma etapa fundamental no processo de produgdo deste exopolissacarideo.

Desta forma, as melhores condigdes de preparo destes indculos liofilizados
foram determinadas com a finalidade de manter uma alta taxa de sobrevivéncia celular e
de minimizar as perdas de viabilidade que ocorrem, inevitavelmente, durante o processo

de liofilizagdo das culturas bacterianas.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Historico

Em 1960, a Northern Utilization Research and Development dos EUA, anunciou
o desenvolvimento do pelissacarideo B-1459 como sendo um produto de fermentagio
da bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris. Este polimero foi identificado
como sendo um heteropolissacarideo extracelular, hidrossoluvel, de alto peso molecular
e com propriedades unicas que o diferenciava das demais gomas soliveis em 4gua,
conhecidas até aquele momento. Logo apods este pronunciamento, algumas industrias
comegaram a investigar o polimero B-1459 com relagdo a sua importincia comercial.

Mais tarde, o termo goma xantana foi adotado como nome genérico deste polissacarideo

(GODET, 1973).

Em 1969, apds inimeros testes intensivos para comprovar sua seguranga como
aditivo alimentar, a US Food and Drug Administration (FDA) autorizou o uso da goma
xantana em alimentos, sem limitagdes especificas de quantidade. Estes testes, realizados
em ratos e cdes, incluiam estudos reprodutivos e nutricionais a curto e longo prazo os
quais indicaram que a goma xantana néo inibia o crescimento, ndo provocava alteragdes
significantes no peso dos orgdos ou na constituigdo sangiiinea destes animais, ndo
causava irritagdo nos olhos nem na pele e ndo promovia a incidéncia de tumores. Os
testes nutricionais mostraram que a goma xantana n3o era degradada no sistema
digestivo, passando através deste, quase totalmente sem modificagdo (BETZ, 1979;

PETTITT, 1982).

No Brasil, o uso de goma xantana como estabilizante e espessante em alimentos
foi permitido pelo Decreto Lei numero 55.871 do ano de 1965. O mercado brasileiro ¢
um tradicional importador de polissacarideos para uso industrial, com excegéo dos
amilaceos e segue a tendéncia mundial, na qual o total de importagdes de biopolimeros

vém crescendo (CRUZ, 1983 e ABIA, 1989/1993).



2.2 - Propriedades e Aplica¢des Comerciais da Goma Xantana

O sucesso comercial da goma xantana deve-se principalmente, a suas
propriedades fisicas e quimicas inigualdveis, a eficiéncia do processo de fermentagdo e
ao desenvolvimento continuo de novas aplicagdes industriais (SYMES, 1980; KANG et

alii, 1983).

Segundo JEANES (1974) e BETZ (1979), as propriedades reoldgicas da goma
Xantana e sua estabilidade numa ampla faixa de pH e de temperatura mesmo na presenca
de sais, a torna um excelente agente estabilizante para alimentos, como cremes, SUucos
artificiais, sobremesas enlatadas ou em p6, molhos para saladas, carne, frango ou peixe,
assim como para xaropes e coberturas para sorvetes € sobremesas. A compatibilidade
deste polissacarideo com a maioria dos coléides usados em alimentos, incluindo o

amido, torna a goma xantana ideal para a preparagdes de pées e outros produtos para

panificagdo (CHRISTIANSON et alii, 1974).

O FDA permite a adi¢do de goma xantana em produtos como: queijos e seus
derivados, sobremesas congeladas, alguns produtos a base de leite, molhos especiais
para saladas, molhos de tomates, produtos carneos e seus derivados, produtos de
panifica¢do, sobremesas formuladas com amido, bebidas dietéticas, sorvete com baixa

caloria, entre outros (PETTITT, 1982).

Outro grande consumidor de goma xantana € a industria farmacéutica, onde este
polissacarideo ¢ empregado em logdes, géis € emulsdes. A goma xantana fornece
excelente estabilidade para cremes e logdes, melhora as propriedades dos “shampoos” e
de sabonetes liquidos, suspende pigmentos insoluveis e produz um creme de limpeza

estavel (BAIRD e PETTITT, 1991; DZIEZAK, 1991).

A boa estabilidade em solugdes de acido e de base fortes permite que a goma
xantana seja usada como espessante em produtos de limpeza industrial, em banhos de
metais e aplicagdes similares. A excelente propriedade de suspensdo é muito 1til em

pulverizagdes agricolas, em processos de fundi¢io, em emulsdes de latex, em



lubrificantes e em outros produtos contendo liquidos e solidos insoliveis. A tolerancia a
ampla faixa de temperatura, a reologia e a estabilidade em solugdes salinas sdo
propriedades requeridas para aplicagdes nas industrias de petroleo e de explosivos. A
compatibilidade do biopolimero com uma grande variedade de tintas é muito util na
formulagio de pastas de impressdo e de solugdes para aplicagdes téxteis (PETTITT,

1982).

De acordo com KENNEDY et alii (1982), a goma xantana tem sido utilizada
extensivamente pela industria do petrleo, na perfuragéo de novos pocos € na
recuperagdo secundaria do petréleo. O uso de goma xantana em associagdo com a lama
de perfurago e no fraturamento hidraulico tem resultado num processo de menor custo
e maior eficiéncia para a industria petroquimica. Na agricultura, a goma xantana tem
sido usada como agente de suspensdo e estabilizante em herbicidas, pesticidas,

fertilizantes e fungicidas.

23 - Fatores Envolvidos na Produgio de Goma Xantana pela Bactéria

Xanthomonas campestris.

2.3.1 - Caracteristicas da Bactéria Xanthomonas campestris

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas s&o microrganismos
fitopatogénicos especificos de ocorréncia natural. S#o bactérias Gram negativas,
obrigatoriamente aerobicas, com células exibindo morfologia de bastonetes curtos €
delgados. O crescimento destas bactérias em meio YM égar é caracterizado pela
presenga de grandes colonias de aspecto mucobide, com ou sem pigmentagdo
(BRADBURY, 1984). As espécies de Xanthomonas podem crescer em meio contendo
apenas 0,5% de glicose; 0,1% de NH,Cl; 0,2% de KH,PO, e 0,02% de MgSO,.7H,0.
Metionina, acido glutimico e 4cido nicotinico serviram apenas para estimular o
crescimento, ndo sendo essenciais para a maioria das linhagens testadas (STARR,

1946).



A espécie Xanthomonas campestris é composta por linhagens fitopatogénicas de
alta viruléncia que podem causar uma doenga vascular em plantas da familia das
cruciferaceas, conhecida como podriddo negra. O dano no sistema vascular da planta
hospedeira é provocado pelo bloqueio do fornecimento dos nutrientes devido a
viscosidade produzida pela presenga do exopolissacarideo sintetizado pela bactéria
(SUTTON e WILLIAM, 1970). A viruléncia das linhagens pode estar mais relacionada
com a viscosidade da goma do que com a quantidade produzida pelo microrganismo
durante a infestagfio. Dentre os fatores que acarretam a propagacio da doencga esta a
infestagio das sementes das plantas infectadas pelos microrganismos patogénicos € a

persisténcia das bactérias no solo (FUKUI et alii 1994).

2.3.2 - Biossintese da Goma Xantana

Segundo SUTHERLAND (1982a) a seqiiéncia bioquimica para a biossintese de
goma xantana € iniciada com a entrada do substrato no interior da célula ¢ sua
modificagio através de uma série de processos enzimaticos. Nesta etapa, o substrato
pode ser entregue tanto para o catabolismo microbiano como para a sintese do

polissacarideo.

Na sintese do exopolissacarideo, a construgdo da cadeia formada por unidades
repetidas ¢ realizada através da adig@o de monossacarideos ativados denominados
agucares nucleotideos. No caso especifico da goma xantana, os aglicares nucleotideos
formados sdo o GDP- manose, UDP- glicose e UDP-4cido glicurdnico. Estes agucares
nucleotideos doam seqiiencialmente seus residuos de agucares para o aceptor lipidico
isoprenilfosfato C-55 para formar uma unidade de pentassacarideo-P-P-lipideo, que ¢
subseqiientemente polimerizado, formando a goma xantana. A seqiiéncia correta ¢
garantida pelos carregadores fosfato-alcool-isoprendides e lipideos-isoprendides. No
Gltimo estagio da sintese, sdo introduzidos os grupos acetil e pirtvico. Somente a
formagdo dos agucares nucleotideos ocorre no interior do citoplasma, sendo que a
biossintese ¢ completada ao atravessar a membrana citoplasmatica atingindo o meio

externo. A sintese enzimatica da goma xantana através de fermentagdo sob condicdes



controladas, fornece um polimero estruturalmente uniforme com limitada varia¢do de
peso molecular, caracteristica esta que pode contribuir para a extraordinaria estabilidade
da solugdio de goma xantana (IELPI et alii, 1981a,b, 1993; HARDING et alii, 1993,
ROSEIRO et alii 1993a). KOPLIN et alii (1992) e POLLOCK et alii (1994), relataram o
mapeamento genético de uma regido do DNA envolvida na biossintese dos agucares

nucleotideos UDP-glicose € GDP-manose.

Segundo JARMAN e PACE (1984) e RYE et alii (1988), a via de Entner-
Doudoroff e o ciclo dos acidos tricarboxilicos sdo as principais rotas metabolicas
utilizadas para conversdo da glicose a CO, em X. campestris. Estima-se que para a
sintese da goma xantana sejam utilizados 11 ATP para cada subunidade de 5 hexoses
polimerizadas. Toda energia excedente do metabolismo de X campestris é direcionada

para a biossintese da goma xantana, resultando no aumento da sua produgdo (ROSEIRO

et alii, 1993a)

2.3.3 - Estrutura da Goma Xantana

A estrutura da goma xantana foi determinada como sendo formada por uma
cadeia principal idéntica a da celulose, composta de unidades de D-glicose unidas por
ligagdes P(1—>4) e cadeias laterais com residuos alternados de D-manose e acido D-
glicurénico na propor¢do de 2:1 (SLONEKER et alii, 1964; JANSSON et alii, 1975).
Assim, a B-D-manose terminal estd ligada por ligagdes glicosidicas na posi¢do 4 ao
acido p-D-glicurénico que, por sua vez, estd ligado na posi¢do 2 da a-D-manose. Em
aproximadamente metade das unidades de D-manose terminal, um residuo de acido
pirtivico esta ligado nas posigdes 4 € 6. A unidade de D-manose ndo terminal carrega
um grupo acetil na posi¢éo 6. O polimero original contém cerca de 4,7% de grupos O-

acetil e 3,0 a 3,5% de residuos de acido piravico (ORENTAS et alii, 1963).

Estudos sobre a hidrélise da goma xantana foram realizados por CADMUS et
alii (1982); SUTHERLAND (1982b) e SUTHERLAND e MacDONALD (1986). Como

a goma xantana ¢ essencialmente formada por uma cadeia principal de celulose, com



cadeias laterais de trissacarideos ligadas as unidades de D-glicose alternadamente,
pensou-se inicialmente, que tais polimeros fossem susceptiveis as celulases ou a outras
enzimas B(1,4)-glucanohidrolases. Entretanto, somente a gdma xantana produzida por
linhagens mutantes e aparentemente deficientes em cadeias laterais, mostraram alguma
sensibilidade as celulases comerciais. O unico sistema enzimético capaz de hidrolisar
especificamente a goma xantana é proveniente da bactéria Bacillus sp e é constituido
por duas enzimas induzidas pelo crescimento desta bactéria em meio contendo goma
xantana como substrato. Os produtos da hidrélise da xantana por preparagdes

enzimaticas incluem trissacarideos, residuos de manose e glicose.

2.3.4 - Produgio de Goma Xantana

A goma xantana foi primeiramente relatada por ROGOVIN et alii (1961), como
sendo um produto da fermentago de X. campesitris NRRL B-1459, utilizando meio

contendo 2% de glicose, 0,02% de nitrogénio e 0,2% de fosfato de potassio.

De acordo com SMILEY (1966) e MORAINE e ROGOVIN (1966), devido a
alta viscosidade desenvolvida no fluido da cultura, somente 3 a 5% de glicose poderia
ser usada no meio de fermentagdo para alcangar maior rendimento e eficiéncia. Na
maioria das fermentagdes, o crescimento microbiano parava quando a viscosidade do
meio alcangava cerca de 2000 cP (Brookfield LVT, 28°C, 30 rpm ). Uma possivel
explicagdo para este fato estava na formag¢io de uma camada de muco ao redor das
células quando a viscosidade aumentava, causando uma resisténcia ao transporte de
nitrogénio para o interior das células e, portanto, restringindo o crescimento e
controlando a sintese de polimeros. Na maioria dos estudos realizados, a alta produgio
de goma favoreceu a emergéncia de sublinhagens bacterianas menos eficientes, mas que
apresentavam um melhor desempenho em meio com alta viscosidade, quando

comparadas com as culturas parentais.

SILMAN e ROGOVIN (1970) produziram goma xantana usando a bactéria

Xanthomonas campestris NRRL B-1459 em fermentagdes continuas em meio contendo



glicose, uréia, sais minerais e residuos soliveis de destilaria, por um periodo de 20 dias,
sem reciclagem de nutrientes. Ficou determinado neste estudo que o componente
limitante para o crescimento celular de X. campestris foi o nitrogénio. As taxas de
consumo de glicose e de produgio de goma xantana foram relacionadas com o pH e com
a taxa de dilui¢do da cultura. Assim, com uma alta taxa de diluigdo, a produgdo de
xantana foi de 0,36 g/kg/h, com um rendimento de 68% em relagdo a glicose
consumida. De acordo com estes autores, nio houve evidéncia de deterioragdo da

cultura bacteriana durante o periodo de fermentag&o analisado.

Estudos sobre a cinética da produgdo de goma xantana intensificaram-se a partir
da década de 70 e foram realizados principalmente por MORAINE e ROGOVIN
(1971a,b; 1973), SILMAN e ROGOVIN (1972) e JEANES et alii (1976). Nestes
estudos, o crescimento celular foi tratado separadamente da formag&o do produto, sendo
caracterizado por uma fase lag de crescimento celular quase ausente, com rapido
declinio da taxa de crescimento ja no primeiro dia de fermentagdo. O crescimento de X.
campestris foi limitado pela exaustdo de algum nutriente limitante, muito
provavelmente, o nitrogénio. A taxa de formagio de polimero foi altamente dependente
da temperatura, da concentragdo de agucares, do pH, da concentragdo do oxigeénio

dissolvido e possivelmente, da viscosidade do meio.

CADMUS et alii (1978) observaram a ocorréncia de linhagens variantes menos
eficientes que as linhagens parentais durante a produgdio de goma xantana em meio
sintético composto por 2,5% de glicose, 0,5% de K,HPO, e 0,01% de MgSO,.7H,0. As
linhagens originais formavam coldnias de maior didmetro fornecendo alto rendimento
de goma xantana com caracteristicas reologicas aparentemente normais. As
sublinhagens produziram menor quantidade de polissacarideo e com propriedades
reologicas indesejaveis. No entanto, a presenga de linhagens que formavam colonias
maiores néio assegurava a qualidade e nem a quantidade do produto formado. O melhor
indicador da qualidade do polissacarideo produzido foi definido como sendo a
quantidade de acido pirtvico presente na goma. Foi estabelecido que uma goma de boa
qualidade apresentava um contetido de acido pirGivico de 4% ou maior. No entanto, 0s

resultados obtidos por TORRESTIANA et alii (1990) apresentaram uma baixa
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correlagio entre o contetido de 4cido piruvico e a qualidade da goma. Para estes autores,
o melhor indice para a sele¢io das melhores cepas produtoras de goma xantana de alta
qualidade reolégica foi a sensibilidade a penicilina G. Sublinhagens produtoras de goma
xantana de baixa qualidade mostraram maior resisténcia aos antibiéticos testados do que

as linhagens mais eficientes.

Os requerimentos nutricionais de X. campestris NRRL B-1459 para produgdo
6tima de goma xantana foram estudados em um meio quimicamente definido por
SOUW e DEMAIN (1979). Das fontes de carbono testadas, um meio contendo 4% de
sacarose ou glicose produziu o mais alto conteudo de goma xantana. A melhor produgdo
ocorreu quando 1% de sacarose, 0,5% de frutose ou 0,5% de xilose foram adicionados a
um meio contendo 2% de glicose. Embora a adi¢do de um excesso de sacarose ndo
tenha causado efeito prejudicial ao crescimento celular nem a produgdo de xantana, a
adi¢do de um excesso de frutose ou de xilose inibiu totalmente tanto o crescimento
celular como a produgio da goma xantana. As maiores quantidades de goma xantana
foram produzidas com as concentragdes de 0,3% de piruvato; 0,6% de succinato € 0,4%
de a-cetoglutarato, sendo que concentragdes superiores as adequadas para cada acido

organico inibiram a produgdo de goma xantana.

TAIT et alii (1986) estudando os efeitos do tempo e da exaustdo dos nutrientes
em fermentagdo por batelada na produgdo, composigdo e viscosidade da goma xantana,
mostraram que a produgdo de polissacarideo por X. campesiris S459, em culturas em
batelada foi muito maior em meio com deficiéncia de amdnia e menor em meio com
deficiéncia de enxofre, magnésio, fosforo e ferro além de ser insignificante em meio
deficiente em carbono. O contetido de acetil e de piruvato na molécula de xantana foi
influenciado pelo tempo de fermentagdio ¢ pela exaustdo dos nutrientes no meio de

fermentag@o em culturas em batelada e pela taxa de diluigdo em culturas continuas.

FUNAHASHI et alii (1987) descreveram o efeito de altas concentragdes de
glicose na produgdo de goma xantana pela bactéria X. campesiris ATCC 13951. Ficou
determinado que a faixa de concentragdio de glicose entre 30 e 40 g/kg de meio foi a

melhor para a produggio de goma xantana, sendo que ap6s 96 h de fermentagdo, foram
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obtidos 43 g de goma xantana por kg de meio. Concentragdes de glicose acima de 50
g/kg de meio provocaram a inibi¢do do crescimento celular e de produgdo de goma.
Segundo estes autores, a quantidade de glicose no meio de fermentagdo ¢ um dos mais
importantes fatores envolvidos na produgdo de goma xantana. Quando a concentragio
inicial de glicose foi de 100 g/kg de meio, o crescimento celular foi inibido e uma longa
fase lag foi observada. Somente apds 36 horas, a concentragdo celular atingiu 0 maximo
e a produgdo de goma foi iniciada. Utilizando a concentragdo otima de glicose de 45
g/kg de meio, as células cresceram rapidamente, com um periodo de fase lag

inexpressivo sendo que ap6s 24 horas ja houve produgdo de xantana.

Segundo PIELKEN et alii (1987), a adigdo de 1,3 mM de metionina no meio de
fermentacdo reduziu em cerca de 40% a producdo de goma xantana por X. campestris.
Mesmo as células que foram apenas pré-cultivadas em meio contendo metionina
sintetizaram 8,5 g de goma xantana por litro de meio apds 7 dias de fermentacgdo,
enquanto que células pré-cultivadas na auséncia deste aminoacido produziram 13
gramas de goma xantana por litro de meio. Comparativamente, a adi¢do do aminoacido

lisina aumentou a produgio de xantana em 25%.

LEE et alii (1989) estudaram o efeito de metais na degeneragdo celular em
fermentagbes continuas durante um longo periodo de tempo. Neste caso, as
fermentagdes foram efetuadas com um aumento da concentragdo de peptona de 3 para
10 g/l a uma concentragdo de glicose de 22,5 g/l. A maior taxa de C/N levou a uma
concentracdo final maior de goma xantana. A produtividade foi maior sob limitagéo de
nitrogénio do que sob limitagdo de carbono, porém a degeneragdo da cultura ocorreu

precocemente. Ndo houve produgio de xantana em meio deficiente em magnésio.

SHU e YANG (1990) observaram que a temperaturas iguais ou menores que
24°C, a formagfo de goma xantana teve um atraso significante, ficando atras do
crescimento celular e assemelhando-se a um tipico metabolismo secundario. Entretanto,
a 27°C ou a temperaturas mais altas, a biossintese da xantana seguiu o crescimento
celular a partir do inicio da fase exponencial e continuou na fase estacionaria. O

crescimento celular a 35°C foi muito lento com altas taxas de morte celular. Os

12



resultados obtidos sugeriram que as temperaturas Otimas para o crescimento celular
foram entre 24°C e 27°C, enquanto que para a formagdo de goma ficou entre 30°C e
33°C. O rendimento final de goma xantana aumentou de 54% a 22°C para cerca de 90%
a 33°C. Fermentagdes com temperaturas superiores a 35°C ocasionaram perdas na

viabilidade celular, alta viscosidade do caldo e deple¢do dos nutrientes essenciais.

GARCIA-OCHOA et alii (1992) avaliaram a influéncia da composi¢do do meio
na produgdo de goma xantana. Os nutrientes que exerceram efetiva influéncia sobre o
crescimento de X. campestris foram: nitrogénio, fosforo e magnésio, enquanto que os
nutrientes com influéncia na produgio de xantana foram: nitrogénio, fosforo e enxofre.
O nitrogénio ¢ o fésforo em altas concentragdes inibiram o crescimento celular e a
producdo de goma xantana. O enxofre foi utilizado em baixas concentragdes também
devido sua influéncia negativa na produgfio de xantana. Os melhores resultados tanto
para o crescimento de X. campestris como para a produgdo de goma Xantana, foram
obtidos utilizando o meio contendo: 20g de sacarose; 2,1g de acido citrico; 1,144g de
NH,NO;; 2,866g de KH,PO,; 0,507g de MgCl,; 0,089g de Na,SO,; 0,006 de H;BO;;
0,006g de ZnO; 0,0024g de FeCl;.6H,0; 0,020g de CaCOs; 0,13 ml de HCl e 1000ml
de 4gua destilada. O pH do meio foi ajustado para 7,0.

MOCHI e SCAMPARINI (1993) definiram um meio para a produgdo de goma
xantana composto por: sacarose 2%; K,HPO, 0,5% e MgS0,.7H,0 0,01% com pH
ajustado para 7,0. Neste estudo utilizaram as linhagens X. campestris pv. manihotis

DCA 450 e DCA 459.

PING et alii (1994) e KESSLER et alii (1993), desenvolveram sistemas de
fermentagio em batelada com alta taxa de transferéncia de oxigénio para o interior do
meio, pois segundo VASHITZ et alii (1989), o acimulo de goma Xantana no meio de
cultura aumentou a sua viscosidade, ocasionando um decréscimo na taxa de
transferéncia de oxigénio e o aparecimento de zonas estagnadas a uma curta distancia
dos agitadores. Nestas condi¢des, foram obtidos, em média, 25 gramas de goma xantana
por litro de meio com caracteristicas ideais de viscosidade, em meio contendo 5% de

glicose.
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Segundo VASHITZ e SHEINTUCH (1991), processos de fermentagéo continuos
podem ser uma alternativa econdmica na produgdo de goma xantana pois, o tempo de
fermentagdo pode ser reduzido e a utilizagdo mais eficiente dos nutrientes pode ser
obtida. Entretanto, problemas como a contaminagdo das culturas e a degeneragdo das
linhagens produtivas que vdo sendo substituidas por outras sublinhagens de baixa
produgiio e de crescimento mais lento durante fermentagdes prolongadas constituem as
principais desvantagens deste método de fermentagdo e explica o fato das industrias

ainda ndo o terem adotado.

Atualmente, a maior parte da produgdo comercial de goma xantana tem sido feita
em fermentagio por batelada. As condigdes e as performances destas fermentagGes t€m
sido amplamente estudadas na tentativa de diminui¢do dos custos do processo e para
uma melhor compreensio dos mecanismos envolvidos na biossintese deste
exopolissacarideo (De VUYST et alii, 1987, VASHITZ e SHEINTUCH, 1991;
ROSEIRO et alii, 1993b).

De modo geral, os estudos cinéticos constituem uma parte vital nas investigagdes
da produgio de exopolissacarideos microbianos. Os modelos matematicos de tais
cinéticas facilitam a analise dos dados e fornece uma estratégia para a resolugdo dos
diversos problemas encontrados durante os processos de fermentacdes industriais para
producdo de goma xantana. Uma ampla revisdo destes modelos pode ser encontrada nos
trabalhos de THOMSON e OLLIS (1980); WEISS e OLLIS (1980); PINCHES e
PALLENT (1986); PONS et alii (1989); SUH et alii (1991); ZAIDI et alii (1991);
SANCHEZ et alii (1992); PETERS et alii (1992) e ROSEIRO et alii (1993b).

2.3.5 - Uso de Fontes Alternativas para a produg¢io de Goma Xantana
Virios trabalhos foram desenvolvidos para aumentar o rendimento de goma

xantana juntamente com o emprego de técnicas mais econdmicas de produgdo,

recuperagdo e purificagio do polimero, abaixando o custo total do processo.
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De acordo com GODET (1973) e LAWRENCE (1973) xarope de milho, melago
de cana-de-agucar, sacarose e residuos solidos de destilarias sdo os substratos
alternativos preferidos para a produgdo de goma xantana, sendo selecionados com
relagdo ao seus custos. Um meio vidvel comercialmente para a produgdo de goma

xantana pode ser constituido por sacarose 3%; residuos de destilaria 0,5%; K,HPO,

0,5% e MgS0,.7H,0 0,1%.

No trabalho de KENNEDY et alii (1982) foram pesquisadas fontes de nitrogénio
alternativas e mais baratas para a fermentagdo de X. campestris, tais como: agua de
maceragio de milho, peptona, farelo de soja, residuos de destilaria e extrato de levedura.
Os resultados obtidos indicaram claramente que as fontes de nitrogénio que
promoveram um maior rendimento foram a 4gua de maceragdo de milho e a peptona. Os
residuos soluveis de destilaria muito usados em trabalhos anteriores como fonte de
nitrogénio na fermentagdo de X. campestris (SILMAN e ROGOVIN, 1970, 1972;
MORAINE e ROGOVIN, 1971a,b; 1973; GODET, 1973), produziram o mais baixo
rendimento de goma xantana quando comparado com as outras fontes pesquisadas. A
agua de maceraciio de milho foi particularmente eficiente, produzindo 59% mais goma
do que o uso de peptona. De acordo com estes autores, uma vantagem adicional do uso
destas fontes de nitrogénio foi a correspondente diminui¢do do tempo de fermentag@o,
de 92 horas para 69 horas, para obtengdo do maximo rendimento. Entretanto, a reologia
das solugdes da goma xantana sofreu a influéncia da fonte de nitrogénio usada devido a
alteracdo da estrutura basica do polissacarideo e a presenca de materiais contaminantes

como aminoacidos e células bacterianas, precipitaveis pelo uso de dlcool.

MOLINA et alii (1993) determinaram o efeito da agua de maceragdo de milho
que normalmente é empregada como fonte de carboidratos, nitrogénio e de
micronutrientes, na produgio de xantana por X. campestris NRRL B-1459. A adigdo de
dgua de maceragdo de milho, juntamente com a sacarose como fonte de carbono
estimulou o crescimento celular e a produgdo de xantana, quando comparado com as
culturas ndo suplementadas. O acréscimo de 1,0 g/l de 4gua de maceragdo de milho ao
meio basal aumentou a produgio de goma xantana para 22 g/l, encurtou o tempo de

cultivo e promoveu uma utilizagdo mais eficiente da fonte de carbono para a sintese do
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polimero. O efeito estimulante no crescimento celular e na biossintese do polissacarideo

foi relacionado com os micronutrientes fornecidos pela d4gua de maceragédo de milho.

EL-SALAM et alii (1994) investigaram a produgfo de goma xantana pela
linhagem de X. campestris E-NRC-3 utilizando melago de cana de agticar como fonte
alternativa de carbono. O meio mais eficiente foi constituido por 2,0% de melago; 0,3%
de K,HPO,; 0,025% de MgS0O,.7H,0; 0,15% de (NH,),HPO, € 0,1% de CaCO;. Em
meio contendo 2% de agticares totais o rendimento obtido foi de 11,5 gramas de goma
xantana por litro de meio. Em meio contendo 25% de agtcares totais foram produzidos

41,3 gramas de goma xantana por litro de meio.

DE VUYST e VERMEIRE (1994) formularam um meio industrialmente viavel
para a producdo de goma xantana constituido por 4% de glicose, 4% de sacarose, 10%
de melacgo (valor correspondente ao uso de 5% de sacarose inicial) ou 2,8% de xarope
de glicose como tinica fonte de carbono; 2% de 4gua de maceragio de milho como fonte
combinada de nitrogénio e de fosfato e uma concentragio adicional de 0,1% de citrato,
dependendo da aplicago comercial a que se destina. A produgdo méxima de xantana foi
de 22,8 g/1, utilizando 10% de melago no meio. O uso de melago como tUnica fonte de
carbono resultou em uma fase lag maior € em um lento aumento da viscosidade do meio
de fermentacdo. A producdo de goma xantana utilizando xarope de glicose (2,8%) como

tinica fonte de carbono foi comparavel a obtida com a utilizagdo de glicose (2,0%).

Segundo BAIG et alii (1990), outra fonte vidvel economicamente que pode ser
explorada para a produgfo de goma xantana é o soro de leite eliminado como
subproduto pelas industrias de laticineos. O soro de leite ¢ constituido por 4 a 5% de
lactose; 0,8 a 1,0% de proteinas, sais minerais e 4cidos orgénicos. No entanto, a bactéria
X. campestris possui baixo nivel de B-galactosidase e portanto, ndio € capaz de crescer e
produzir significativa quantidade de goma em meio contendo lactose como unica fonte
de carbono. Na tentativa do aproveitamento do soro de leite na produgdo de goma
xantana, linhagens mutantes de X. campestris capazes de metabolizar soro de leite e a
lactose foram pesquisadas por SCHWARTZ ¢ BODIE (1986); TAIT e SUTHERLAND
(1989), FU e TSENG (1990), KONICEK e KONICKOVA-RADOCHOVA (1992),
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KONICEK et alii (1993), PAPOUTSOPOULOU et alii (1994) e EKATERINIADOU et
alii (1994).

2.3.6 - Recuperagiio da Goma Xantana

A recuperagio dos exopolissacarideos microbianos € uma etapa critica durante o
processo industrial, determinando em parte, o custo e as propriedades funcionais do
produto final. Nesta etapa da produgdo de goma xantana, os principais objetivos sdo: a
concentragio do caldo de fermentagdo, a precipitagdo e purificagdo dos polimeros e a

inativagdo das células e de enzimas indesejaveis (SMITH e PACE, 1982).

Segundo GODET (1973), o método mais usado para a precipitagdo da goma
xantana consiste na adi¢do de qualquer tipo de alcool ao caldo, podendo variar do
metanol ao t-butanol. Posteriormente, a goma precipitada pode ser removida do caldo
através de métodos convencionais como centrifugagio e filtragem. Em escala industrial,
o solvente residual pode ser reciclado apds sua reconcentragdo e purificagdo em coluna

de destilacdo.

GONZALES et alii (1989) determinaram as melhores condigdes de recuperagdo
da goma xantana em solugdes aquosas usando a técnica de precipitagdo com etanol, na
presenca de sais especificos. Em escala comercial, a precipitagdo da goma ¢ feita com
isopropanol, principalmente porque isto esta de acordo com as exigéncias da FDA para
produgio de aditivos alimentares. Em laboratério, entretando, os solventes mais
utilizados sdo o etanol e a acetona. O custo do etanol, a sua aceitagdo para uso alimentar
e a possibilidade de sua reutilizagdo através de destilagdo sdo as principais vantagens da
utilizagdo do etanol na precipitagdo da goma. As melhores condi¢des para a recuperagdo

da xantana foram a 15°C pela adigdo de etanol 65% contendo 1% de KCl.
De acordo com ALBITER et alii (1994), a recuperagdo da goma xantana € um

passo crucial na sua produgio devido principalmente aos custos operacionais. Os custos

associados com a recuperagdo destes polimeros, incluindo a concentragdo, o isolamento
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e a purificagdo, constituem uma parte significativa do custo total da produgio, podendo
representar até 50% dos custos totais. Somente dados em escala laboratorial podem ser
encontrados na literatura disponivel, mesmo assim, ndo ha dados relacionados com a
influéncia das condigdes do processo de recuperagdo sobre a produtividade e as

propriedades funcionais do polimero.

2.4 - Manutencio, Propagacio e Produgio de Inéculos de X. campestris

Na microbiologia industrial, a manutengdio de linhagens que produzem
metabolitos de interesse comercial tem sido um desafio constante. O fato dos
microrganismos altamente produtores serem, em geral, instiveis geneticamente,
aumenta a responsabilidade sobre a escolha do método a ser usado na preservagédo destas

culturas.

Atualmente, uma grande variedade de técnicas estdo disponiveis para a
preservagio dos microrganismos e preparo de inéculos bacterianos, também chamados
de culturas “starters” para a industria de alimentos. Todos os métodos de preservagdo
apresentam vantagens e desvantagens e a escolha do método mais indicado deve ser
feita considerando os interesses especificos de cada institui¢do e a finalidade a que se
destina. As principais caracteristicas que devem ser consideradas na escolha do método
de preservagfio sdo: a manutengdo da viabilidade celular durante o armazenamento, a
garantia da nfio ocorréncia de alteragdes genéticas, nem de perdas de caracteristicas
importantes das culturas, o controle eficiente da pureza, evitando qualquer fonte de
contaminagfio, os custos com os materiais ¢ com o0s equipamentos, o numero das
culturas a serem preservadas, o valor comercial dessas culturas, o fornecimento e o
transporte das culturas as industrias e a freqiiéncia do uso do microrganismo preservado.
Infelizmente, nenhum método de preservagdo preenche todos estes critérios. Além
disso, os microrganismos, mesmo dentro de uma espécie, diferem em sua tolerancia aos
varios métodos de preservagéo. E improvavel que um tnico método fornega as
condi¢des ideais para todas as linhagens de uma colecdio de cultura cientifica ou

industrial (SNELL, 1991).
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Segundo JEANES et alii (1976), as evidéncias da variabilidade genética de X.
campestris levaram a novas investigagdes sobre a fun¢do dos procedimentos de
manutencio na estabilidade das culturas. A preservagdo das caracteristicas desejadas de
uma linhagem ndo pode ser assegurada se a técnica usada for propagativa, ou seja,
envolver repiques sucessivos ou transferéncia repetitiva da cultura a um dado intervalo
de tempo. Um eficiente e seguro método de preservagdo deve garantir a manutengdo das
caracteristicas das culturas durante todo o periodo de armazenamento. A instabilidade
genética de X. campestris é um dos principais fatores que afetam a producdo de goma
xantana e a correta manipulagdo e preservagio das linhagens torna-se fundamental neste

Processo.

Mutacdes espontineas e aleatérias tém sido relacionadas com o cultivo de X.
campestris e os procedimentos de manutengdio que dependem de propagagdo semi-
continua aumentam a probabilidade de ocorréncia de caracteristicas fisiologicas
alteradas, multiplicada por um fator diretamente proporcional ao numero de geragGes
envolvidas. De modo geral, um indculo derivado de seis repiques sucessivos de X.
campestris pode abrigar cerca de 20 vezes o numero de células mutantes encontradas
numa cultura original (KIDBY et alii, 1977). Quando tais mutantes possuem uma
vantagem competitiva, como foi o caso de células variantes do tipo S em X. campestris,
sérias deterioragdes da cultura podem ocorrer com grande rapidez € comprometer a

qualidade da goma xantana produzida.

Em geral, os métodos conhecidos para a manuten¢do de X. campestris sdo

classificados apenas como “adequados” ou “inadequados”, sendo que ndo ha dados na

literatura relatando seus desempenhos quantitativamente (SALCEDO et alii, 1992).

2.4.1 - Técnicas Alternativas para a Manutenc¢io de X. campestris

De acordo com estes principios, técnicas alternativas para a manutengdo,

propagagio e produgdo de indculos de X. campestris foram propostas.
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Segundo KIDBY et alii (1977), a preservagdo de X. campestris NRRL B-1459
em tiras de papel foi uma técnica simples e adequada para a manuten¢do ndo
propagativa das células por um periodo de tempo mais curto. Assim, tiras de papel para
cromatografia Whatman com 5,0 x 3,0 cm foram tratadas com 4cido
etilenodiaminotetraacético dissédico 20 mM e lavadas em 4agua deionizada.
Posteriormente, foram secas a 100°C por 24 horas e esterilizadas a 121°C por 15
minutos e imersas numa cultura concentrada de X. campestris. Esta técnica de
preservagio foi aplicada a 36 linhagens de Xanthomonas resultando em 79% de culturas
viaveis. A produgdo de polissacarideo por bactérias preservadas através deste método
foi igual a produgdo através de outras formas tradicionais de inoculagdo. As células
preservadas em tiras de papel produziram um indculo vidvel que ndo mostrou tendéncia
a degeneragio durante o curso de uma fermentag@o. No entanto, a desvantagem desta
técnica consistiu no curto prazo de preservagdo, sendo que um novo lote de in6culos
deveria ser preparado a cada trés meses, a partir de uma cultura liofilizada. A
manuten¢io nfio propagativa das culturas estoques em tiras de papel ndo substitui a

preservagdo por longo prazo no estado liofilizado.

SUSLOW e SCHROTH (1981) desenvolveram um método de preservagdo por
congelamento ou desidratagdo de bactérias em solugdes de metilcelulose. As linhagens
bacterianas foram transferidas para solugdes de 1% de metilcelulose até formar uma
suspensdo contendo 10® UFC/ml sendo que 3 mi da suspensdo foram congelados a -
14°C e 15 ml foram desidratados em placas de petri formando um filme fino com 12,7%
de umidade residual. A viabilidade de X. campestris foi testada em varios intervalos de
tempo pela reidratagdo de 1 cm’ do filme desidratado em agua destilada e pelo
descongelamento de 3 ml da suspensdo congelada. Apds 38 meses de armazenamento a
-14°C, 10° a 10° UFC/ml foram recuperadas. Em filmes desidratados, houve uma
sensivel redugfio da concentragdo inicial. A preservagdo das linhagens de Xanthomonas

em filmes de metilcelulose foi um método simples e eficiente.
SALCEDO et alii (1992) avaliaram a preservagdo de X. campestris em sementes

esterilizadas de Brassica oleracea obtendo resultados satisfatorios quanto a viabilidade

celular e a capacidade de producio de goma xantana. As sementes foram esterilizadas
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por radiagdo gama e por lavagens em hipoclorito de sddio. As sementes tratadas foram
colocadas em frascos contendo suspensdes de X. campestris E-2 contendo 10° UFC/ml.
Estas sementes, contendo aproximadamente 13.000 células cada, foram armazenadas
durante 21 meses a 4°C. A viabilidade das bactérias apds este periodo foi de 10% da
inicial. Quando estas sementes foram usadas como pré-indculo para a produgdo de
goma, a concentragfo do polimero variou de acordo com o tempo de armazenamento da
semente. A produgdo do polimero ficou em torno de 11 g/l. Como a semente € o habitat
natural destas bactérias, a presenga de alguns micronutrientes forneceram condigdes
microambientais vantajosas para a preserva¢do da viabilidade e da capacidade de
produgdo da goma xantana de boa qualidade reologica. Este procedimento apresenta
como principais vantagens a facilidade de inoculagéo, a auséncia de etapas propagativas

através de repiques e a manutengo da bactéria no seu habitat natural.

GIBSON e KHOURY (1986) propuseram um método de preservagdo através de
ultra congelamento de X. campestris. Deste modo, uma densa suspensdo da cultura
bacteriana foi inoculada em frascos contendo 1 ml do meio composto por 3% de
triptona; 0,5% de glicose; 2,0% de leite desnatado reconstituido e 4,0% de glicerol
sendo imediatamente armazenadas a —80°C. As linhagens preservadas por este método
mantiveram sua viabilidade por um periodo de 28 meses. O método de ultra
congelamento foi mais adequado que o de subcultivo em intervalos de tempo,
fornecendo um acesso mais facil e rapido a cultura e reduzindo o tempo e o custo de
producdo e o de reativagdo das células. Entretanto, em termos econémicos, consiste em

uma técnica cara, necessitando de equipamentos de refrigerago mais sofisticados.

Contrariando todos os demais trabalhos publicados sobre manuteng&o de culturas
de X. campestris e sua conhecida instabilidade genética, GALINDO et alii (1994)
descreveram a manutengio das caracteristicas destas culturas quando preservadas em
meio YM 4gar inclinado, por um periodo de 11 meses, com repiques mensais. A
bactéria X. campestris NRRL B-1459 ndo apresentou deterioragdo na sua capacidade de
produgdio de goma xantana de alta qualidade. Testes de produtividade usando tais
culturas forneceram 9,3 g/l de xantana, sem o aparecimento de mudangas morfolégicas

nas coldnias. De acordo com estes autores, o genoma de X. campestris é estavel e o
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aparecimento de linhagens mutantes poderia estar associado com o crescimento de uma

bactéria Gram negativa freqiientemente associada com as culturas de Xanthomonas.

Dos métodos conhecidos até o momento, a liofilizagdo tem sido considerado a
técnica mais eficiente e segura, apresentando resultados excelentes para a preservagdo
de X. campestris, por um longo periodo de tempo (JEANES et alii, 1976; KIDBY et alii,
1977).

2.4.2 - Inoculos Liofilizados

Hammer em 1911, foi o primeiro pesquisador a liofilizar bactérias demonstrando
que as culturas liofilizadas sobreviviam por muito mais tempo do que culturas

preservadas por métodos tradicionais de manutengdo (HECKLY, 1961).

Atualmente, a liofilizagdo é considerada por muitos microbiologistas como
sendo 0 mais completo método para a preservagdo das culturas microbianas. Milhares
de culturas e muitas destas de grande importincia comercial t€ém sido mantidas com

sucesso, através da liofilizagdo, por longos periodos de tempo (HECKLY, 1978).

Sob o ponto de vista técnico, a liofilizagdo pode ser definida como sendo a
desidratacdo de um material aquoso previamente congelado, através da sublimagdo do
gelo, envolvendo trés fases distintas: 1- Fase de pré-congelamento, onde o material a ser
liofilizado ¢ congelado a temperaturas reduzidas; 2- Fase de secagem priméria, onde a
4gua presente no material congelado € sublimada, passando diretamente do seu estado
solido para o estado gasoso sob pressdo reduzida e baixa temperatura e 3- Fase de
secagem secundaria, que é conduzida a alto vacuo com temperaturas acima de zero para
eliminar qualquer vestigio de 4gua ndo congelavel que tenha permanecido fortemente

adsorvida as particulas sélidas do produto (REY, 1964; ROWE, 1971).

No final do processo, o produto liofilizado pode ser estocado quase que

indefinidamente, se corretamente produzido e empacotado, livre da presenga de vapor

22



de agua e de oxigénio atmosférico. Gragas a sua alta permeabilidade, o material
liofilizado pode ser facilmente reconstituido pela adi¢do de um fluido reidratante, como
por exemplo, a 4gua e recuperar seu aspecto original, bem como suas propriedades

iniciais (HACKENBERG, 1964; REY, 1964).

De acordo com GEHRKE et alii (1992) e CHAMPAGNE et alii (1991a), a
liofilizagdo € uma das técnicas mais eficientes para a produgdo de culturas “starters”
usadas na industria de alimento assim como para a preservagdo de microrganismos por
um longo periodo de tempo, fornecendo um estoque de culturas convenientemente
preservado, que pode ser acessado sempre que necessario. H4 um crescente emprego
desta técnica devido a maior estabilidade das bactérias preservadas e a manutenc¢éo das
caracteristicas biologicas comercialmente importantes. Além disso, a liofilizagdo
permite uma maior facilidade no transporte e na distribui¢do dos in6culos para as
industrias. Além destes beneficios, o uso de culturas “starters” liofilizadas possibilita a
inoculagfio direta no caldo de fermentag#o, sem a necessidade de subcultivos continuos
ou de outros tratamentos caros, complexos ou demorados. Consegue-se portanto, uma
diminuicdio do tempo de fermentagdo e um aumento na produtividade através do

emprego de indculos liofilizados de alta qualidade.

Segundo RUDGE (1991) e TAN et alii (1995), a maior vantagem da liofilizagéo
sobre muitos outros métodos de preservagdo é que o material pode ser mantido estavel
por um longo periodo de tempo, sem a necessidade de condigbes especiais de
armazenamento. A distribui¢do de culturas liofilizadas também € simplificada, ndo
necessitando de nenhum aparato especifico. A estabilidade das culturas liofilizadas
armazenadas 3 temperatura ambiente, sob prote¢io da luz ¢, em geral, muito boa,

embora ocorra uma diminui¢fio na viabilidade se a temperatura for muito alta.

2.4.2.1 - Danos Provocados pela Liofiliza¢do

Durante a liofilizagdo, os microrganismos estio sujeitos a possiveis danos ou

injarias provocados pelos processos de congelamento, desidratagdo e exposi¢do ao
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oxigénio atmosférico. Estas condigdes sdo deletérias para uma grande fra¢do da

populagdo inicial (HECKLY, 1961, 1978; BRENNAN et alii, 1986).

De acordo com LECHEVALLIER et alii (1985), a injuria celular tem sido
definida como uma conseqiiéncia fisiolégica subletal da exposi¢do de um
microrganismo a um choque ambiental que pode causar a perda da capacidade desse
microrganismo em crescer normalmente sob condi¢des que sdo satisfatorias para as

células nio tratadas.

A injuria celular pode ser manifestada pela incapacidade dos microrganismos em
formar coldnias em meio minimo e em meio contendo um agente seletivo que nio tem
acdo inibitéria aparente sobre as células originais que ndo foram expostas a condigdes
ambientais adversas. Células danificadas podem exibir uma fase lag muito extensa
resultando num lento crescimento associado a um baixo acimulo de produtos finais. De
modo geral, a injiria dos microrganismos representa uma condigdo temporaria. Do
contrario, a mudanga permanente das suas fungdes poderia ser interpretada como sendo
uma mutagdo e portanto, de carater irreversivel. As células sdo classificadas como
injuriadas quando podem recuperar seu estado fisiolégico normal, concomitantemente
com o inicio do crescimento celular. A restauragio da capacidade metabdlica perdida
pelo “stress” ambiental tem sido definida como processo de reparo das células. Uma vez
reparadas, as células injuriadas ndo mais demonstram qualquer caracteristica que

permita diferencia-las das células originais (BEUCHAT, 1978).

Uma suspensdo de células bacterianas submetidas a liofilizagdo pode conter
células mortas apresentando injdria letal ou inativagdo irreversivel; células danificadas
subletalmente ou injuriadas além de células normais, ndo injuriadas. A perda da
viabilidade na liofilizagio pode ser causada pelo choque térmico sofrido no
congelamento, pela mudanga na permeabilidade da parede celular, pela formagdo de
cristais de gelo intracelulares, pela quebra das moléculas de DNA e de RNA, pelos
danos nas membranas bacterianas, pela perda das proteinas superficiais e de materiais

citoplasmaticos, pela modificagdo das macromoléculas no interior da célula, além de
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outras mudangas moleculares subseqiientes, acarretando perdas irreversiveis ou néo, nas

atividades metabolicas dos microrganismos (BRENNAN et alii, 1986).

De acordo com GEHRKE et alii (1992) existem dois mecanismos que provocam
a inativagdo celular durante a liofilizagdo: o efeito do aumento da concentragdo de
solutos e o efeito da formagdo de cristais de gelo. Quando as células sdo congeladas ha
uma perda de agua pela formagdo de cristais de gelo. Isto aumenta a concentragdo de
solutos nas células e alguns compostos soluveis podem se precipitar. O aparecimento de
altas concentra¢des de sais causam danos na membrana celular € a desnaturagdo das
proteinas. A formagfo de grandes cristais de gelo provocam a remogdo de agua
intracelular e a ruptura mecanica das células. Desta maneira, a taxa de congelamento
6tima deve ser lenta o suficiente para prevenir a formag@o de cristais de gelo
intracelulares e rapida o bastante para evitar os danos provocados pela alta concentragdo

de solutos.

Sob determinadas condigdes, as bactérias danificadas podem se recuperar € a
variabilidade nas taxas de recuperagdo reflete as diferencas nos tipos de injuria bem
como a complexidade dos mecanismos de reparo de cada microrganismo especifico

(BUSTA, 1978; HECKLY, 1978).

As condigdes de crescimento que influenciam a composi¢do da célula ou seu
estado fisiologico podem afetar sua susceptibilidade aos danos provocados pela
liofilizagéo. Estas mesmas condigBes podem também influenciar a capacidade de reparo
dos microrganismos ap6s a injuria, afetando o crescimento das células danificadas. Os
fatores mais importantes envolvidos nos mecanismos de reparo das injarias s&o: o pH, a
temperatura, a atmosfera gasosa, a presenga de nutrientes e sais especificos, a idade da
cultura, a atividade de 4gua, a forga i6nica, além de outras varidveis que podem agir na
estrutura e na fungio das proteinas e por sua vez, influenciar de modo decisivo na

injuria e no reparo dos microrganismos (BUSTA, 1978).
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O reconhecimento da injdria subletal e a compreensdo dos mecanismos de reparo
das células danificadas sdo extremamente importantes para minimizar os efeitos

deletérios causados durante a preservagdo das culturas microbianas (BUSTA, 1978).

Segundo PIERSON et alii (1978), a extensdo da fase lag representa o tempo de
reconstrucgdo celular durante a qual os organismos injuriados reparam os danos sofridos
durante a liofilizagdo. A relagdo entre os danos sofridos pelo DNA e seu envolvimento
na viabilidade dos microrganismos injuriados subletalmente, tem sido estudada e
embora haja evidéncia de que o DNA seja realmente danificado e reparado apds os
microrganismos terem sido submetidos a processos térmicos, de congelamento e de
desidratagdio, ¢ ainda prematuro apresentar o DNA como a principal estrutura
responsavel pelo comportamento da injuria bacteriana. Danos fisicos que danificam a

molécula de DNA resultam geralmente em mutagdes estdveis ou em inativagdes

irreversiveis.

2.4.2.2 - Fatores que Afetam a Sobrevivéncia das Células em Culturas Liofilizadas

Intimeros fatores influenciam a sobrevivéncia das bactérias durante a liofilizagdo
e o armazenamento. Dentre os mais importantes, podem ser destacados: o tipo e a
complexidade dos microrganismos; o estado fisiolégico da cultura; a concentragdo
celular do indculo; os meios de crescimento; suspensdo e de reidratagdo utilizados; a
taxa de congelamento; a temperatura de secagem; a extens@o do tempo de liofilizagdo; a
atmosfera e a temperatura de armazenamento além do método de reidratagio

(HECKLY, 1961; BUSTA, 1978; CHAMPAGNE et alii, 1991b).

Segundo CHOATE e ALEXANDER (1967) e SINHA et alii (1982), dos varios
fatores envolvidos na sobrevivéncia dos microrganismos apds a liofilizagdo, um dos
mais importantes € o processo de reidratagdo celular, durante o qual ocorrem muitas
varia¢des na concentragdo dos solutos. Estas mudangas nio somente afetam o equilibrio
osmético das células como também podem afetar sistemas bioldgicos inteiros presentes

nos microrganismos. Um organismo que sobreviveu a vérios processos adversos como o
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congelamento, a secagem e o0 armazenamento, pode perder sua viabilidade por completo
durante uma reidratagdo mal sucedida. A finalidade da reidratagdo € tentar substituir a

agua do interior da célula do mesmo modo como ela foi removida durante a liofilizag&o.

Uma série de estudos dos mecanismos envolvidos na remogio da agua celular
dos microrganismos durante o processo de liofilizag@o foi realizada por NEI (1966),
com particular interesse na relagdo entre umidade residual e a sobrevivéncia da c€lula
durante a liofilizagdo. Estes experimentos mostraram que a taxa de sobrevivéncia foi
pouco afetada pela sublimagfo da dgua congelada ao redor das células. Porém a taxa de
sobrevivéncia foi grandemente afetada pela remogéo da fragdo de 4gua ndo congelavel
da célula, que permanece adsorvida ap6s o processo de sublimagdo. Das condigdes para
o armazenamento dos microrganismos liofilizados, as mais importantes foram a
influéncia da atmosfera, a temperatura e a umidade residual. Em culturas armazenadas,
quanto menor o contetido de umidade residual, menor a taxa de sobrevivéncia celular
pois, a presenga de uma insignificante quantidade de agua residual pode propiciar o
reinicio das atividades metabdlicas de células liofilizadas. O efeito deletério causado
pelo oxigénio atmosférico na armazenagem provavelmente € causado pelo processo de

oxidag¢do dos componentes celulares.

BOZOGLU et alii (1987), determinaram a cinética de sobrevivéncia de culturas
“starters” durante e apdés a liofilizagdo. A porcentagem dos microrganismos
sobreviventes aumentou com o aumento da concentra¢do da biomassa celular levada
para o liofilizador. Neste caso, 0 aumento das taxas de sobrevivéncia foi atribuido a
protegio miitua dos microrganismos contra as severas condigdes do ambiente externo. A
sobrevivéncia dos microrganismos liofilizados durante o periodo de armazenamento, foi
aumentada pela presenca de células mortas, que reduziram a érea interfacial entre as
células vivas e o meio externo. O emprego de agentes crioprotetores no meio de
suspensdo celular foi fundamental para aumentar as taxas de viabilidade celular apos a
liofilizagdo e o armazenamento. A capacidade de protegdo dos aditivos mais eficientes
foi atribuida a sua capacidade de ligagdo com a 4gua, seu poder de inibi¢do da formagéo
de cristais de gelo intra e extracelularmente e a sua contribui¢do na estabilidade da

estrutura do microambiente ao redor dos elementos estruturais da parede celular.
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De acordo com TEIXEIRA et alii (1995), a observagdo das caracteristicas
especificas de cada bactéria pode ajudar na eficiéncia da liofilizagdo durante a produgdo
de culturas “starters”. E interessante verificar a resisténcia da cultura ao choque térmico,
a fase de crescimento em que as bactérias s30 menos sensiveis aos processos adversos
sofridos durante o congelamento e a secagem, controlar o processo de reidratagdo e

evitar o maximo possivel os danos na membrana citoplasmatica.

28



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 - Equipamentos

Liofilizador Labconco, modelo Lyph-Lock 18

Incubador - Agitador com ambiente controlado New Brunswick Scientific Co, modelo

G25 e G27

Espectrofotdmetro marca Beckman, modelo DU-70

Estufa de secagem e esterilizagdo marca Fanem, modelo 315 SE

Estufa de incubagdo de cultura marca Fanem, modelo 002 CB

Autoclave vertical marca Phoenix, modelo AV-75

Céamara de fluxo laminar marca Tecnal, modelo 115

Centrifuga refrigerada marca Shimadzu, modelo CR21

Potencidmetro marca Digimed, modelo DMPH-2

Microscopio 6ptico binocular Olympus-CBA

Balang¢a semi-analitica marca Micronal, modelo B-600

Balanga analitica A & D, modelo FR-200
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3.1.2 - Material de Consumo

Os reagentes utilizados neste experimento foram das marcas Merck, Sigma,

Synth e Ecibra. Os componentes dos meios de cultura foram todos da marca Difco.

3.1.3 - Meios de Cultura

Foram utilizados os meios YM padrio (Yeast-Malt) agar ou liquido descrito por

HAYNES (1955) e 0 meio NYGB 4gar descrito por MANIATIS et alii (1982).

O meio YM padrio ¢ constituido por (p/v): extrato de malte 0,3%; extrato de
levedura 0,3%; peptona bacteriologica 0,5%; glicose 1,0% e agar 2,0%. A glicose foi
substituida por sacarose na mesma concentragdo devido ao custo e a disponibilidade

deste carboidrato em relagéo a glicose, no Brasil.

O meio NYGB 4agar ¢ constituido por: peptona 0,5% (p/v); extrato de levedura

0,3% (p/v); glicerol 2,0% (v/v) e agar 1,5% (p/v).

3.1.4 - Microrganismo

A bactéria utilizada neste experimento foi a linhagem n® 280 de Xanthomonas

campestris pv. manihotis, adquirida na Colegéio de Cultura da se¢do de Bacteriologia

Fitopatologica do Instituto Biologico de Campinas - SP.
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3.2 - METODOS

3.2.1 - Preservag¢io e Manuten¢io do Microrganismo

Para evitar possiveis perdas na viabilidade celular e ter maior seguranga na
manuten¢do das caracteristicas da bactéria, a linhagem foi preservada através de
liofilizagdo e armazenada a baixas temperaturas. Quando necessario, as culturas foram
reativadas e transferidas para tubos de ensaio contendo meio YM égar inclinado. Apos o

crescimento, as linhagens foram armazenadas a 4°C.

Para efeito de comparagdo e determinacdo da influéncia de diferentes métodos de
preservacdo na taxa de sobrevivéncia celular de X. campestris pv. manihotis, a bactéria
foi armazenada a 4°C em meio NYGB é4gar inclinado e em meio YM 4gar inclinado,
ambos contendo 6leo mineral (Nujol). A cultura também foi preservada em meio YM
liquido contendo glicerol 15% (v/v) (MANIATIS et alii, 1982) e como suspensdes
bacterianas em solugdo de sacarose 10% (p/v), em solugdo de leite desnatado
reconstituido 10% (p/v) e em agua destilada, as quais foram mantidas congeladas a -
20°C. Para isso, as células foram cultivadas em meio YM padrdo liquido e apds 40
horas de incubagdo, foram centrifugadas a 16.000 x g por 30 minutos a 4°C e suspensas
em solugdo de sacarose, de leite desnatado reconstituido e em agua destilada, além do

proprio meio YM padréo.

3.2.2 - Preparo do Inéculo Inicial

Para a determinagio da cinética de crescimento da bactéria X. campestris pv.
manihotis linhagem n° 280 foi utilizado um indculo inicial obtido através da inoculagdo
de um frasco Erlenmeyer com 100 ml de meio YM padréo liquido com uma algada
padrdo (alga de platina com 3,0 mm de didmetro) da cultura bacteriana, crescida em
tubo de ensaio contendo meio YM 4agar inclinado (JEANES et alii, 1976). O meio

inoculado foi incubado a 30°C por 48 horas a 200 rpm.
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Testes de pureza para monitoramento da qualidade dos inéculos foram realizados
através da coloragio de Gram e crescimento em placa com meio YM agar para
observagdo das caracteristicas das coldnias de X. campestris pv. manihotis linhagem n®

280.

3.2.3 - Determinagio da Curva de Crescimento

Para determinagdio da curva de crescimento da bactéria X. campestris pv.
manihotis linhagem n° 280, foram utilizados Erlenmeyers de 250 ml contendo um
volume de 100 ml de meio YM padriio inoculados com 5% (v/v) do inéculo inicial

produzido de acordo com o item 3.2.2.

Uma vez inoculados todos os frascos de forma homogénea, a cada intervalo de
tempo, foram coletadas amostras para avaliagdo dos seguintes pardmetros de
crescimento: pH final, crescimento celular, teor de aglcares redutores totais e

quantidade de goma xantana.

3.2.3.1 - Determinagiio do pH Final do Meio de Crescimento

Imediatamente apés a retirada de cada amostra foi feita a leitura do pH, em

potencidmetro.

3.2.3.2 - Determinacdo do Crescimento Celular

Depois de realizada a leitura do pH, a amostra foi centrifugada a 16000 x g por

30 minutos a 4°C. Para determinacgo do crescimento celular a cada intervalo de tempo,

a massa celular (“pellet”) obtida na centrifugagdo foi lavada trés vezes consecutivas

utilizando agua destilada. Apés a terceira lavagem, a massa celular foi levada para

32



estufa a 55°C até peso constante, para avaliagdo da massa celular seca. Os resultados

foram expressos em gramas de células por litro de meio.

3.2.3.3 - Determinacdo do Teor de Agicares Redutores Totais

Para analise do teor de agucares redutores totais foi empregada a técnica do DNS
(MILLER, 1959). Como a sacarose usada no meio de cultura ndo é um agicar redutor
foi feita a hidrdlise acida das amostras. Para a conversdo do substrato em agucares
redutores, 2 ml de HCI 2N foram adicionados a 2 ml do sobrenadante centrifugado e
levados para um banho em ebuligdo por 5 minutos. Apos resfriamento em banho de
gelo, 2 ml de NaOH 2N foram adicionados para neutralizar a amostra. Desta amostra

hidrolisada, foi retirado 1 ml para analise de DNS.

O valor obtido da absorbancia de cada amostra foi convertido em agucares
redutores totais utilizando uma curva padrdo de aglcares redutores em fungdo dos
valores de absorbancia, previamente estabelecida. A leitura da absorbéncia foi feita a
540 nm em espectrofotdémetro Beckman DU 70. O branco foi feito substituindo a

amostra hidrolisada por 1 ml de agua destilada.

3.2.3.4 - Determinacio da Quantidade de Goma Xantana

Para a determinagio da quantidade de goma produzida durante a fermentag&o, ao
sobrenadante obtido com a centrifugagiio das amostras de acordo com o item 3.2.3.2 foi
adicionado etanol comercial, na proporgdo de 1 parte de sobrenadante para 3 partes de
etanol. A goma precipitada foi filtrada e seca em estufa a 55°C, até peso constante. Os
valores foram expressos em gramas de polissacarideo por litro de meio. O rendimento
da produgio da goma xantana foi calculado em relagdo a quantidade de sacarose

presente no meio e os valores expressos em porcentagem, segundo JEANES et alii

(1976).
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3.2.4 - Producio do Indculo Liofilizado de X. campestris pv. manihotis

Ap0s a determinagio da curva de crescimento da linhagem n® 280 e conhecidas

as suas exigéncias nutricionais, foi realizada a produgéo dos inoculos liofilizados.

3.2.4.1 - Producio do Inéculo Inicial

A produgdo do inéculo foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 500 ml
contendo 200 ml de meio YM padrio liquido inoculado com uma algada padrdo da
cultura de X, campestris pv. manihotis linhagem n° 280 crescida em tubo de ensaio
contendo meio YM 4gar inclinado, incubada a 30°C por 48 horas. Apos a inoculacéo, o

meio foi incubado a 30°C por 40 horas a 200 rpm.

3.2.4.2 - Determinaciio da Influéncia do Meio de Produgio Celular na Viabilidade

do Inéculo Liofilizado de X. campestris pv. manihotis

Para a determinagdo da influéncia do meio de produgdo ou de crescimento
celular na viabilidade dos inéculos liofilizados foi utilizado o meio YM liquido com
algumas variagSes em sua composigdo original e a inoculagdo foi feita como descrita no
item 3.2.4.1. A concentragdo de inculo inicial inoculada em cada meio de cultura foi de

5% (v/v).

Foram testados os sais: NH,Cl, nas concentra¢des (p/v) de 0,1%, 0,5% e 1,0%;
NH,NO;, nas concentragdes (p/v) de 0,1%, 0,5% e 1,0%; MgS0,.7H,0 0,01% ¢ 0,1%
(p/v) e K,HPO, nas concentragdes (p/v) de 0,5% e 1,0%. Foram testados também o
meio YM sem sacarose, com sacarose 6% (p/v) e YM padrdo e com lecitina de soja
1,0% (p/v). Em todos os casos, a incubagdo ocorreu a 30°C por 40 horas a 200 rpm.
Para testar a influéncia do meio de produgdo celular, o meio de suspensdo e de
reidratagdo dos inculos foram mantidos constantes. As células produzidas nestes meios

foram centrifugadas e ressuspendidas em meio YM padrdo e liofilizadas conforme item
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3.2.4.5 e 3.2.4.6. O meio de reidratagdo usado neste estudo foi a solu¢do de leite
desnatado reconstituido 10% (p/v). A reidratagdo foi feita a temperatura ambiente por 10

minutos. A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com o item 3.2.8.

3.2.4.3 - Determinacio da Influéncia do Tempo de Crescimento Celular na

Viabilidade do Inéculo Liofilizado

As células inoculadas e incubadas em meio YM padrdo conforme item 3.2.4.1
foram coletadas nos tempos: 12, 24, 40, 48 e 72 horas de crescimento. As células foram
centrifugadas, suspensas em meio YM padréo e liofilizadas conforme item 3245 e
3.2.4.6. Apés a liofilizagdo, os in6culos foram reidratados com solugdo de leite
desnatado reconstituido 10% & temperatura ambiente por 10 minutos. A porcentagem de

células sobreviventes foi calculada conforme item 3.2.8.

3.2.4.4 - Determinaciio da Influéncia do Meio de Suspensio Celular na Viabilidade

do Inéculo Liofilizado

Para testar a influéncia dos meios de suspensdo das células na viabilidade do
inoculo liofilizado, foram mantidos constantes os meios de produgdo celular (YM
padriio) e o meio de reidratago (solugio de leite desnatado reconstituido 10%). Ap6s 40
horas de incubagdo, o meio de cultura foi centrifugado a 16.000 x g por 30 minutos a
4°C. A massa celular obtida foi ressuspendida em diferentes meios de suspensdo, para
avaliacdo da influéncia dos fluidos de suspensio celular na viabilidade das culturas
liofilizadas. Foram testados os seguintes meios de suspensdo: agua destilada; solucdo de
leite desnatado reconstituido 10% (p/v); peptona 10% (p/v); sacarose 1%, 10% e 40%
(p/v); dextrose 10% (p/v); solugdo salina de NaCl 0,9% (p/v); glicerol 10% (v/v);
solugdo de xantana 0,001%, 0,01% e 0,1% (p/v), solugdo de NH,NO; 1% (p/v), NH,C1
1% (p/v), MgS0,.7H,0 0,01% (p/v); YM padrdo e YM contendo 0,1% (p/v) de lecitina

de soja.
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3.2.4.5 - Processo de Suspensio das Células

A fim de se obter um numero satisfatorio de células para a produgéo de in6culos
viaveis, estas devem ser coletadas a partir do meio de produgio e concentradas em meio
de suspensdo adequado para serem liofilizadas e manterem uma alta taxa de

sobrevivéncia.

Desta maneira, apos atingirem a fase estaciondria de crescimento, as células
foram centrifugadas nas condigdes descritas no item 3.2.4.4. O sobrenadante foi
descartado e o “pellet” (células) foi ressuspendido em 50 ml de cada um dos fluidos de
suspensdo definidos no item 3.2.4.4. Apés a adigdo do meio de suspensdo, as células
foram homogeneizadas e 5 ml dessa suspensdo foram transferidos para frascos proprios
para liofilizagio com capacidade de 60 ml, de acordo com BOZOGLU et alii (1987). Os
frascos contendo a suspensdo celular foram imediatamente congelados em freezer a -

20°C.

3.2.4.6 - Liofiliza¢io dos Inéculos

As suspensdes celulares congeladas foram liofilizadas em Liofilizador Labconco
Lyph-Lock com capacidade para 18 litros por 20 horas, com temperatura inicial de —

30°C e temperatura final de +20°C.

Apos a liofilizagdo, um lote de indculos liofilizados foi armazenado em freezer,
outro lote foi armazenado em dessecador, a temperatura ambiente (27°C) € um ltimo
lote foi imediatamente reidratado para determinagfo da contagem celular, conforme

item 3.2.8.
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3.2.5 - Estudo da Influéncia do Teor de Umidade Residual na Viabilidade Celular

do Inéculo Liofilizado

O meio de suspensdo celular é um dos fatores mais importantes na determinagdo
do teor de umidade residual do indculo liofilizado.

Dessa maneira, inéculos liofilizados constituidos por células produzidas em
meio YM padrio e suspensas em agua destilada, sacarose 10% (p/v), leite desnatado
reconstituido 10% (p/v), dextrose 10% (p/v), solugdo de NH,NO; 1,0% (p/v) e NH,Cl
1,0% (p/v) e em meio YM padrio foram escolhidos para esta analise. Estes indculos
foram armazenados em freezer e em dessecador a temperatura ambiente. Imediatamente
ap6s a liofilizagdo e apos 12 meses de armazenagem, o teor de umidade residual foi
determinado de acordo com NEI et alii (1966). O conteado de umidade residual foi

calculado pela seguinte formula:

4-B 100

onde, A é o peso do espécime ap06s a liofilizagdo e

B ¢ o peso da matéria seca obtida apos 3 horas a 60°C.

3.2.6 - Processo de Reidratacdo dos Inéculos Liofilizados

Para a determinagdo da influéncia do fluido de reidratagdo na viabilidade celular,
foram escolhidas as culturas liofilizadas constituidas por células produzidas e suspensas
em meio YM padriio que mostraram as maiores taxas de sobrevivéncia, de acordo com
estudos anteriores. Os indculos foram reidratados com os seguintes meios: agua
destilada; solugiio de leite desnatado reconstituido 10% (p/v); meio YM padrio;
solugdes de sacarose nas concentragdes 1%, 5%, 10%, 20%, 40% e 60% (p/v); lactose
10% (p/v); dextrose 10% (p/v); solugdo salina de NaCl 0,9% (p/v) e solugdes de goma

xantana nas concentragdes 0,001% e 0,01% (p/v).

o m——1
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A reidratacdio dos inéculos foi realizada a temperatura ambiente, com a adigéo de
5 ml do meio de reidratagio em cada frasco contendo a cultura liofilizada de X
campestris pv. manihotis, restaurando o seu volume original. Apés a reidratagéo foram

feitas contagens do nimero de células viaveis pelo método descrito no item 3.2.8.

3.2.6.1 - Determinacio da Influéncia do Tempo de Reidratagio na Viabilidade do

Inéculo Liofilizado

Para determinagdo da influéncia do tempo de reidratagdo na viabilidade celular
foi utilizado o indculo produzido, suspenso e liofilizado em meio YM padrdo e
reidratado com 5 ml de solugdo de leite desnatado reconstituido 10% (p/v) a temperatura
ambiente conforme item 3.2.6. O inéculo assim produzido e reidratado revelou ser o
mais adequado em termos de sobrevivéncia celular, apés a liofilizagdo. O inéculo ficou
em contato com a solucdo de reidratagdo durante 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 180 minutos.
A cada intervalo de tempo considerado foram feitas as contagens do numero dos
microrganismos presentes por ml e calculada a viabilidade celular correspondente

conforme item 3.2.8.

3.2.6.2 - Determinagio da Influéncia da Concentracio de Sacarose Presente no

Meio de Reidratagio na Viabilidade do Inoculo Liofilizado

Inéculos liofilizados constituidos por células produzidas em meio YM padrdo e
suspensas em solugdo de leite desnatado reconstituido 10% (p/v); sacarose 10%,
MgS0,.7H,0 0,01%, em meio YM padrdo e em agua destilada, foram reidratados
utilizando solugdes de sacarose nas concentragdes (p/v): 1, 5, 10, 20, 40 e 60%, a
temperatura ambiente por 10 minutos. O célculo da porcentagem de células viaveis foi

feito de acordo com item 3.2.8.
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3.2.6.3 - Determinacido do pH Ideal do Meio de Reidratacéo

A influéncia do pH do meio de reidratagdo foi avaliada utilizando indculo
produzido, suspenso e liofilizado em meio YM padrdo e reidratado com meio YM
liquido nos seguintes valores de pH: 3,0; 6,0; 6,5;7,0; 7,5; 8,0, 8,5 € 10,0. A reidratagéo
ocorreu a temperatura ambiente, por um periodo de 10 minutos, de acordo com item

3.2.6. A viabilidade celular foi calculada de acordo com o item 3.2.8.

3.2.7 - Determinacio da Influéncia do Tempo e da Temperatura de

Armazenamento na Viabilidade do Indculo Liofilizado

As culturas liofilizadas produzidas em meio YM padrdo e suspensas nos
seguintes meios de suspensdo: YM padrdo, dgua destilada, sacarose 10% (p/v), dextrose
10% (p/v), leite desnatado reconstituido 10% (p/v), solugéo salina de NaCl 0,9% (p/v),
solugdo de NH,NO; 1,0% (p/v) e de NH,Cl 1,0% (p/v) foram divididas em dois lotes.
Um lote foi armazenado em dessecador a temperatura ambiente (27°C) e o outro lote foi

armazenado em freezer (-20°C), durante um periodo de 12 meses.

Para determinar a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento na
viabilidade celular, amostras dos dois lotes foram reidratadas com 5 ml de solugdo de
leite desnatado reconstituido 10% (p/v). O tempo de reidratagio foi de 10 minutos, a
temperatura ambiente conforme item 3.2.6. A determinagio do numero de células

viaveis foi feita de acordo com o item 3.2.8.

3.2.8 - Contagem de Microrganismos e Cilculo da Taxa de Sobrevivéncia Celular
Foram realizadas contagens dos microrganismos presentes nas suspensoes

celulares antes do processo de liofilizagdo e em todas as ocasides em que 0s indculos

foram reidratados para a realizagdo de um ensaio.
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Para a contagem dos microrganismos, as amostras foram submetidas a diluigdes
decimais em série, transferindo-se 1 ml da amostra para tubos de ensaio contendo 9 ml
de 4gua destilada estéril, sucessivamente, até as dilui¢des desejadas. As diluigdes de 10
a 107 foram plaqueadas em superficie. Todas os testes de contagem foram feitos em

duplicata. Os resultados foram expressos em Unidade Formadora de Col6nia por ml

(UFC/ml).

A sobrevivéncia foi calculada com relagdo a concentragdo inicial de células
presentes no indculo e os resultados expressos em porcentagem, de acordo com

CHOATE e ALEXANDER (1967).

3.2.9 - Testes de Fermentacio para a Producio de Goma Xantana Empregando os

Iné6culos Liofilizados

3.2.9.1 - Determinaciio da Curva de Crescimento de X. campestris pv. manihotis

Liofilizada

Depois de definidas as melhores condigdes de liofilizag¢do e de reidratagdo do

in6culo, nova curva de crescimento foi realizada empregando a bactéria liofilizada.

O inéculo utilizado para a determinagdo dos pardmetros de crescimento da
cultura liofilizada era composto por células produzidas e suspensas em meio YM padrdo
¢ reidratado com solugio de leite desnatado reconstituido 10% (p/v). A cultura
liofilizada reidratada foi inoculada (1,0% v/v) diretamente no meio YM padrdo e
incubada a 30°C e a 200 rpm. A coleta das amostras € a determinagdo dos pardmetros de

crescimento celular e produgfio de goma foi feita de acordo com item 3.2.3.
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3.2.9.2 - Avaliacio do Desempenho do Indculo Liofilizado em Comparagio com

Técnicas Convencionais de Inocula¢io do Meio de Fermentacéio

Neste experimento foram comparadas as seguintes formas de inoculagdo: a
técnica de inoculacdo por algada a partir de uma cultura crescida em meio YM agar
inclinado, a técnica usando inéculo 5% (v/v) a partir de culturas liquidas preparadas
conforme item 3.2.2 e o emprego do inoculo liofilizado. O numero inicial de
microrganismos inoculado foi, aproximadamente, 0 mesmo em todos os meios de
fermentacdo, calculados conforme o item 3.2.8. Todos os indculos possuiam em média

10° UFC/ml.

Desta forma, frascos de Erlenmeyer contendo 100 ml de meio YM liquido foram
inoculados com 1% de inéculo liofilizado reidratado formado por células produzidas e
suspensas em meio YM padrio e reidratadas com solugdo de leite desnatado
reconstituido 10% (p/v), conforme item 3.2.6. Outros 100 ml de meio YM foram
inoculados com 5% (v/v) do inéculo preparado como no item 3.2.2 ¢ finalmente outro
frasco Erlenmeyer contendo 100 ml de meio YM foi inoculado com duas algadas da

cultura cultivada em tubo com meio YM éagar inclinado.

Ap6s 24 horas de incubagdo a 30°C e a 200 rpm, aos Erlenmeyers contendo as
culturas foram adicionados 200 ml de meio de fermentagdo descrito por JEANES et alii
(1976) constituido por (p/v): sacarose 2,0%; K;HPO, 0,5% e MgS0,.7H,0 0,01%, com
pH ajustado para 7,0 com H,SO, 2N. A fermentagao prosseguiu por um periodo de 120
horas a 30°C e a 200 rpm.

Apbs este periodo, o caldo de fermentagdo foi centrifugado a 16.000 x g por 45

minutos a 4°C e os parimetros de crescimento celular e de produgéo de goma xantana

foram determinadas de acordo com o item 3.2.3.
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3.2.9.3 - Determinacio da Concentragio Ideal de Inéculo Liofilizado para

Inocula¢io do Meio de Fermentacéo.

Para determinar a influéncia da concentragio do in6culo liofilizado inoculado no
meio de fermentagdo, foi empregado o indculo liofilizado constituido por células
produzidas e liofilizadas em meio YM padrio e reidratadas com solugdio de leite
desnatado reconstituido 10% (p/v) conforme item 3.2.6. Apds a contagem do niimero de
microrganismos vidveis neste indculo, de acordo com o item 3.2.8, Erlenmeyers de 500
ml contendo 100 ml de meio de fermentagdo foram inoculados com 1%, 2%, 3%, 4% ¢
5% (v/v) do inéculo reidratado por 10 minutos a temperatura ambiente. Os testes foram
feitos em duplicatas. Foram determinados os valores de pH, massa celular seca,
quantidade de goma produzida e a concentragdo de agticares redutores totais ndo

consumida, conforme item 3.2.3.

3.2.9.4 - Produgio de Goma Xantana Utilizando Diferentes Inoéculos Liofilizados

Os inéculos liofilizados utilizados neste experimento foram escolhidos de acordo
com as diferentes taxas de sobrevivéncia celular apresentadas. Foram utilizados os
inéculos constituidos por células cultivadas em meio YM padrio, em meio YM
contendo (p/v): NH,NO; 0,1% e 1,0%; NH,C] 0,5% e 1,0%, MgSO,.7H,0 0,01% e
suspensos em meio YM padrdo e também inéculos formados por células cultivadas em
meio YM e suspensas em agua destilada, sacarose 10% (p/v) e em solugdo de leite
desnatado reconstituido 10% (p/v). Os indculos foram reidratados com os meios
relacionados no item 3.2.6 e inoculados em meio de fermentagdo para avaliagdo de seus

desempenhos na produgio de goma xantana.

Em cada frasco de Erlenmeyer contendo 100 ml de meio foi adicionado 1% (v/v)
do in6culo reidratado, sendo entdio, incubado por 24 horas a 30°C ¢ a 200 rpm. Apos
este periodo, foram adicionados 200 ml do meio de fermentagfio descrito no item

3.2.9.2. O meio de fermentagéo foi 0 mesmo para todos os experimentos realizados.
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A fermentagfio ocorreu em 120 horas a 30°C a 200 rpm. Foram analisados o pH
final do meio de fermentagdo, a quantidade de massa celular seca, a quantidade de goma

produzida e o teor de agticares redutores totais, conforme metodologia descrita no item

3.2.3.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Dados Morfologicos de X. campestris pv. manihotis Linhagem N°280

Quando cultivada em meio YM agar, a linhagem n° 280 de Xanthomonas
campestris pv. manihotis apresenta colonias convexas, circulares, com bordos inteiros,
sem reentrincias, possuindo superficie lisa, com aspecto mucdide e brilhante. Esta
linhagem n#o apresenta pigmentagéo, caracteristica esta que a diferencia da maioria das
espécies conhecidas pertencentes ao género Xanthomonas. As coldnias sdo visiveis apos
48 horas de incubagdo, como pode ser visto nas Figuras 1 e 2. No decorrer deste
trabalho nio foi observado o aparecimento de sublinhagens mutantes com formagdo de
colonias de menor didmetro, nem uma variagdo das caracteristicas das colOnias

formadas.

4.2 - Crescimento da Bactéria X. campestris pv. manihotis Linhagem N?280

A curva de crescimento da bactéria X. campestris pv. manihotis n* 280 cultivada
em meio YM padriio a 30°C pode ser observada na Figura 3. A bactéria exibiu uma fase
lag muito curta passando rapidamente para a fase de crescimento exponencial, cujo
apice ocorreu com 24 horas de cultivo. A fase estacionaria ocorreu durante o periodo de
24 a 48 horas de incubagdo. Ap6s este periodo pode ser observado a fase de declinio ou
morte celular. Enquanto o crescimento celular mostrou uma distinta fase exponencial
seguida por uma fase estacionaria, a biossintese de goma xantana ocorreu durante todo o
processo de crescimento celular intensificando-se apos 12 horas de cultivo. Apos 48
horas de cultivo, o meio tornou-se mais viscoso devido a maior concentra¢do de goma
xantana. O pH do meio de cultura variou de 6,82 a 7,67 durante o tempo da analise.
Houve um consumo de aproximadamente 5,0 gramas de sacarose em 56 horas de

crescimento.
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De acordo com a literatura, no cultivo de X. campestris podem ser distinguidas
duas fases distintas: a trofofase, na qual ha um rapido crescimento celular e pequena
formacgdo de goma xantana e a idiofase, na qual ndo ocorre crescimento celular, mas

grandes quantidades de goma so produzidas (SHU e YANG,1990).

4.2.1 - Influéncia da Concentragiio de Sacarose no Crescimento Celular

Uma vez que a quantidade inicial de células obtida ¢ fundamental para a
viabilidade do in6culo apds a liofilizagdo, diferentes concentragdes de sacarose no meio
de crescimento foram testadas para a determinag@o de sua influéncia na produgéo de
biomassa de X, campestris pv. manihotis n® 280. De acordo com a Figura 4, houve uma
pequena variagdo na concentragdo de células e de goma xantana produzida nas
diferentes concentragdes de sacarose testadas. Entretanto, a quantidade de agucares
redutores totais nio consumidos presentes apés 40 horas de incubagdo foi diretamente
proporcional a concentragdo de sacarose adicionada inicialmente. Utilizando altas taxas
de sacarose, grande quantidade de carboidrato ndo foi metabolizada pela célula. Com a
adicdo de 1% de sacarose ao meio de crescimento, houve a produgdo de 1,07 g/l de
células e 2,99 g/l de goma xantana sendo que a quantidade de agucares redutores néo
consumida foi de 4,49 g/l. Com a utilizagdo de 6% de sacarose, apontada em trabalhos
anteriores como a concentragdo ideal para X. campestris pv manihotis n* 280, houve a
produgdo de 1,96 g/l de célula e 3,19 g/l de goma xantana enquanto que a quantidade de
actcares redutores totais foi de aproximadamente 15 g/l. Com a adigdo de 10% de
sacarose a0 meio de crescimento houve a produgdo de 1,42 g/l de células e 3,99 g/l de
goma xantana, sendo que a quantidade de agucares redutores totais foi de 23 g/l. Dessa
maneira, apos 40 horas, uma grande quantidade de sacarose nio foi metabolizada nem
para o crescimento celular nem para a produgdo de polissacarideo. A produgéo de
células e de goma xantana foi praticamente constante nos meios contendo de 1 a 4% de
sacarose. Como o objetivo desta etapa do trabalho foi apenas a produgdo de células até
que estas atingissem a fase estacionaria e considerando-se os custos do processo, a

concentragiio de sacarose escolhida foi de 1%.
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4.3 - Producdo do Inéculo Liofilizado

4.3.1 - Fatores que Afetam a Sobrevivéncia dos Microrganismos na Liofilizagao

4.3.1.1 - Determinaciio da Influéncia das Condigdes de Crescimento das Bactérias

que Serio Liofilizadas na Viabilidade do Inéculo Liofilizado

Um dos mais importantes fatores na determinagio da taxa de sobrevivéncia de
culturas liofilizadas sdo as condigdes de cultivo dos microrganismos (HECKLY, 1961;

KUSAY, 1972).

As condi¢bes de crescimento que influenciam a composi¢do da célula e seu
estado fisiologico podem afetar sua susceptibilidade aos danos causados pela exposi¢do
a um processo estressante como a liofilizagdo. O crescimento celular em condigdes
adequadas ndo s6 aumenta a produgdo de biomassa como também aumenta a

sobrevivéncia das células ap6s a liofilizagio (CHAMPAGNE et alii, 1991Db).

Fatores como os nutrientes presentes no meio de crescimento, o pH, a
temperatura, a fase de crescimento das culturas, entre outros que influenciam o
crescimento das células também influenciam a taxa de sobrevivéncia das células

liofilizadas (BUSTA, 1978).

Com base nestas observagdes, foram escolhidas as melhores condi¢Ges de
crescimento para X. campestris pv. manihotis linhagem n® 280 determinadas através de
testes prévios e de trabalhos anteriores realizados no laboratério (MOCHI e
SCAMPARINI, 1993). Assim, as células foram cultivadas em YM padrdo a 30°C, por
40 horas a 200 rpm.

A idade da cultura é outro fator determinante na taxa de sobrevivéncia da célula

submetida a qualquer tipo de tratamento deletério, seja ele térmico ou quimico.
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As diferencas encontradas nas respostas a liofilizagdo para bactérias Gram
negativas e Gram positivas também podem ser atribuidas a fatores estruturais das
paredes celulares de ambas as bactérias. As bactérias Gram negativas possuem uma
Ginica camada de mureina na parede celular enquanto que as Gram positivas apresentam
multiplas camadas desta substincia. Como a espessura desta camada determina as
caracteristicas de permeabilidade da parede celular, as bactérias Gram positivas s@o
mais resistentes as alteragdes que ocorrem durante a liofilizagdo do que as Gram

negativas (GEHRKE et alii, 1992).

As bactérias Gram negativas, de modo geral, apresentam uma alteragdo na
resisténcia térmica quando as culturas passam de uma fase de crescimento para outra.
Desta forma, as células que estio na fase exponencial de crescimento sdo geralmente
mais sensiveis as injurias e a inativagdo quando expostas a temperaturas reduzidas do

que as células que estdo na fase estacionaria (BEUCHAT, 1978).

De acordo com a Figura 5, as células de X. campestris pv. manihotis recuperadas
apos 40 h de incubagio em meio YM padréo, quando liofilizadas, estando no meio da
fase estacionaria, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia maior do que as células
recuperadas apos 12, 24, 48 ¢ 72 horas de crescimento. Indculos liofilizados contendo
células recuperadas apos 40 horas de incubagdo apresentaram 80,33% de sobrevivéncia
enquanto que as células recuperadas apés 12 horas de incubagfo apresentaram somente
12% de sobrevivéncia celular. De fato, as células que estdo na fase exponencial de
crescimento apresentam menor sobrevivéncia do que as células que estdo na fase
estacionaria ou na fase de declinio. Com base nestes resultados, a recuperagdo das
células foi realizada na fase estacionaria de crescimento (com 40 horas de incubacdo)

para produgdo de todos os inoculos.

Os resultados encontrados neste trabalho estio de acordo com HECKLY (1961)
que mostrou uma correlagdo direta entre a idade da cultura de E. coli e a taxa de células
sobreviventes ap6s a liofilizagdo. A sobrevivéncia aumentou de 0,02% para uma cultura
de 1,25 horas para 12,9% para uma cultura com 18 horas de incubagdo. Entretanto,

KIDBY et alii (1977) observou que inéculos de X. campestris produzidos em tiras de
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papel contendo células na fase log de crescimento retiveram maior viabilidade que os

inoculos constituidos por células na fase estacionaria.

Segundo TEIXEIRA et alii (1995) o aumento da resisténcia das células que estdo
na fase estacionaria de crescimento pode ser explicado pelo reduzido nimero de
moléculas de DNA ainda envolvidas no processo de replicagdo. Para GEHRKE et alii
(1992) este efeito pode ser atribuido a maior espessura da parede celular em células que
estiio na fase estacionaria de crescimento e que portanto, ndo mais passam pelo processo

de divisdo celular.

4.3.1.2 - Influéncia da Composi¢io do Meio de Producio Celular na Viabilidade do

Inéculo Liofilizado

Os compostos especificos presentes no meio de crescimento celular influenciam
a taxa de sobrevivéncia das células apds a liofilizagdo. A escolha do meio de produgdo
deve ser dirigida, sobretudo, pela eficiéncia deste meio no crescimento das células, pela
facilidade de obtengio e pelo seu custo. Desta maneira, a produgdo das culturas num
meio adequado também contribui para a diminuigdo das perdas de viabilidade celular

que ocorrem durante a liofilizagéo (CHAMPAGNE et alii, 1991b).

Segundo a literatura, o meio de cultura mais apropriado para o cultivo de X.
campestris é o meio YM (HAYNES, 1955). Portanto, este meio foi adotado como meio
padrio em todos os processos de produgdo celular, apresentando apenas algumas

variagdes em seus componentes € em suas concentragoes.

Como pode ser visto na Tabela 1, as células cultivadas em meio YM sem
sacarose, quando liofilizadas, apresentaram um indice de sobrevivéncia muito baixo, em
torno de 0,16%, enquanto que os indculos liofilizados constituidos por células crescidas
nos meios YM padrio (contendo 1% de sacarose) e YM contendo 6% de sacarose
apresentaram 80,33% e 78,67% de sobrevivéncia, respectivamente. Os resultados de

sobrevivéncia obtidos no meio YM contendo 1% e 6% de sacarose refor¢aram a escolha
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pela utilizagio de 1% de sacarose no meio de crescimento, diminuindo os custos da

producéo do indculo, sem afetar sua qualidade e eficiéncia.

Uma vez que a liofilizagdo causa danos na parede celular, os minerais que
contribuem para manter a sua estrutura podem ter um efeito positivo na sobrevivéncia
das células ap6s a liofilizagio (CHAMPAGNE et alii, 1991b). Desta maneira, foram
testados os sais: NH,NO,;, NH,Cl, MgS0,.7H,0 e K,HPO, adicionados ao meio de

producdo celular.

Comparativamente, os sais que apresentaram os melhores resultados na
sobrevivéncia quando adicionados ao meio YM foram NHyNO;, nas concentragdes
0,5% e 0,1% apresentando 79,67% ¢ 56,67% de sobrevivéncia celular, respectivamente
e o NH,Cl na concentragdo 0,5%, que apresentou 44,00% de sobrevivéncia e na

concentragio 1,0%, com 50,33% de células sobreviventes.

O acréscimo de 0,01% e de 0,1% de MgSO,.7H,0 ndo foi apropriado para o
cultivo e sobrevivéncia das bactérias, mesmo sendo apontado em literatura como um
componente importante no crescimento de X. campestris (STARR, 1946, KENNEDY et
alii, 1982). A taxa de sobrevivéncia das células cultivadas na presenca deste sal foi de

3,80% e 6,23%, respectivamente.

A adi¢do de K,HPO, no meio de crescimento celular também ndo foi adequada
para manter a viabilidade do in6culo liofilizado. Para células cultivadas em meio YM
contendo 0,5% de K,HPO, a porcentagem de sobrevivéncia foi de 3,86% e para as
células cultivadas em meio YM contendo 1,0% de K,HPO, foi de 12,00% de

sobrevivéncia.

De acordo com os dados obtidos, o melhor meio de cultivo para as células de X.
campestris pv. manihotis n° 280 utilizadas na produgdo de inéculos liofilizados foi o
YM padrio. O meio YM contendo 0,5% NH;NO; foi o segundo melhor meio, seguido
pelo meio YM com 6% de sacarose. A menor taxa de sobrevivéncia foi obtida com as

células produzidas no meio YM sem sacarose.
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Ha poucos dados na literatura sobre a influéncia do meio de crescimento na
sobrevivéncia das células durante a liofilizagdo tornando invidvel qualquer comparagdo

quantitativa com os dados obtidos neste estudo.

Segundo MORRIS et alii (1988), as respostas das células de Saccharomyces
cereviseae ao “stress” da liofilizagdo também foram influenciadas pelas condigdes de
crescimento da levedura antes da liofilizagdo. Alguns dos fatores que influenciaram o
crescimento foram a temperatura de incubagdo, a idade da cultura e a composi¢io do

meio de cultivo.

De acordo com GOLDBERG e ESCHAR (1977) a viabilidade de Streptococcus
lactis e de Lactobacillus sp apds congelamento a -17°C foi melhor preservada quando as
células foram cultivadas em meio suplementado com &cido oléico ou Tween 80. A
sensibilidade destas bactérias aos danos causados pelo congelamento pode estar

correlacionada com alteragSes na constituig@o dos 4cidos graxos da parede celular.

Para testar se os danos causados pelo congelamento das células de Xanthomonas
estariam relacionados as alteracdes na constituigdo lipidica da parede celular foi
utilizado como meio de crescimento o meio YM contendo 1,0% de lecitina. A taxa de
sobrevivéncia dos inéculos produzidos neste meio foi de 17,33%, significando que a
alteragiio lipidica da parede celular ndo foi a causa principal da perda de viabilidade do

inéculo de X. campestris pv. manihotis.

Sais de magnésio ndo forneceram prote¢do as culturas de Lactobacillus
bulgaricus durante o congelamento, a liofilizagdio e armazenamento. Aparentemente, O
actimulo de cations divalentes é necessario para a manutengdo da estrutura da parede
celular (WRIGHT e KLAENHAMMER, 1983). No entanto, a adi¢do de sais ao meio de
crescimento pode ter efeito positivo ou negativo na estabilidade das células, dependendo

da linhagem considerada (ABRAHAM et alii, 1990).
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A formagdo e a manutengfo de uma estrutura celular intacta pode predispor as
células bacterianas a um estado de maior resisténcia durante a liofilizagdo. A cultura a
ser liofilizada deve ter, antes de tudo, a mais alta qualidade morfologica, fisiologica e

nutricional (REY, 1964).

43.1.3 - Influéncia do Meio de Suspensio na Viabilidade Celular do Indculo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis

Uma vez que o processo de liofilizagdo envolve etapas de congelamento e de
desidratagfio, o meio de suspensdo deve proteger as células durante estes dois eventos.
Desta maneira, um meio de suspensio adequado deve conferir crioprote¢do para as
células durante o congelamento, além de possibilitar um aumento na velocidade de
desidratacdo durante a liofilizagio e de reidratagdo apos a liofilizagdo. A protegdo dada
por um aditivo adicionado as culturas varia de linhagem para linhagem. Os efeitos
positivos da adi¢do de agentes protetores na liofilizagdo dos microrganismos tém sido
descritos em intimeros trabalhos (LION ¢ BERGMANN, 1961; SINHA et alii, 1974,
DAMODARAN e KINSELLA, 1981; FONT DE VALDEZ et alii, 1985a; ISRAELI et
alii, 1993; TAN et alii, 1995).

De acordo com a Tabela 2, o melhor meio de suspensdo celular para X
campestris pv. manihotis linhagem n° 280 foi o0 YM padrio. As células suspensas neste

meio apresentaram 82,00% de sobrevivéncia ap6s a liofilizagao.

A solugdo de sacarose 10% foi o segundo melhor meio de suspensdo para as
células de X, campestris pv. manihotis linhagem n® 280 fornecendo 79,33% de

sobrevivéncia celular apés a liofilizagdo.
Inéculos liofilizados de X. campestris pv. manihotis constituidos por células

suspensas em peptona 10% apresentaram 33,67% de sobrevivéncia enquanto que as

células suspensas em solugdo de leite desnatado reconstituido na concentragio de 10%
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apresentaram 59,67%. A suspensdo em solugdo de dextrose 10% e em glicerol 10%

levou a taxas de sobrevivéncias de 26,33% e 25,33%, respectivamente.

As solugdes de sacarose 1%, de goma xantana 0,001%; 0,01% e 0,1%, além da
solucdo de NH,Cl 1%, também forneceram proteco contra as injurias da liofilizagdo

com taxas de sobrevivéncia entre 20 e 40%.

Os piores meios de suspensdo para X. campestris pv. manihotis linhagem n® 280
foram a sacarose 40% com indice de sobrevivéncia igual a 0,01% e a solugéo de
MgS0,.7H,0 0,01% com 3,60% de células sobreviventes. Quando a agua destilada foi
usada como meio de suspensdo, aproximadamente 93% das células foram inativadas

provavelmente devido a auséncia de um agente protetor.

Sais de magnésio exibem variagdes na sua capacidade de reparar danos celulares,
dependendo da espécie considerada. O efeito estimulante do magnésio foi mais evidente
em bactérias lacticas com taxas de sobrevivéncia de 93 a 100% (CHAMPAGNE et alii,
1991b).

Segundo HURST e HUGHES (1981) choques subletais em células de
Staphylococcus aureus causam danos nas membranas celulares que sdo manifestados
pela perda da tolerancia a presenca de sais no meio de crescimento e também podem

provocar danos no écido teicoico que sdo manifestados pela perda de D-alanina e de

Mg+2 .

Sabe-se que a sacarose pode ligar-se através de pontes de hidrogénio a grupos
hidroxilicos, carbonilicos, carboxilicos, imidicos, amidicos, aminicos, dentre outros,
portanto, pode ser adsorvida na parede celular diminuindo o problema de super secagem
das amostras. Altas concentragdes de sacarose durante 0 congelamento pode retirar agua

do interior das células, danificando-as irreversivelmente.

Segundo GEHRKE et alii (1992) durante a liofilizagdo, os danos ndo ocorrem na

fase de sublimagdo mas durante a fase de desorgdo da 4gua e sdo devidos a super
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secagem das amostras. O maior ou menor grau de comprometimento das estruturas
celulares que ocorre nesta etapa depende diretamente da composigdo do meio de

suspensio utilizado.

Os aditivos acrescentados ao meio de suspensdo exercem protecdo a nivel
metabélico nas células e ndo apenas a nivel estrutural. Além da protegdo contra os
cristais de gelo, as substdncias protetoras também podem restabelecer ligagdes das
macromoléculas que foram quebradas pela remogao da agua durante a liofilizagdo

(HECKLY, 1961).

Segundo LION e BERGMANN (1961) culturas de E. coli liofilizadas em agua
destilada foram completamente inativadas. No entanto, a adi¢do de agentes protetores
no meio de suspensio aumentou a taxa de viabilidade destes microrganismos. Os
dissacarideos foram os agentes de protegdo mais eficientes para E. coli, contudo, néo foi
encontrada nenhuma correlagio entre a eficiéncia de protegdo do carboidrato com sua
estrutura quimica ou sua fermentabilidade pela bactéria. Utilizando sacarose no meio de

suspenséo 73% de células de E. coli foram recuperadas ap0s a liofilizag&o.

De acordo com CALCOTT e MACLEOD (1974) a presenga de 5% de sacarose
no meio de suspenséo forneceu mais de 90% de viabilidade para inoculos de E. coli, em
todas as condi¢cdes de liofilizagdo testadas. No entanto, esta bactéria foi altamente
afetada pela presenga de NaCl, KCl, LiCl, Na,SO, e K,SO,. A razdo para a agdo

deletéria dos sais € desconhecida.

Estudos conduzidos por BRENNAN et alii (1986) indicaram que o processo de
liofilizagdio provocou danos nas proteinas da parede e da membrana celular em
Lactobacillus acidophilus. Esses danos ndo somente afetaram as fungOes biologicas
normais das células como também as tornaram mais susceptiveis aos tratamentos

posteriores, tais como a reidratagdo e o armazenamento.

Para Lactococcus, o meio usado para o cultivo das células ndo foi eficiente como

meio de suspensdo, sendo que mais de 90% das bactérias morreram durante a
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liofilizagdo. Esta alta taxa de mortalidade estd provavelmente, relacionada com a
presenga de substancias toxicas produzidas pelas bactérias durante o crescimento, como

por exemplo, o lactato de s6dio (CHAMPAGNE et alii, 1991b).

A maioria dos pesquisadores que trabalham com culturas liofilizadas utilizam a
solugdo de leite desnatado reconstituido 10% como meio de suspensdo devido a
protegdo garantida e sua facilidade de desidratagdo. As proteinas presentes no leite
desnatado reconstituido fornece uma matriz protetora para as macromoléculas celulares
danificadas durante a liofilizagdo. Além das proteinas, outros componentes como 0 Soro
do leite e a lactose aumentam a sobrevivéncia das bactérias durante a liofilizagio. Para
X. campestris pv. manihotis n° 280, o uso de leite desnatado reconstituido como meio de

suspensdo forneceu um in6culo com 59,67% de sobrevivéncia (Tabela 2).

A sacarose tem sido recomendada como um agente adequado para substituir o
leite desnatado reconstituido tanto pelo seu custo como pela facilidade de obtengdo. No
entanto, as solu¢des de sacarose e de glicose, quando utilizadas na liofilizagdo de
culturas bacterianas, tendem a formar uma superficie vitrea, com formagéo de espuma e
colapso da estrutura dos cristais de gelo. Aparentemente, estas caracteristicas, néo
afetam a sobrevivéncia das bactérias, mas dificultam a liofilizagdo, tornando-a mais

demorada (HECKLY, 1978).

Os polimeros, como por exemplo a goma xantana e a dextrana, utilizados em
baixas concentragdes aceleram a secagem dos indculos. No sistema de liofilizagdo usado
por FONT DE VALDEZ et alii (1985a), as culturas de bactérias lacticas suspensas em
polimeros como o polietilenoglicol e a dextrana alcangaram uma umidade residual de
1,1 a 1,7% logo ap6s a liofilizagdo, com uma taxa de sobrevivéncia superior a 80%. De
acordo com estes autores, a adi¢gdo de compostos que influenciam a taxa de secagem ou
o nivel de umidade residual e de 4gua disponivel do produto pode certamente

influenciar a taxa de sobrevivéncia das culturas liofilizadas.

Segundo REY (1964) os carboidratos sdo os constituintes mais importantes

presentes em qualquer meio de liofilizagdo. Dos muitos aglicares testados, a sacarose
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tem sido a mais eficiente, nio somente pela alta taxa de sobrevivéncia inicial mas
também por manter a sobrevivéncia das culturas mesmo quando expostas a altas
temperaturas de armazenamento. Com relagdo ao uso da glicose, embora ocorra uma
alta taxa de sobrevivéncia imediatamente ap6s a liofilizagdo, ndo ha uma manutengdo da

viabilidade por um periodo mais longo de armazenamento a altas temperaturas.

O meio de suspensdo é essencial para prevenir a secagem excessiva da cultura e
para proteger as células dos danos mecanicos e fisicos que ocorrem durante a

liofiliza¢o e o0 armazenamento (FONT DE VALDEZ e GIORI, 1993).

Segundo CHAMPAGNE et alii (1991b), a sacarose foi um excelente agente
crioprotetor para inimeras linhagens de bactérias lacticas testadas. Os carboidratos
como a sacarose € a lactose inibem a produgéo de radicais livres que sdo freqlientemente
associados com a perda de viabilidade das bactérias liofilizadas. Também podem formar
pontes de hidrogénio com a proteina, substituindo a agua removida. Através deste
mecanismo ocorre uma diminui¢dio do nimero de grupos polares e apolares presentes na
molécula das proteinas que estdo expostas ao meio extracelular. Além da estabilizag@o
das proteinas, o efeito protetor do carboidrato presente no meio de suspensdo durante o
congelamento pode ser atribuido a sua capacidade de ligagdo com a agua, prevenindo ou

reduzindo a formag@o de cristais de gelo tanto intra como extracelularmente.

Os efeitos da composi¢io do meio de suspensido na viabilidade dos esporos do
fungo Arthrobotrys superba liofilizados foram estudados por TAN et alii (1995). A
viabilidade dos esporos liofilizados foi profundamente influenciada pela presenca de
carboidratos no meio de suspensfo. A taxa de germinagdo foi 6tima com o0 uso de
lactose, inositol, trealose, maltose e sacarose. A presenga de agucares protegeu as
membranas durante o congelamento e a liofilizagdo pela formagdo de pontes de
hidrogénio com os fosfolipideos presentes na membrana citoplasmatica. Os carboidratos
repelem as partes hidrofobicas das cadeias de aminoacidos prevenindo o desdobramento
da molécula proteica. A presenca de cations divalentes foi insignificante. A adi¢do de

magnésio, cobre e zinco foi mais téxica do que propriamente benéfica para os esporos
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pois, estes compostos estimularam a produgdo de radicais hidroxilas, resultando na

peroxidag¢@o das membranas.

A peptona e o extrato de levedura aumentam a sobrevivéncia da maioria das
linhagens liofilizadas quando comparado com a 4gua, mas sio geralmente menos
eficientes do que a solugdo de leite desnatado reconstituido ou do que a sacarose

(CHAMPAGNE et alii, 1991b).

Segundo BEUCHAT (1978) existem vérias hipéteses para explicar o processo de
injiria em células liofilizadas. As mais aceitas sdo a formagdo de gelo intracelular, a
desidratagdo, o choque térmico, o efeito dos solutos intracelulares e o efeito da
concentragdo dos solutos extracelulares. Alguns compostos como carboidratos,
proteinas, entre outros, podem fornecer protecio contra esses danos. Os mecanismos
pelos quais estes compostos fornecem prote¢do ndo estdo bem estabelecidos, mas
muitos agentes crioprotetores contém grupos -OH e grupos -NH, com forte tendéncia
para formar pontes de hidrogénio com a agua e com as macromoléculas celulares. Os
peptideos e as peptonas podem estabilizar as ligagdes hidrofobicas e corrigir algumas
alteragdes estruturais das proteinas e dos lipideos presentes nas membranas
citoplasmaticas. Produtos complexos como o leite desnatado reconstituido, os
carboidratos, o glicerol, a dextrana e a albumina, por exemplo, sio alguns dos agentes
que apresentam a capacidade de proteger as bactérias Gram negativas contra as injtrias
provocadas pela liofilizagdo, reduzindo seus efeitos letais. Num contexto geral, fatores
como a idade das culturas, o pH do meio de suspensdo € a taxa de congelamento

também influenciam a protegdo dada por estes compostos.

A introdugdo de um agente crioprotetor numa suspensdo celular reduz a taxa de
congelamento maxima toleravel e aumenta a taxa de recuperagdo das células. O
mecanismo de agdo destes agentes ainda ndo estd bem esclarecido, mas sabe-se que a
presenca de agentes crioprotetores como a sacarose e o leite desnatado reconstituido,
altera as caracteristicas de permeabilidade da membrana celular permitindo o fluxo de
solutos do meio extracelular para o meio intracelular durante o congelamento e o fluxo

inverso durante o descongelamento das suspensdes. Dessa forma, a eficiéncia dos
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agentes crioprotetores estd em sua capacidade de permitir a perda de solutos,

reversivelmente, pela membrana durante um choque osmético (MERYMAN, 1971).

Alguns carboidratos como a sacarose, a glicose e a lactose tém sido utilizados
para a manutengdo da atividade bioldgica das macromoléculas celulares através da sua

acdo estabilizante (ARAKAWA e TIMASHEFF, 1982).

De acordo com GREIFF (1971) e CROWE et alii (1987), a 4gua ¢ indispensavel
para a manutencdo da integridade das membranas bioldgicas, das bicamadas de
fosfolipideos e de muitas proteinas hidrossoluveis. No entanto, durante a liofiliza¢do é
possivel remover quase toda agua das células suspensas em meio contendo carboidratos,
especialmente dissacarideos. Possivelmente, a estabiliza¢do das proteinas em solugdes
aquosas seja devido a um mecanismo conhecido como exclusdo preferencial do
carboidrato quando este entra em contato com a superficie da proteina. O resultado deste
processo € o aparecimento de uma estrutura proteica extremamente compacta e estavel,
com a manuten¢do da sua atividade bioldgica mesmo quando a adgua é removida. Em
termos celulares, este processo pode ser observado através das altas taxas de

sobrevivéncia obtidas apo6s a liofilizagdo do indculo.

Durante a liofilizag8o, a remogdo da agua altera profundamente as propriedades
fisicas dos fosfolipideos presentes na membrana celular, levando a eventos destrutivos
como por exemplo, a fusdo das vesiculas de lipideos, a transi¢do da fase liquido
cristalina para a fase de gel e a elevagdo da permeabilidade com o escoamento do
conteudo das vesiculas para o meio externo. Alguns carboidratos presentes no meio de
suspensdo sdo capazes de prevenir tais danos ndo somente pela inibigdo da fusdo entre
as vesiculas adjacentes durante a liofilizagdo mas também pela manutencdo da fase
fluida dos lipideos na auséncia de 4gua celular. Como resultado imediato, as mudangas
na permeabilidade e as separagdes de fase que geralmente acompanham a desidratagdo
ndo ocorrem. Estes efeitos promovidos pelos carboidratos na estabilidade das bicamadas
e nas proteinas s3o importantes para a sobrevivéncia das células e para a manutengéo de

suas atividades bioldgicas normais (CROWE et alii, 1987 e CROWE et alii, 1990).
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ISRAELI et alii (1993) estudaram a protegdo das células liofilizadas pela adigio
de agentes crioprotetores como a tiouréia, sais, glicose e outros carboidratos no meio de
suspensdo celular. A melhor protecdo foi obtida com o emprego de trealose, um
dissacarideo composto por duas unidades de glicose. A trealose protegeu as
biomembranas e as proteinas do congelamento e da secagem. Exerceu também um
efeitor protetor através da estabilizagdo da fase liquido-cristalina, provavelmente,

substituindo as moléculas de agua entre os fosfolipideos das membranas celulares.

4.3.1.4 - Efeito do Meio de Reidratagio na Viabilidade Celular do Inéculo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis.

A reidratagdo ¢ uma das etapas mais importantes na recupera¢do dos
microrganismos liofilizados. As células que foram submetidas a injurias subletais
podem ser completamente inativadas ou recuperadas dependendo das condigbes de
reidratagdo impostas. Tanto a composi¢do do meio como sua temperatura, seu pH,

volume e osmolaridade podem afetar a recuperagéo das células.

Com os dados mostrados nas Tabelas 1 e 2, ficou determinado que as maiores
taxas de sobrevivéncia apresentadas pelo indculo liofilizado de X. campestris pv.
manihotis n* 280 foram obtidas com a utilizag8o de células cultivadas e suspensas em
meio YM padrdo. Utilizando somente indculos produzidos nestas condigdes foram
realizados testes para a determinagdo da influéncia do meio de reidratagdo na

viabilidade das culturas liofilizadas.

Como pode ser visto na Tabela 3, todos os fluidos de reidratagdo testados
contribuiram para a obtencfo de taxas de recuperagdo celular acima de 25%, com
exce¢do dos inoculos reidratado com lactose 10%, com solugdo salina 0,9%, com
sacarose 60% e dextrose 10% que apresentaram apenas 11,66%; 15,67%; 21,33% e

23,66% de sobrevivéncia, respectivamente.
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O melhor meio de reidratagdo para o indculo de X. campestris pv. manihotis
linhagem n® 280 foi a solugdo de leite desnatado reconstituido 10% que apresentou

80,00% de sobrevivéncia celular.

Foram testadas solugdes de sacarose em diferentes concentragdes para verificar a
influéncia da pressdo osmotica na recuperagdo celular durante a reidrataco. A bactéria
X. campestris pv. manihotis liofilizada mostrou-se extremamente resistente a altas
concentragdes de sacarose presente no meio de reidratagdo. Houve a recuperagio de
21,33% de células vidveis no inéculo reidratado com uma solugdo de 60% de sacarose.
O inéculo reidratado com solugdo de sacarose 10% apresentou uma taxa de 68,33% de

sobrevivéncia.

Mesmo a utilizagdo de agua destilada, considerada um fluido de reidratagéo
inadequado, promoveu a recuperagdo de 35,66% de células vidveis. Entretanto, a
combinagfo da 4gua destilada como meio de suspensdo e como meio de reidratago
celular foi inadequada, ocasionando aproximadamente 100% de morte celular (Tabela

8).

O emprego de solugdes de goma xantana como meio de reidratagdo do indculo

também mostou-se eficiente com taxas de sobrevivéncia celular superior a 30% (Tabela

3).

A influéncia de diferentes meios de reidratagdo na viabilidade de linhagens
pertencentes ao género Streptococcus foram analisados por SINHA et alii (1982). A
maxima viabilidade celular neste caso foi obtida usando solu¢do de sacarose 10% como
meio de reidratacéio, seguido pela solugéo de leite desnatado reconstituido 10%. Com a
utilizag@o de 4agua destilada, um nimero muito baixo de células vidveis foi recuperado.
A baixa protecdo dada pela agua destilada as células liofilizadas pode ser similar aos
distarbios no balango osmoético causado pela exposigdo das células a solugdes
hipotdnicas. Além do temporario desbalango osmoético, alguns outros fendmenos podem

estar envolvidos, pois, as células liofilizadas reidratadas com solugdo salina e com
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tamp@o fosfato que s@o conhecidos por manter o equilibrio osmético, apresentaram uma

baixa taxa de sobrevivéncia.

Segundo FONT DE VALDEZ et alii (1985 b,c) o meio de reidratagio ¢ muito
importante no reparo das injurias sofridas por um microrganismo exposto a condigdes
desfavoraveis ou a danos subletais. Segundo estes autores, a reidratacio ¢ o mais
importante de todos os fatores determinantes da viabilidade celular do indculo
liofilizado. O uso das solug¢Ses concentradas de sacarose 20% ou de fluidos com alto
teor de s6lidos como a solugdo 10% de leite desnatado reconstituido promoveu a melhor
recuperacdo das bactérias do género Lactobacillus. Este efeito favordvel pode ser
atribuido & capacidade de tais solugdes em regular a entrada da 4gua extracelular para o

interior das células liofilizadas.

A Figura 6 ilustra a influéncia da concentragdo de sacarose na taxa de
sobrevivéncia celular de diferentes indculos reidratados. Cada tipo de indculo reidratado
exibiu uma resposta diferenciada para cada concentrago de sacarose usada. No geral, a
reidrata¢do do indculo com solugdo de sacarose 10% foi a que apresentou os melhores
resultados em termos de recuperagdo celular, com exceg@o dos indculos suspensos em

solugdo de MgS0,.7H,0 0,01% e em agua destilada.

O in6culo liofilizado contendo células produzidas e suspensas em meio YM
padrio apresentou uma taxa mais elevada de sobrevivéncia celular (aproximadamente
60%) quando foi reidratado com solugdes de sacarose até¢ 20%. Com o uso de solugdes
de sacarose em concentragdes superiores a 20% houve um aumento na inativagdo das
células. Comportamento idéntico foi observado para células suspensas em solugdo de
leite desnatado reconstituido 10%, sendo que a taxa maxima de sobrevivéncia foi de

54%, quando reidratadas com solugdo de sacarose 10%.
O indculo constituido por células produzidas em meio YM padrdo e suspensas

em solugdo de sacarose 10% apresentou a mais alta taxa de sobrevivéncia celular, de

73,3% quando foi reidratado com solugéo de sacarose 10%.
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As células produzidas em meio YM e suspensas em solugdo 0,01% de
MgS0,.7H,0 apresentaram uma taxa de sobrevivéncia muito baixa, em todas as
concentragdes de sacarose testadas. Apenas o indculo reidratado com solugdo de
sacarose 20% apresentou uma recuperagdo de 20% de células vidveis, valor este, o

maximo obtido para este tipo indculo.

As células suspensas em agua destilada exibiram cerca de 20% de sobrevivéncia
quando reidratadas em sacarose 20%. Na concentra¢do de 10% de sacarose, a taxa de

sobrevivéncia foi de aproximadamente 14%.

Segundo CHOATE e ALEXANDER (1967), durante a reidratagdo ocorrem
muitas mudangas na concentragdo dos solutos e estas mudangas ndo somente afetam o
equilibrio osmoético das células como também podem afetar os componentes celulares
especificos do organismo. Para a reidratagdo de Spirillum atlanticum, uma bactéria
muito sensivel a liofilizago, foi escolhida a solu¢io de sacarose 24% como meio de
reidratacdo devido seu conhecido efeito protetor durante a liofilizagdo e suas
propriedades osmodticas. A taxa maxima de recuperagdo para esta bactéria foi de 0,5%

de sobrevivéncia.

Segundo BEUCHAT (1978), uma bactéria ¢ danificada quando as diferengas de
pressdo osmética no meio intra e extracelular sdo suficientemente altas ou baixas para
retardar a taxa de crescimento ou afetar sua capacidade de reprodugdo. As bactérias
Gram negativas possuem uma concentragdo de solutos intracelulares comparativamente
menor ¢ sdo portanto, mais susceptiveis a plasmoélise do que outros tipos de
microrganismos. A capacidade das células em reter a viabilidade quando expostas a um
ambiente com maior ou menor concentragdo de solutos depende da integridade da
membrana celular. Durante um choque osmético podem ocorrer perdas de proteinas
associadas as membranas, tais como as proteases € consequentemente, provocar uma

diminuic¢do na viabilidade das células.

A defini¢do de uma taxa de reidratagio mais adequada para reter a integridade

funcional e estrutural do organismo ¢ ainda um desafio pois os métodos usados néo
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permitem a detecg¢do dos danos sofridos pelos microrganismos durante a liofilizagdo e a

reidratagdo (BRYAN et alii, 1991).

Foi demonstrado por LEACH e SCOTT (1959) que a capacidade de fermentagéo
das leveduras desidratadas era destruida por certos procedimentos de reidratagdo que
aparentemente ndo afetavam a viabilidade celular. Procedimentos especiais de

reidratacdo foram necessarios para a retengdo das propriedades de fermentagio.

A reidratagdo das culturas liofilizadas em meio liquido € completada em poucos
segundos, assim, as células sdo submetidas a mudancas muito rapidas do estado
desidratado para um estado coloidal. A complexidade das mudangas e a velocidade na
qual elas ocorrem torna extremamente dificil medir ou controlar os eventos que se
sucedem rapidamente. Conclusdes definitivas com relagdo ao modo de acdo de cada
fluido reconstituinte ndo podem ser tragadas a partir dos resultados obtidos neste estudo.
Em alguns organismos, os fluidos podem regular a velocidade na qual a 4gua entra nas
células, enquanto que em outras linhagens podem provocar fendmenos osméticos
desfavoraveis (LEACH e SCOTT, 1959; CLEGG et alii, 1982; FONT DE VALDEZ,
1985¢).

Para a reidratagdo dos demais indculos e para testar a influéncia do processo de
reidratagdo na viabilidade celular foram escolhidos os meios que apresentaram melhores
resultados para a recuperagéo celular conforme a Tabela 3: YM padréo, solugdo de leite
desnatado reconstituido 10%, sacarose 1, 5, 10, 20 e 40% e solugdo de goma xantana

0,001% e 0,01%. A agua destilada foi usada como fluido padrdo para reidratagdo.
4.3.1.5 - Efeito das Condicoes de Reidratacio na Sobrevivéncia das Células de X.
campestris pv. manihotis.
De modo geral, as condigdes sob as quais o processo de reidratagdo € realizado

também exercem um efeito marcante na recuperagdo das células vidveis. Em linhas

gerais, uma baixa taxa de recuperagio de células vidveis apds a liofilizagdo pode ser
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atribuida a procedimentos inadequados de reidratagdo. Dentre as condigdes mais

importantes encontram-se o tempo de reidratag@o e o pH do meio de reidratagéo.

4.3.1.5.1 - Efeito do Tempo de Reidratacio na Viabilidade Celular do Indéculo
Liofilizado

Neste estudo, foi utilizado o indculo constituido por células cultivadas e
suspensas em meio YM padrdo e reidratado com solugdo de leite desnatado

reconstituido 10%.

De acordo com a Figura 7, as mais altas taxas de sobrevivéncia celular de X.
campestris pv. manihotis n° 280 foram obtidas quando a cultura liofilizada foi reidratada
por 10 e 20 minutos, com aproximadamente 80% de sobrevivéncia. A taxa de
sobrevivéncia decaiu apés 20 minutos de exposigdo. Com 30, 40 e 50 minutos de
reidrata¢do, a taxa de sobrevivéncia ficou em torno de 50%. Apoés 180 minutos de

reidratagdo foi obtida a menor taxa de sobrevivéncia que foi de cerca de 18%.

Resultados similares foram encontrados para Lactobacillus casei, L. plantarum e
Streptococcus lactis. Num estudo envolvendo 16 linhagens de Lactobacillus,
Streptococcus € Leuconostoc os resultados foram dependentes da espécie ou da
linhagem pesquisada. De modo geral, a taxa de sobrevivéncia celular apés 10 minutos
de exposi¢do ao fluido de reidratagio foi maior do que a encontrada ap6s 5, 15 ou 30
minutos. Para Lactobacillus acidophilus a taxa de sobrevivéncia apds 10 minutos de
reidratacio foi de 68%, enquanto que apdés 30 minutos de reidratagdo houve a
recuperagdo de apenas 4% de células sobreviventes. Para Leuconostoc mesenteroides a
taxa de sobrevivéncia foi de 70% apds 10 minutos de reidratagdo € de 57% apds 30

minutos de exposi¢do ao fluido reconstituinte (FONT DE VALDEZ et alii, 1985a).
Aparentemente, ndo ha uma explicagdo para este fendmeno. Algumas hipoteses

apontam o efeito similar ao que ocorre no descongelamento de culturas concentradas

congeladas. A alta densidade bacteriana provoca uma rapida fermenta¢do € compostos
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inibidores sdo formados. O mesmo poderia ocorrer com as culturas liofilizadas. Os
periodos de reidratagdo mais longos poderiam permitir uma rapida atividade metabolica,
danificando as células e seus componentes estruturais. Conseqiientemente, os fatores
que influenciam a velocidade do metabolismo das células também podem afetar sua

viabilidade apés a reidratagio (CHAMPAGNE et alii, 1991b).

4.3.1.5.2 - Influéncia do pH do Meio de Reidratagio na Viabilidade Celular do

Inoculo Liofilizado

Assim como o pH do meio de cultura exerce forte influéncia sobre o crescimento
celular, este pardmetro durante o processo de reidratagdo também influencia a taxa de

sobrevivéncia do indculo liofilizado.

O meio de reidratacdo usado para a determinagdo da influéncia do pH na
viabilidade celular foi o0 meio YM padrdo em diferentes valores de pH ajustados com

NaOH 2N e HCI 2N.

Os dados obtidos para X. campestris pv. manihotis neste experimento mostraram
nitidamente o efeito do pH do meio de reidratagdo na sobrevivéncia das células
liofilizadas. Estes resultados podem ser observados na Figura 8. Os meios de reidratagio
com pH 3,0; 8,0; 8,5 e 10,0 foram extremamente prejudiciais para a sobrevivéncia
celular se comparado com os valores de pH 6,0; 6,5 ¢ 7,0. Foi observada uma
sensibilidade muito maior das células liofilizadas ao pH acido do que ao pH mais
alcalino. Possivelmente, os componentes da parede celular s@o mais susceptiveis a
degradagfio em meio 4cido do que em meio basico. E também provavel que o cation da
base utilizada para elevar o pH do meio de reidratago, tenha interferido nos resuitados
obtidos, possibilitando uma maior recuperagédo celular quando a cultura liofilizada foi
reidratada em meio com pH ajustado para 10,0 do que para 3,0, onde também pode estar
havendo a influéncia do &nion do acido (HCI 2N) usado para abaixar o pH do fluido de

reidratag@o.
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Para o in6culo de X. campestris pv. manihotis n® 280 o pH 6timo do meio de
reidratagdo foi de 6,5 apresentando uma taxa de 60% de sobrevivéncia. O meio de
reidratacdo com pH 3,0 promoveu quase 100% de inativagdo celular. Portanto, para X.

campestris pv. manihotis, o pH do meio de reidratacdo deve ser ajustado na faixa de 6,0

a7,0.

De acordo com SINHA et alii (1982), o maximo de células viaveis de
Streptococcus cremoris liofilizadas foi de 596 x 10° UFC/ml obtido quando o pH do

meio de reidratagdo foi ajustado na faixa de 5,0 a 7.5.

Na literatura ha escassas informagGes disponiveis sobre o efeito do pH do meio
de reidratagdo, mas o pH 6,5 parece ser Otimo para a reidratagio de uma ampla

variedade de microrganismos (CHAMPAGNE et alii, 1991b).

4.3.2 - Influéncia Combinada dos Meios de Produgio, Suspensio e Reidratacio na

Viabilidade Celular do Inéculo Liofilizado de X. campestris pv. manihotis.

Numerosos pardmetros estdo envolvidos nas respostas das células aos danos
provocados pela liofilizagdo. Embora estes pardmetros tenham sido identificados
individualmente, os efeitos interativos que agem em conjunto e que determinam a taxa
de recuperagdo celular permanecem dificeis de serem analisados (SCHWARTZ e

DILLER, 1983).

Uma vez definidos os melhores meios de producdo e de suspensdo celular € os
melhores fluidos de reidratagdo das culturas liofilizadas (Tabelas 1, 2 e 3), foram
realizados testes para determinar a influéncia combinada destes miltiplos fatores na

sobrevivéncia das células liofilizadas.
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4.3.2.1 - Influéncia do Meio de Reidratagido na Viabilidade dos Indculos
Liofilizados de X. campestris pv. manihotis Constituidos por Células
Produzidas em Meio YM com Variagiio no Tipo e nas Concentragdes de

Sais e Suspensas em Meio YM Padriao

Como pode ser visto na Tabela 4, inéculos liofilizados formados por células
produzidas em meio YM contendo 0,5% e 1,0% de NH,NO;, suspensas em YM padrao
e reidratadas com diferentes meios apresentaram variagdo na taxa de sobrevivéncia de

acordo com o meio de reidratagdo utilizado.

A mais alta taxa de sobrevivéncia foi obtida quando o in6culo constituido por
células produzidas em meio YM contendo 0,5% de NH,NO; foi reidratado com solugdo

de leite desnatado reconstituido 10%, apresentando 75,00% de células sobreviventes.

O uso de um meio 6timo para a produgdo de células como foi o meio YM
contendo 0,5% de NH,NOj, aliado ao uso de um meio de reidratagdo excelente como o
leite desnatado reconstituido 10%, promoveu a recuperagdo de altas taxas de células
vidveis, perfeitamente reparadas da injuria sofrida durante a liofilizagdo. No entanto, o
uso de um fluido de reidratagdo ndo muito adequado como a sacarose 40%, afetou
negativamente a recuperagdo celular resultando em apenas 4,26% de células vidveis

mesmo estas sendo produzidas num meio de crescimento 6timo.

Com base nestes dados, foi possivel concluir que, embora as células tivessem
sido produzidas e liofilizadas nas condigdes 6timas, o processo final de reidratagdo
exerceu também um grande efeito sobre estas culturas, determinando inclusive a

recuperagdo ou ndo das células injuriadas.

As células produzidas em meio YM contendo 1% de NH,NO; exibiram uma
grande diferenga na taxa de sobrevivéncia quando comparadas com as células
produzidas em YM contendo 0,5% de NH,NO;. A mais alta taxa de sobrevivéncia foi de
34,33% obtida com o indculo reidratado com sacarose 10%. Neste caso, se 0os meios de

reidratacdio utilizados foram os mesmos do caso anterior, o meio de suspensdo foi
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mantido constante, assim como todas as condigdes de liofilizagdo, parece provavel
supor que o principal fator que influenciou negativamente a taxa de sobrevivéncia foi o
meio de produgdo das células. Assim, as células produzidas no meio contendo 1,0% de
NH,/NO; podem ter desenvolvido alguma caracteristica metabdlica que tornou-se letal
ao longo do processo de produgédo do indculo e que pode ser refletida na viabilidade do

in6culo apos a reidratagdo.

Para o inoculo produzido em meio contendo 1,0% de NH,NO;, o uso de agua
destilada como liquido de reidratagdo forneceu uma taxa de sobrevivéncia de 11,00%.
Até o leite desnatado reconstituido, reconhecidamente um 6timo meio de reidratagéo,
ndo ofereceu um bom resultado se comparado com a reidratagdo com solugdo de
sacarose 5, 10 e 20%. A menor porcentagem de células viaveis foi de 0,33%, obtida

com o emprego da solugdo de sacarose 40%.

A Tabela 5 mostra a influéncia do meio de reidratago no in6culo constituido por
células produzidas em meio YM contendo 0,5% e 1,0% de NH,CI e suspensas em meio

YM padrio.

Para o indculo constituido por células cultivadas em meio contendo 0,5% de
NH,CI, o melhor meio de reidratagdo foi a solugdo de leite desnatado reconstituido
10%, apresentando 44,00% de células viaveis. Novamente, o pior meio de reidratagio
foi a sacarose 40%, com apenas 1,13% de sobrevivéncia. Neste caso, houve a
combina¢do de um meio de crescimento ndo ideal com um meio de reidratagdo
insatisfatério resultando em danos celulares e conseqiientemente, em uma baixa taxa de

sobrevivéncia.

Para as culturas de X. campestris pv. manihotis produzidas em meio YM
contendo 1,0% de NH,Cl e suspensas em meio YM padrdo, o melhor meio de
reidratagio também foi o leite desnatado reconstituido 10% com 50,33% de
sobrevivéncia. Uma taxa de apenas 2,66% de sobrevivéncia foi obtida com o emprego
da solugdio de goma xantana 0,01%. Houve, portanto, uma grande variagdo nas taxas de

sobrevivéncia celular de 2 a 50% de acordo com o meio de reidratagéo usado. Como os
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meios de produgdo e de suspensdo foram mantidos constantes, esta variagdo pode ser

atribuida a influéncia do fluido de reidratagio na viabilidade do in6culo liofilizado.

Os resultados obtidos com a utilizagdo de NH,NO; e de NH,Cl no meio de
crescimento do microrganismo, nas concentragdes testadas, foram substancialmente
diferentes. Utilizando-se NH,NO; no meio de crescimento, as melhores taxas de
sobrevivéncia dos indculos foram obtidas a uma concentragéo de 0,5%, enquanto que na
utilizagdo de NH,Cl, as melhores taxas de sobrevivéncia foram obtidas a uma
concentragdo de 1,0%. Estes resultados indicam que ha uma possivel relagdo entre o teor
de nitrogénio inorganico presente no meio de crescimento e a taxa de viabilidade celular
do indculo liofilizado. Ndo se deve contudo deixar de salientar a influéncia de cations e

anions componentes dos sais, como discutido para acidos e bases no item 4.3.1.5.2.

Como pode ser constatado na Tabela 6, o uso de magnésio na forma de
MgS0O,.7H,0, muito citado na literatura como um nutriente essencial para o
crescimento de X. campestris, ocasionou uma das mais baixas porcentagens de

sobrevivéncia.

Os indculos produzidos com células crescidas em meio contendo 0,01% de
MgS0,.7H,0 apresentaram niveis muito baixos de sobrevivéncia celular, mesmo
quando reidratados com solugdo de leite desnatado reconstituido 10% ou de sacarose
10%. Utilizando solugdo de leite desnatado reconstituido 10% como fluido de
reidratacgdo, a taxa de recuperagdo deste indculo foi de 3,80%. Utilizando YM padréo foi
observado uma taxa de apenas 0,53% de sobrevivéncia celular. A maior taxa de
recuperagdo foi de 20,67% utilizando como fluido de reidratagdo uma solugdo de

sacarose 20%.

As células que foram cultivadas em meio contendo 0,1% de MgSO,.7H,0
produziram indculos liofilizados com diferentes niveis de sobrevivéncia quando
comparados com aqueles formados por células cultivadas em meio contendo 0,01%
deste sal. Os inéculos liofilizados contendo células cultivadas em meio com adi¢éo de

0,01% e 0,1% de MgSO,.7H,0, quando foram reidratados com solugdo de leite
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desnatado reconstituido 10% apresentaram 3,80% e 6,23% de sobrevivéncia e com
sacarose 10% apresentaram 2,33% e 7,66% de sobrevivéncia, respectivamente.
Utilizando a solug¢do de sacarose 40% como fluido de reidratag@o houve a recuperagado
de somente 0,03% de células vidveis para a concentragdo de 0,1% de MgS0O,.7H,0 e de
6,23% para a concentragdo de 0,01%. Como os meios de reidratagdo foram mantidos
constantes, a variagio nas taxas de sobrevivéncia deve ter sido causada pela diferen¢a na

concentragio de magnésio no meio de produgdo das células.

De modo geral, as baixas taxas de sobrevivéncia obtidas com o uso de YM
padrdo contendo MgS0O,.7H,0 como meio de crescimento celular mostraram que este
meio foi inadequado para a produgdo de células usadas na elaboragdo de inéculos

liofilizados.

4.3.2.2 - Influéncia do Meio de Reidrata¢io no Inéculo Liofilizado de X. campestris
pv. manihotis Constituido por Células Produzidas em Meio YM Contendo

Diferentes Concentracdes de Sacarose e Suspensas em Meio YM Padrio

De acordo com a Tabela 7, indculos liofilizados de X. campestris pv. manihotis
n® 280 constituidos por células cultivadas em meio YM padréo e em meio YM contendo
6% de sacarose apresentaram as melhores taxas de sobrevivéncia, independente do meio

de reidratacéo usado.

De um modo geral, as células produzidas em meio YM padrdo suportaram
melhor os danos sofridos durante a liofilizagdo, refletindo numa maior taxa de
sobrevivéncia do inéculo. Utilizando solugdo de leite desnatado reconstituido 10%
como meio de reidratagdio foi alcangado 80% de sobrevivéncia celular (2,40 x 10°
UFC/ml), enquanto que a menor taxa de sobrevivéncia foi de 33,3% (1,00 x 10°

UFC/ml) usando solugfio de goma xantana 0,001% como meio de reidratagéo.

Comparativamente, inoculos liofilizados formados por células produzidas em

meio YM com auséncia total de sacarose apresentaram os menores indices de
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sobrevivéncia também independente do meio de reidratagdo usado. O indculo reidratado
com solugdo de leite desnatado reconstituido 10% apresentou apenas 0,16% de
sobrevivéncia, com solugio de sacarose 10% apresentou 0,26% de sobrevivéncia e com
YM padrio apresentou 0,10%. Para os indculos reidratados com os demais meios, a taxa

média de sobrevivéncia celular ficou na faixa de 0,01% a 0,04%,

De acordo com CHAMPAGNE et alii (1991b), na produgio de indculos
liofilizados, a perda de viabilidade estd diretamente relacionada ao emprego de

condigdes de cultivo inadequadas.

Provavelmente, as células crescidas sem a presenca de sacarose apresentaram um
comprometimento geral das fungdes e dos componentes celulares ficando portanto, mais
susceptiveis aos choques fisico-quimicos que ocorrem durante a liofilizagdo e a
reidratacio. A auséncia de uma fonte de carboidrato pode ter determinado a falta ou a
escassez de material capsular ao redor das células, que, como se sabe, funciona como
um eficiente mecanismo protetor contra as injirias do processo de congelamento,

liofilizag¢do e armazenamento.

4.3.2.3 - Influéncia do Meio de Reidrata¢iio e do Meio de Suspensiio na Viabilidade
Celular dos Inéculos Liofilizados de X campesiris pv. manihotis cujas

Células Foram Produzidas em Meio YM Padrio

Na Tabela 8 encontram-se os resultados referentes ao efeito combinado do meio
de suspensdio das células com os meios de reidratagio dos indculos liofilizados. As
células foram produzidas em meio YM padrio e liofilizadas em trés diferentes meios de
suspensdo: 4gua destilada, sacarose 10% e leite desnatado reconstituido 10%. Os meios

e as condigdes de reidratagdo foram mantidos constantes.
As células suspensas em agua destilada apresentaram as menores taxas de

sobrevivéncia quando comparadas com as células suspensas em solugdo de leite

desnatado reconstituido 10% e em sacarose 10%. As células de X campesiris pv.
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manihotis que foram suspensas e reidratadas em 4gua destilada foram as que
apresentaram maior perda de viabilidade, apresentando em média 0,03% de

sobrevivéncia.

De modo geral, quando a sacarose 10% foi utilizada como meio de suspensido
celular, uma maior taxa de células sobreviventes foi obtida. Os valores maximos de
recuperagédo celular foram observados quando o indculo foi reidratado com solugdo de
leite desnatado reconstituido 10% e sacarose 10% com respectivamente, 79,33% e

73,33% de sobrevivéncia.

Quando o leite desnatado reconstituido 10% foi empregado como meio de
suspensdo as taxas de sobrevivéncia também foram elevadas, ficando entre 29 e 60%. O
melhor meio de reidratagdo neste caso, também foi o leite desnatado reconstituido com

59,67% de sobrevivéncia.

Comparando os fluidos de reidratacdo, quando a dgua destilada foi usada como
meio de reidratag@o, o indculo constituido por células suspensas em agua destilada
apresentou 0,03% de sobrevivéncia; o inoculo constituido por células suspensas em leite
desnatado reconstituido 10% apresentou 17,00% de sobrevivéncia e o indculo formado

por células suspensas em sacarose 10% apresentou 35,00% de sobrevivéncia.

Quando o leite desnatado reconstituido foi usado como fluido de reidratagéo, o
inéculo suspenso em agua destilada apresentou 6,40% de sobrevivéncia; o indculo
suspenso em leite desnatado reconstituido 10% apresentou 59,67% de células viaveis e
o indculo suspenso em sacarose 10% forneceu 79,33% de sobrevivéncia. Assim, como o
meio de reidratagdo e o meio de produgdo foram os mesmos em todos os indculos, a
variagdo na taxa de sobrevivéncia foi relacionada exclusivamente com o meio no qual as

células foram suspensas.
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que os meios de reidratacéo e

de suspensdo podem potencializar as perdas de viabilidade celular ou manter uma

elevada taxa de sobrevivéncia.
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4.3.3 - Influéncia do Tempo e da Temperatura de Armazenamento na Viabilidade

Celular do Inéculo de X. campestris pv. manihotis

O armazenamento em condi¢des ndo apropriadas e por um longo periodo pode
reduzir drasticamente a atividade e a eficiéncia das culturas liofilizadas. A estabilidade
de uma cultura liofilizada a longo prazo depende tanto da atmosfera de armazenamento

como da umidade residual do indculo (GEHRKE et alii, 1992).

A influéncia do tempo de armazenamento na sobrevivéncia dos inoculos
liofilizados de X. campestris pv. manihotis armazenados em freezer a —20°C pode ser

observada na Figura 9.

Juntamente com o estudo da influéncia do tempo e da temperatura de
armazenamento foi feita a correlacdo do meio de suspensdo do inéculo liofilizado com
seu desempenho durante a armazenagem. Assim, diferentes indculos foram testados
quanto sua capacidade de resistir durante 12 meses a temperatura de congelamento € a

temperatura ambiente.

Para este teste foram escolhidos indculos liofilizados constituidos pelas células
produzidas em meio YM padréo e suspensas em diferentes meios, tais como: meio YM
padrdo, solugdo de sacarose 10%, leite desnatado reconstituido 10%, solugdo de
dextrose 10%, solu¢do salina de NaCl 0,9%, solugdo de NH,NO; 1,0%, solucdo de
NH,CI 1,0% e 4agua destilada.

Os melhores resultados foram encontrados para o inoéculo produzido e suspenso
em meio YM padrio, mesmo perdendo em torno de 50% de sua viabilidade celular
durante o armazenamento. Imediatamente ap6s a liofilizagédo, as células suspensas neste
meio apresentaram 80% de sobrevivéncia, entretanto, apés 12 meses de armazenamento

a —20°C esta taxa caiu para 41,67% de sobrevivéncia.
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Os indculos compostos por células suspensas em solugdes de sacarose 10% e de
leite desnatado reconstituido 10%, apresentaram 30% e 19% de sobrevivéncia,

respectivamente, quando armazenadas a —20°C.

A agua destilada, novamente, foi o meio de suspensfo que menos prote¢do

propiciou para as células durante o processo de armazenamento dos indculos.

Os indculos do mesmo lote que os armazenados em freezer a —20°C foram
armazenados em dessecador a temperatura ambiente (27°C). Como pode ser observado
na Figura 10, houve uma queda generalizada na taxa de sobrevivéncia celular de todos
os indculos armazenados & temperatura ambiente, inclusive daqueles indculos cujas
células foram produzidas e suspensas em meio YM padréo (com 80% de sobrevivéncia
inicial) que, apos 12 meses, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de apenas 18%. Os
indculos suspensos em agua destilada foram completamente inativados apds o

armazenamento em dessecador a temperatura ambiente.

Desta forma, a melhor temperatura para o armazenamento destas culturas
liofilizadas, independente do tratamento prévio ao qual foram submetidas, foi a
temperatura abaixo da temperatura de congelamento. Em todos os tratamentos, o melhor

meio de suspenséo celular foi o meio YM padrdo.

De acordo com SINHA et alii (1974), o uso de leite desnatado reconstituido
suplementado com 4acido ascérbico, tiouréia e cloreto de amoOnio aumentou a
sobrevivéncia de bactérias lacticas pertencentes ao género Streptococcus, apds a
liofilizagdo e durante o armazenamento a 30°C, por dois meses. Entre as linhagens
examinadas, Streptococcus faecalis S-30 exibiu maxima sobrevivéncia celular apés a
liofilizagdo (93,9%) e apds a estocagem (77,9%) quando suspensas em solucdo de leite
desnatado reconstituido. A baixa sobrevivéncia observada em algumas linhagens pode
ser atribuida as caracteristicas morfologicas ¢ ndo apenas a sensibilidade destas
linhagens ao processo de liofilizagdo e de armazenamento. De modo geral, as linhagens
que apresentavam bastonetes curtos foram mais resistentes do que as que possuiam

bastonetes mais longos.
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Segundo TAN et alii (1995), a viabilidade dos esporos de Arthrobotrys superba
liofilizados diminuiu em média 20% durante o armazenamento a 30°C, em meio
contendo lactose. As diferengas na estabilidade dos meios de suspensdo durante a
liofilizagdo explicam sua maior ou menor eficiéncia na preservagdo da viabilidade das

células.

Segundo GEHRKE et alii (1992) a viabilidade de células liofilizadas de
Lactobacillus plantarum diminuiu com o aumento da temperatura de armazenamento. A
méxima taxa de sobrevivéncia foi obtida com o armazenamento a -20°C, com 90% de
células viaveis apds 10 meses de estocagem. A 20°C, houve 100% de inativagéo celular.
Contudo, a temperatura de armazenamento n#o é o tnico fator envolvido na manutengio

de altas taxas de sobrevivéncia. A taxa de umidade residual também é muito importante.

Segundo GREAVES (1964) a instabilidade das células liofilizadas armazenadas
por um longo periodo € causada pelas reagdes dos grupos carbonilas presentes nas
membranas bacterianas. As reagdes destes grupos podem ser neutralizados pela adicdo

de sacarose.

4.3.4 - Influéncia do Teor de Umidade Residual na Viabilidade Celular do Inéculo
Liofilizado

A eliminagdo da agua intracelular e a taxa de umidade residual do inéculo
exercem uma importante influéncia nas injurias sofridas pelas células apés a liofilizago
e determinam a taxa de sobrevivéncia celular. Estes fendmenos tém ainda maior

relevancia quando se € considerada a etapa de armazenamento dos inéculos.
A influéncia do teor de umidade residual na taxa de sobrevivéncia celular dos

indculos de X. campestris pv. manihotis n® 280 armazenados em freezer a —20°C pode

ser observada na Figura 11.
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Foram armazenados inéculos cujas células foram liofilizadas em diferentes
meios de suspensdo. A taxa de umidade residual imediatamente ap0s o processo de
liofilizagdo variou de 2,0 a 3,0%. Segundo HAGEN (1971) a umidade residual nunca
pode ser inferior a 1%. Esta taxa pode ser facilmente obtida com a adi¢do de 10% de

sacarose ou de glicose as células que serdo liofilizadas.

Ap6s 12 meses de armazenamento, a taxa de umidade residual dos indculos
ficou entre 10 e 12%. No entanto, ndo houve correlagéo entre o teor de umidade ¢ a taxa
de sobrevivéncia dos inéculos. O parmetro que determinou a taxa de sobrevivéncia foi,

sem duvida, o meio de suspensdo das células.

Para o inéculo contendo células suspensas em meio YM padrdo, o teor de
umidade ap6s 12 meses foi de 10,87% e a taxa de sobrevivéncia celular foi de 41,67%.
Para o inéculo constituido por células liofilizadas em agua destilada, o teor de umidade
foi de 12,07% e a taxa de sobrevivéncia foi de 0,30%. Ja para os inéculos suspensos em
solugdes de sacarose 10%, leite desnatado reconstituido 10%, dextrose 10%, NH,NO;
1,0% e NH,CI 1,0%, os teores de umidade ficaram na faixa de 11%, porém houve uma
grande variagdo nos valores de sobrevivéncia obtidos para cada inéculo. Neste caso, a
taxa de sobrevivéncia variou de 30% em indculos suspensos em sacarose 10% para

3,9% em indéculos suspensos em solugdo de NH,NO; 1,0%.

Os resultados obtidos em termos de teor de umidade residual e taxa de
sobrevivéncia dos indculos armazenados a temperatura ambiente (27°C) estéo ilustrados
na Figura 12. Para estes inéculos, tanto 0s valores de sobrevivéncia como os de umidade

foram menores que aqueles observados para 0s in6culos armazenados a —20°C.

Os inéculos suspensos em meio YM padrdo armazenados em dessecador
apresentaram 7,7% de umidade, com apenas 18,16% de sobrevivéncia celular. O indculo
constituido por células suspensas em agua destilada apresentou um teor de umidade de
8,9%, no entanto, ndo houve células sobreviventes apds 12 meses de manutencdo a

temperatura ambiente.
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De acordo com FONT DE VALDEZ e DIECKMANN (1993), a presenga de
glicose, maltose e de glutamato de s6dio no meio de suspensdo aumentou a retengdo de
4gua em todos os inoculos de bactérias lacticas liofilizados e a variagdo do conteudo de
umidade residual foi relacionado com o grau de afinidade do meio de suspensdo para

com a agua durante a liofilizagdo.

De acordo com NEI et alii (1966), quanto maior a temperatura de
armazenamento ¢ menor o conteudo de umidade, maior o nimero de células injuriadas
e, portanto, menor a taxa da sobrevivéncia. A hipdtese para o mecanismo de injuria
celular durante a armazenagem baseia-se nestas observagdes. Uma vez que a atmosfera
ndo exerce influéncia sobre as células no véacuo, parece provavel que somente uma
pequena quantidade de agua residual produza as mudangas autoliticas nas células. Na
presenga de ar atmosférico, as células que retém menor taxa de umidade apresentam
uma menor taxa de sobrevivéncia e nestes casos, a injuria deve ser ocasionada pela
oxidagdo promovida pelo contato com O oxigénio do ar, resultando numa mudanga
drastica das fungdes celulares. Nestas condigdes, as células que apresentam menor teor
de umidade residual sdo mais susceptiveis a reagdes com 0O oxigénio do que aquelas que

apresentam maior teor de umidade.

Segundo os resultados de FONT DE VALDEZ et alii (1985b), a quantidade de
4gua remanescente apds a secagem afeta ndo somente a viabilidade das bactérias
imediatamente ap6s a liofilizagdo como também determina a taxa de perda de
viabilidade durante o periodo de armazenamento. Cerca de 80% das reagdes fisiologicas
dos microrganismos dependem da agua ligada as estruturas celulares € ndo da agua livre
presente nas suspensoes. O contetido 6timo de umidade residual estd diretamente
relacionado com a composigdo do fluido no qual o organismo foi liofilizado € com a

atmosfera de armazenamento.

A agua livre € eliminada por sublimagdo durante a liofilizacdo primdaria e uma
vez que as pontes de hidrogénio sdo relativamente fracas, uma porgdo de adgua ligada €
também eliminada por evaporagdo no inicio da liofilizagdo secundéria. A maior parte da

dgua ligada permanece no produto liofilizado devido a dificuldade em remové-la. Sob
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condi¢do de alta umidade residual, a agua livre pode interagir com as proteinas
celulares, resultando na perda da estrutura tipica da proteina. A secagem excessiva
também prejudica a sobrevivéncia. A alta taxa de morte celular pode estar relacionada
com a eliminagdo das trés frages de agua celular: a dgua livre, a 4gua intermediéria € a

agua estrutural (BRENANN et alii, 1986; FONT DE VALDEZ et alii, 1985 b).

Durante a etapa de armazenamento dos microrganismos, o oxigénio exerce um
efeito letal sobre os microrganismos liofilizados que sdo rapidamente inativados. A
adi¢fio de alguns compostos antes da liofilizagdo pode eliminar o efeito do oxigénio.
Dentre estes compostos, os monossacarideos, os dissacarideos e os sais inorgénicos sdo
os mais importantes. No caso de sais inorgénicos, o efeito protetor deve ser dado pelo
cation. Os cations Na" e Mg'", fornecem maior protegdo contra o oxigénio, quando

comparado com o0s cations Ca"™ e NH, (LION e BERGMANN, 1961).

4.4 - Avaliacio do Desempenho das Culturas Liofilizadas de X. campestris pv.

manihotis N® 280 Utilizadas como Inéculos para Produgio de Goma Xantana

4.4.1 - Determinac¢io da Curva de Crescimento da Bactéria Liofilizada

A Figura 13 exibe a curva de crescimento em meio YM padrdo de X. campestris
pv. manihotis n® 280 ap6s a liofilizagdo. Para a determinagdo dos pardmetros de
crescimento da bactéria foi utilizado o inoculo constituido por células produzidas e
suspensas em meio YM padrio e reidratado com solugdio de leite desnatado
reconstituido 10%. Este indculo foi o que apresentou os melhores resultados de

sobrevivéncia celular.

A bactéria liofilizada exibiu uma curva de produg@o de biomassa semelhante a
desenvolvida pela bactéria cultivada tradicionalmente, em meio YM liquido. O
crescimento de X. campestris pv. manihotis n° 280 foi marcado por uma fase lag quase

ausente. Geralmente, células liofilizadas mostram uma fase lag muito extensa quando
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inoculadas diretamente no meio de cultura. Apoés 6 horas de cultivo ja pode ser
detectada a produgdo de biomassa celular. O 4pice da fase logaritmica ocorreu com 20
horas de incubagéo e a fase estacionaria se prolongou até 34 horas. A grande diferenca
observada neste caso foi a maior produgdo de goma xantana quando comparada com as
culturas recentes. Durante o crescimento das bactérias liofilizadas, a produgdo de goma
xantana ocorreu desde o inicio, aumentando rapidamente ao longo do perido de

incubagdo.

Apds 24 horas de cultivo houve a produgio de 1,63 g/l de células e de 1,61 g/l de
goma xantana, enquanto que apos 54 horas, houve a recuperago de 1,06 g/l de células e
de 3,32 g/l de goma xantana. Observando novamente a Figura 3, pode-se verificar que
ap6s 24 horas de crescimento houve a produgio de 1,17 g/l de células e 1,24 g/l de
goma xantana, enquanto que apos 54 horas de cultivo houve a recuperagdo de 1,12 g/l

de células e 2,82 g/l de biopolimero.

Segundo JANUZEWICZ (1957) citada por HECKLY (1961) as culturas
liofilizadas de Leuconostoc mesenteroides produziram maior quantidade de dextrana do
que as culturas originais, néo liofilizadas. Este fato foi atribuido a agdo da liofilizagéo
que atuou como um fator seletivo, eliminando as células com baixa atividade metabélica
e com baixo poder de produgio de dextrana. A liofilizagdo de X. campestris pv.
manihotis ne 280 também pode ter resultado na eliminagéo das células menos aptas €
selecionado somente aquelas com elevada atividade metabdlica e com alto poder de

produgdo de goma xantana.

De acordo com VASHITZ e SHEINTUCH (1991) a sintese do polimero ndo ¢
um processo simplesmente associado ao crescimento da célula, mas é interdependente
do seu balango energético e da formagdo de metabolitos celulares, principalmente dos
4cidos organicos. Desta maneira, a conversdo da glicose via ciclo dos &cidos
tricarboxilicos é competitiva com a conversdo da glicose para a sintese do

exopolissacarideo.
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4.4.2 - Avaliacio do Desempenho do Inéculo Liofilizado Comparado com Métodos

Convencionais de Inoculacio do Meio de Fermentagio

O inéculo liofilizado utilizado neste estudo foi constituido por células
produzidas e suspensas em meio YM e reidratadas com solugdo de leite desnatado

reconstituido 10%.

Na Figura 14, as trés formas de inoculagéo do meio de fermentagfo podem ser
comparadas, utilizando as mesmas condi¢des de fermentagdo estabelecidas por JEANES
et alii (1976). Quando 1% do inéculo liofilizado foi utilizado notou-se uma sensivel
superioridade destas culturas quanto a produgdo de goma xantana em comparagdo com o
indculo por algada e o indculo liquido (5%). Em termos de produgdo de biomassa, 0
meio com menor produgdo foi o inoculado com as células liofilizadas, sendo que a
quantidade de biomassa variou de 0,55 e 0,89 g/l. Quanto ao teor de aglcares redutores
totais ndo consumido, o meio de fermentagdo inoculado com o indculo liquido e por
alcada apresentou 7,30 e 7,11 g/l de agucares residuais, respectivamente, enquanto que
para o meio inoculado com as culturas liofilizadas foi obtido 2,01 g/l de agucares

redutores totais.

Apds 120 horas de fermentagdo, 0 meio inoculado com o inéculo liquido € por
algada produziu 9,4 g/l e 8,29 g/l de goma xantana, respectivamente. No entanto, a
utilizagdio do inéculo liofilizado promoveu a produgdo de 12,89 g/l de goma xantana.
Portanto, houve um aumento de 37,13% na produgéo de goma xantana em relagéo ao

inéculo liquido € um aumento de 55,49% em relagdo ao indculo por algada.

A partir destes resultados ficou comprovado que as células liofilizadas de X.
campestris pv. manihotis n* 280 ndo apenas preservaram sua viabilidade como também
mantiveram sua capacidade biolégica de produ¢do de goma xantana. E interessante
notar que apesar do indculo liofilizado produzir menor quantidade de massa celular, este
inoculo produziu a maior quantidade de goma xantana em relagdo aos outros dois
in6culos. A maior produgdo de goma pode ser explicada pelo fato da liofilizaggo alterar

o metabolismo das células favorecendo a produgio de exopolissacarideo em detrimento
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da massa celular. Em fermentagdes realizadas em nossos laboratérios, utilizando
bactérias do género Beijerinckia foi observado que quanto menor o niimero de células

inoculadas, maior era a quantidade de goma produzida.

4.4.3 - Influéncia da Concentragio do Inéculo Liofilizado de X campestris pv.

manihotis N® 280 na Produciio de Goma Xantana

Como pode ser observado na Figura 15 a produgdo de goma xantana e de
biomassa celular nio se relacionam diretamente com a concentra¢do de inéculo testado.
O inéculo liofilizado utilizado neste estudo foi constituido com células produzidas e
Suspensas em meio YM padrio e reidratadas com solugdo de leite desnatado

reconstituido 10%.

O meio inoculado com inéculo 1% (v/v), apés 120 horas de fermentaco
produziu 0,96 g/l de células e 10,49 g/l de goma xantana. Com inéculo 2% (v/v) foram
produzidos 0,69 g/l de células e 11,14 g/ de biopolimero. Inoculando o meio de
fermentagdo com 5% (v/v) do inéculo reidratado foram obtidos 0,42 g/l de células e

11,81 g/l de goma xantana.

Deste modo, no foi observada uma diferenga significativa na quantidade de
goma xantana produzida quando a concentragdo do inéculo variou de 1% a 5% no meio
de fermentagfio. Por isso, a concentra¢io de 1% de inéculo foi escolhido nos demais

testes para produgdo de goma xantana.
4.5 - Testes de Fermentacio Utilizando Inéculos Liofilizados

Os indculos liofilizados que mostraram diferengas nos resultados em termos de
viabilidade celular foram inoculados no meio de fermentagdio descrito por JEANES et

alii (1976), sendo previamente reidratados com os melhores meios de reidratagio

obtidos.
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Nas Tabelas 9 até 19 encontram-se os resultados obtidos com os testes de
fermentagdo utilizando diferentes inoculos cujas células foram produzidas, suspensas e

reidratadas em diversas condi¢des. A concentra¢io de indculo utilizada foi de 1% (v/v).

Em linhas gerais, o desempenho destes indculos apos 120 horas de fermentag¢do

sofreu a influéncia dos meios de produgdo, de suspensdo e de reidratagdo utilizados.

4.5.1 - Testes de Fermentag¢iio Utilizando Indculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas e Suspensas em Meio YM Padrio e Reidratados em

Diferentes Meios

A Tabela 9 mostra o desempenho dos indculos liofilizados constituidos por
células cultivadas e suspensas no meio YM padrio e reidratadas em diferentes meios.
Em geral, estes indculos apresentaram os melhores resultados de sobrevivéncia celular e

de produgio de goma xantana.

Quando este inéculo foi reidratado com &4gua destilada apresentou 35,66% de
sobrevivéncia. Ap6s 120 horas de fermentacdo, produziu 0,03 g/l de célula e 10,79 g/l

de goma xantana, com um rendimento de 53,9%.

O inéculo reidratado com solugdo de leite desnatado reconstituido 10%
apresentou 80,00% de sobrevivéncia logo apds a reidratagdo. Apos o periodo de
fermentagdo, houve a producdo de 0,12 g/l de célula e de 12,98 g/l de goma xantana

com rendimento de 64,9%.
A menor taxa de sobrevivéncia (33,33%) foi obtida quando o indculo foi
reidratado com solug¢do de goma xantana 0,001%. No entanto, ap6és 120 horas de

fermentagdo houve uma produgdo de 10,71 g/l de goma, com rendimento de 53,5%.

A menor produg¢io de biopolimero (9,87 g/l) ndo coincidiu com a menor taxa de

sobrevivéncia celular (33,33%) portanto, ndo é possivel estabelecer qualquer relagéo
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entre taxa de recuperagdo celular e produggo de biopolimero. No geral, houve a retengéo
da capacidade de produg¢do de goma xantana pelas células liofilizadas. As células apds a
inoculagdo recuperaram rapidamente suas atividades metabolicas, crescendo

normalmente, com produgo normal de goma xantana.

A alta produgio de goma tornou o meio viscoso, com uma pequena quantidade
de massa celular. Como relatado anteriormente, meios de fermentagdo com elevada taxa
de goma xantana n#o favorecem o crescimento bacteriano a partir de determinado valor
de viscosidade. Segundo MORAINE e ROGOVIN (1966 e 1971) e SILMAN e
ROGOVIN (1970), o crescimento bacteriano cessa quando a viscosidade do meio de
fermentagfo alcanca cerca de 2000 cP. Isto explica a baixa quantidade de massa celular
presente no final da fermentagdo. O pH final do caldo de fermentag&o ficou em torno de

6,6.

4.5.2 - Testes de Fermentagio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 0,1% de NH;NOj;, Suspensas

em Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios

A Tabela 10 mostra o desempenho fermentativo dos inéculos liofilizados
constituidos por células produzidas em meio YM contendo 0,1% de NH4NO3, suspensas
em meio YM padrio e reidratados em diferentes meios. Estes indculos também
mostraram elevadas taxas de sobrevivéncia celular. Neste caso, para todos os indculos
reidratados com diferentes meios, a produgdo de goma xantana foi de aproximadamente

7 g/1, independente da taxa de sobrevivéncia celular.

As unicas excegdes foram observadas para o inoculo reidratado com solugdo de
sacarose 10% que apresentou 41,66% de sobrevivéncia inicial e 8,15 g/l de goma
xantana apds a fermentagdo e para o indculo reidratado com solug¢do de goma xantana

0,01% com 42,22% de células viaveis, produzindo apenas 6,56 g/l de biopolimero.
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Novamente, uma alta de sobrevivéncia celular ndo implicou necessariamente
numa maior producéo de goma xantana pela bactéria X. campestris pv. manihotis n® 280

liofilizada.

4.5.3 - Testes de Fermentacio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 1,0% de NH,NO;, Suspensas

em Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios

Na Tabela 11 estio os resultados obtidos para os indculos constituidos por
células produzidas em meio YM contendo 1,0% de NH,NO; e suspensas em meio YM
padriio que apresentaram uma taxa de sobrevivéncia mais baixa quando comparada com
os indculos produzidos com 0,1% de NH,NO; (Tabela 10). Neste caso houve uma

redugfo geral na produgdo de goma xantana.

O inéculo reidratado com agua destilada que apresentou uma taxa inicial de
11,00% de sobrevivéncia, apés 120 horas produziu 6,71 g/l de goma xantana, com um
rendimento de 33,5%. O indculo que produziu maior quantidade de biopolimero foi o
inoculo reidratado com sacarose 10%, apresentando 34,33% de sobrevivéncia e 7,25 g/l

de goma.

O inéculo reidratado com sacarose 1% apresentou 8,67% de sobrevivéncia e foi
o responsavel pela menor produ¢do de goma que ficou em torno de 2,35 g/l com um

rendimento de apenas 11,7%.

Pelos resultados apresentados na Tabela 11 pode-se observar que néo houve
relacdo entre a taxa de sobrevivéncia celular e a quantidade de goma produzida, com
excecdo do indculo reidratado com solugdo de sacarose 10% que apresentou as maiores

taxas de sobrevivéncia e de produgdo de goma xantana.
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Os indculos constituidos por células crescidas em meio contendo 0,1% de
NH,NO; apresentaram melhores resultados que os inoculos formados com células

cultivadas em meio contendo 1,0% de NH4;NO;.

4.5.4 - Testes de Fermentagio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM contendo 0,5% de NH,CIl, suspensas em

Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios

Na Tabela 12 estfio os resultados obtidos pelos indculos constituidos por células

produzidas em meio YM contendo 0,5% de NH,Cl e suspensas em meio YM padréo.

Neste caso, as mais altas taxas de sobrevivéncia foram obtidas apenas com os
inéculos reidratados com leite desnatado reconstituido 10% e com sacarose 1% que
apresentaram 44,00% e 32,67% de sobrevivéncia, respectivamente. No entanto, estes
dois indculos produziram apenas 6,78 g/l e 6,30 g/l de goma xantana, respectivamente,
enquanto que o inéculo reidratado com sacarose 5% que apresentou apenas 3,63% de
sobrevivéncia, apés 120 horas de fermentagdo, produziu 7,72 g/l de goma xantana, valor

este o mais elevado para os in6culos obtidos nestas condigdes.

Comparando os inéculos reidratados com 4gua destilada e com meio YM
padro, é possivel observar que embora ambos tenham dado valores quase idénticos de
sobrevivéncia celular, apés suas inoculagdes em caldo de fermentagdo, o in6culo
reidratado com agua destilada produziu 0,11 g/l de células e 6,52 g/l de xantana
enquanto que o inéculo reidratado com meio YM produziu 0,87 g/l de células e apenas
1,57 g/l de xantana, havendo um nitido favorecimento para a produggo de células do que

para a produgdo de goma xantana neste ltimo caso.

84



4.5.5 - Testes de Fermentacio Utilizando Inoculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 1,0% de NH,Cl, Suspensas em

Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios

A Tabela 13 mostra o desempenho dos indculos liofilizados cujas células foram
cultivadas em meio YM contendo 1,0% de NH,CI e suspensas em meio YM padrao.
Neste caso, houve uma maior taxa de sobrevivéncia celular quando comparado com os
resultados obtidos para os indculos produzidos em meio YM contendo 0,5% de NH,CI,
com exce¢do do indculo reidratado com solugdo de sacarose 1% que ndo apresentou
diferenca significativa na taxa de viabilidade celular em ambos os meios de produggo. O

mesmo comportamento foi observado na produgéo de goma xantana.

O inéculo reidratado com solugdo de leite desnatado reconstituido 10%
apresentou a mais alta taxa de sobrevivéncia inicial, que foi de 50,33% e apds o periodo
de fermentagdo, produziu 0,28 g/l de célula e 7,19 g/l de goma com um rendimento de

35,9%.

Quando o indculo foi reidratado com solugio de goma xantana 0,01% obteve-se
o menor indice de recuperagio celular. A taxa de sobrevivéncia foi de somente 2,66%.
No entanto, quando este inéculo reidratado foi inoculado no meio de fermentagdo,
houve a producgdio de 7,57 g/l de biopolimero, superando a produgéo alcangada pelo

inéculo que apresentou a maxima viabilidade celular.

4.5.6 - Testes de Fermentacio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM contendo 0,01% de MgSO,.7H,0,

Suspensas em Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios
A Tabela 14 mostra o desempenho surpreendente dos indculos cujas células

foram cultivadas em meio contendo 0,01% de MgSO,.7H,0 e suspensas em meio YM

padrdio. Houve um grande contraste entre as taxas minimas de sobrevivéncia obtidas
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com a elevada produgio de goma xantana, quando comparadas com os demais

tratamentos.

O inéculo que produziu a maior quantidade de goma xantana foi reidratado com
solugdio de leite desnatado reconstituido 10%. Este inéculo apresentou somente 3,80%
de sobrevivéncia celular, enquanto que a producdo final de goma xantana foi de 11,97
g/l e de células foi de 0,71 g/l. O indculo reidratado com sacarose 20% apresentou a
mais alta taxa de sobrevivéncia (20,67%) mas ndo exibiu o melhor desempenho em

termos de produgdo de goma xantana que foi de 11,30 g/1.

Valores similares foram obtidos com indculos reidratados com sacarose 1; 5 e
10% que apresentaram taxas de sobrevivéncia igual a 3,13; 2,23 ¢ 2,33% e produgdo de
goma de 10,92; 11,19 e 11,16 g/l, respectivamente. Apenas 0s inoculos reidratados com
4gua destilada e solugdio de goma xantana 0,001% e 0,01% produziram entre 5 e 7 g/l de
biopolimero. O inéculo reidratado com o meio YM padrdo forneceu apenas 0,53% de

células viaveis e produziu 8,89 g/l de goma xantana apds o periodo de fermentagéo.

4.5.7 - Testes de Fermentacio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Padrio, Suspensas e Reidratados em

Diferentes Meios
As Tabelas 15, 16 ¢ 17 exibem o desempenho de inéculos liofilizados

constituidos por células suspensas em 4gua destilada, em solugéo de sacarose 10% e em

solucdo de leite desnatado reconstituido 10%, respectivamente.
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4.5.7.1 - Testes de Fermentagio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Padrio, Suspensas em Agua Destilada e

Reidratados em Diferentes Meios

Na Tabela 15 encontram-se os resultados obtidos para os inéculos liofilizados
em dagua destilada. A baixa taxa de sobrevivéncia celular ndo afetou a producdo de
goma. O in6culo reidratado com 4gua destilada que apresentou a mais baixa taxa de
sobrevivéncia celular (0,03%) produziu 7,77 g/1 de goma xantana, equivalente a um

rendimento de 38,8%.

Comparativamente, o indculo reidratado com solugdo de sacarose 10% forneceu
a segunda maior taxa de sobrevivéncia (14,67%). Porém, a producdo de goma xantana
em meio de fermenta¢fio inoculado com estas células foi de 7,77 g/1, ou seja, foi idéntica
a produgdo de goma xantana propiciada pelo inéculo que apresentou somente 0,03% de

células viaveis.

4.5.7.2 - Testes de Fermentacdo Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Padrio, Suspensas em Solugio de

Sacarose 10% e Reidratados em Diferentes Meios

A Tabela 16 mostra o desempenho dos indculos constituidos por células
suspensas em solugdo de sacarose 10%. Apds o periodo de fermentagdo, os indculos
produziram acima de 10 g/l de goma, com rendimento superior a 50%, independente do

fluido de reidrata¢do usado e da taxa de sobrevivéncia obtida.

Destaque deve ser feito para o indculo reidratado com sacarose 40% que
apresentou a mais baixa taxa de sobrevivéncia e a mais alta produg¢dio de goma. Apenas
15,33% de células viaveis produziram 11,24 g/l de goma, apresentando um rendimento

de 56,2%.
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O indculo reidratado com solugdo de leite desnatado reconstituido 10% que
apresentou a maior taxa de sobrevivéncia celular (79,33%) produziu 10,53 g/l de
biopolimero, com um rendimento de 52,6%. Inéculos com taxa de recuperagédo celular
muito inferior a 79% produziram igual rendimento de goma xantana no final da

fermentagdo.

4.5.7.3 - Testes de Fermentacio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Padrio, Suspensas em Solu¢iio de Leite

Desnatado Reconstituido 10% e Reidratados em Diferentes Meios

Os resultados obtidos com a inocula¢gdo das culturas liofilizadas em leite
desnatado reconstituido 10% no meio de fermentagdo estdo expostos na Tabela 17. A
diferenga mais marcante deste tratamento em comparagdo com os demais vistos

anteriormente esta na elevada produgdo de massa celular durante a fermentagéo.

O ino6culo suspenso e reidratado em solugfio de leite desnatado reconstituido
10% que forneceu a maior taxa de sobrevivéncia celular (59,67%) produziu apenas 6,07
g/l de goma xantana e 1,25 g/l de biomassa celular, apés 120 horas de fermentagdo. A
maior produgdo de goma xantana foi obtida com o in6culo reidratado com solugdo de
sacarose 10%. Neste caso, houve a sobrevivéncia de 54,00% das células e a produgéo de
9,84 g/l de exopolissacarideo e 0,19 g/l de células. Deste modo, a mesma concentragdo
de células viaveis iniciais exibiu um comportamento muito diferenciado ao longo da
fermentacdo com relagdo a produgdo de goma xantana, uma vez que uma quantidade

10% maior de células vidveis produziram cerca de 40% menos de biopolimero.
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4.5.7.4 - Testes de Fermentagio Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Padrio, Suspensas em Soluciio de Leite
Desnatado Reconstituido 10%, Reidratados em Diferentes Meios e

Inoculados em Meio de Fermentagio, Sem Agitagao

A Tabela 18 mostra o desempenho fermentativo dos indculos suspensos em
solugdo de leite desnatado reconstituido 10% quando inoculados diretamente no meio de

fermentagdo, porém, sem agitacao.

Na fermentagdo sem agitagdo, quase ndo houve produgdo de goma xantana.
Contudo, houve méaxima producdo de células de X. campestris pv. manihotis n* 280.
Ap6s 120 horas de fermentagdo, o inéculo reidratado com agua destilada produziu 6,87
g/l de células e 1,50 g/l de goma xantana, com rendimento de 7,5%. O indculo
reidratado com leite desnatado reconstituido 10% apresentou a maior taxa de
sobrevivéncia (59,67%) e produziu 2,29 g/l de células e 2,69 g/l de goma xantana. 0
in6culo reidratado com sacarose 10% produziu 2,36 g/l de células e 3,37 g/l de goma
xantana, com o maior rendimento em termos de goma xantana que foi de 16,83%.
Quando reidratado com meio YM padrdo, apesar de apresentar 45% de células viaveis e

produzir 1,86 g/l de células apds a fermentagdo, ndo produziu goma xantana.

Os resultados obtidos comprovam a importdncia da agitagdo no processo de
producio de goma xantana. Na auséncia de agitagdo, ha um desvio quase total do

metabolismo exclusivamente para a formagao de biomassa celular.

4.5.7.5 - Testes de Fermentacdo Utilizando Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Padrio, Recuperadas na Fase de
Declinio Celular, Suspensas em Solugio de Leite Desnatado

Reconstituido 10% e Reidratados em Diferentes Meios

A Tabela 19 mostra os resultados obtidos com a utilizagdo de indculos

constituidos por células recuperadas ap6s 72 horas de incubagéo, ou seja, ap6s atingirem
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a fase de morte celular. Os resultados referentes a produgdo de goma xantana foram
menores embora as taxas de sobrevivéncia dos indculos liofilizados tenham sido muito
reduzidas, quando comparados aos dos in6culos formados por células recuperadas na
fase estaciondria de crescimento (Tabela 9). O inéculo reidratado com leite desnatado
reconstituido 10% apresentou a maior taxa de sobrevivéncia (50,00%) e produziu 0,06
g/l de células e 7,93 g/l de goma xantana. O inéculo reidratado com solugdo de goma
xantana 0,001% que apresentou uma taxa de sobrevivéncia de apenas 4,46% produziu

0,03 g/l de célula e 7,70 g/l de goma xantana no final da fermentag@o, com rendimento

igual 38,5%.

Surpreendentemente, indculos com baixas taxas de sobrevivéncia celular foram
eficientes na produgfo de goma xantana, indicando que a concentragdo inicial de células
viaveis no meio de fermentagdo ndo foi o parAmetro mais importante no processo para a

produgdo do biopolimero.

De modo geral, pode-se observar através dos resultados obtidos o efeito
marcante do fluido de reidratagdio apenas na viabilidade do inéculo liofilizado. Na
produgdo de goma, se é que houve a influéncia do meio de reidratagdio, foi quase
imperceptivel. Mesmo os indculos que apresentaram uma baixa porcentagem de células
vidveis produziram quase que a mesma quantidade de goma xantana se comparado com

indculos com altas taxas de sobrevivéncia.

Estes resultados estdo de acordo com a teoria de BOZOGLU et alii (1987) de
que a liofilizagdo pode ser considerada um sucesso se um numero de 0,1% de células
vidveis reconstituidas for capaz de produzir uma nova cultura com as mesmas

caracteristicas da cultura original.

Os efeitos interativos dos inimeros pardmetros que determinam a taxa de
sobrevivéncia do in6culo liofilizado e 0 seu desempenho na fermentagdo nio podem ser
estudados separadamente. A associagdo das melhores condigdes de produgio, de
suspensdo e de reidratagdo foi a responsavel pela maior taxa de sobrevivéncia e pela

maior producfo de goma xantana. Para X. campestris pv. manihotis n° 280 os melhores
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resultados em termos de produgdo de goma aliado a sobrevivéncia celular foram
observados com a utilizagdo do meio YM padrio como meio de produgdo e de
suspensdo celular e da solugdo de leite desnatado reconstituido 10% como meio de

reidratagdo.

De modo geral, as condi¢des que danificam as células durante seu cultivo
somam-se as operagdes letais para a obtengdo dos indculos liofilizados, resultando em

taxas de viabilidade quase nulas.

4.6 - Influéncia de Diferentes Métodos de Preservacido na Viabilidade de X

campestris pv. manihotis Linhagem N° 280

A influéncia dos métodos de preservagdo na viabilidade da bactéria X

campestris pv. manihotis linhagem n® 280 pode ser observada na Tabela 20.

A utiliza¢do de 6leo mineral em culturas crescidas em meio agar inclinado nédo
foi um método eficiente para a preservagdo desta bactéria. Apdés 6 meses de
armazenamento, as culturas perderam totalmente a viabilidade. Houve uma diferenga
quanto ao meio utilizado para o crescimento da cultura. O meio NYGB 4gar foi menos
adequado para a preservagdo do que o meio YM égar. De acordo com a literatura, o
meio NYGB ¢ indicado para o cultivo e 0 armazenamento de culturas que produzem
polissacarideos, pois inibe a sua produgdo (MANIATIS et alii, 1982). Neste meio ocorre
um aumento na produgdo de células e uma diminui¢éio na produgdo de goma xantana.
No entanto, para X. campestris pv. manihotis n® 280, o cultivo apds trés meses foi
completamente inviabilizado, devido a perda total da cultura assim preservada. Em meio
YM 4gar com adi¢do de 6leo mineral, apés 3 meses de armazenamento, houve a
recuperagdo de apenas 3,30 x 10° UFC/ml e ap6s 6 meses a cultura estava totalmente

inativada.
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O emprego de glicerol 15% em culturas de X. campestris pv. manihotis n°® 280
cultivadas em meio YM padrio liquido foi um método adequado, uma vez que foram

obtidas 2,20 x 10 UFC/ml apos 12 meses de armazenamento da cultura a-20°C.

Suspensdes congeladas de células também foi uma técnica viavel de preservagio
dos in6culos. Foram obtidas cerca de 10° a 10° UFC/ml durante o periodo de
armazenamento avaliado. Das solugdes testadas, o congelamento em solugdo de leite
desnatado reconstituido 10% foi o que apresentou os melhores resultados, fornecendo
2,31 x 10° UFC/ml ap6s 12 meses. Inéculos congelados em 4gua destilada apés 12
meses de armazenamento forneceram somente 1,87 x 10° UFC/ml, refor¢ando a
importancia da necessidade de adigdo de um agente crioprotetor a0 meio de suspensdo

das células.

Comparando o método de preservagdo por congelamento das células em solugéo
de leite desnatado reconstituido 10% com o método por liofilizagdo em meio YM
padrio e manutengdo a —20°C, verifica-se que apds 12 meses a viabilidade das células
apenas congeladas (2,31 x 10° UFC/ml) foi ligeiramente maior que as células
liofilizadas (1,25 x 10 UFC/ml). Este fato indica que no processo de liofilizagdo

ocorrem danos irreversiveis nas células bacterianas.

Apesar dos melhores resultados apontarem como melhor método de preservagio
o congelamento das células em solugdo de leite desnatado reconstituido a 10%, a
combinagdo de custo com qualidade leva a propor como melhor método de preservagdo
das culturas de X. campestris pv. manihotis n° 280 a liofilizagdo com posterior
armazenamento em freezer a -20°C. Os indculos contendo células produzidas e
liofilizadas em meio YM padriio armazenadas a -20°C, quando reidratados com solugéo
de leite desnatado reconstituido 10%, apresentaram 1,25 x 10° UFC/ml, apds 12 meses
de armazenamento. Entretanto, quando estes indculos foram armazenados a temperatura
ambiente (27°C) houve uma perda significativa do numero de células viaveis (1,85 x

10® UFC/ml).
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O inéculo original de X. campestris pv. manihotis n® 280 adquirido no Instituto
Biologico apresentou 4,2 x 10° UFC/ml. Desta forma, através da metodologia
desenvolvida neste estudo para a produgdo e preservagdo dos in6culos liofilizados foi
observado um maior nimero de células vidveis. De acordo com as condi¢des utilizadas
houve a recuperagdo de até 2,41 x 10° UFC/ml (Tabela 1). Considerando que a cultura
foi liofilizada pela segunda vez, a taxa de células viaveis foi excelente, superando a
cultura original. As condigdes de preparo do indculo liofilizado pelo Instituto Bioldgico

ndo foram fornecidas.
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TABELA 1 - Influéncia do Meio de Crescimento Celular na Viabilidade do Inéculo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis n° 280.

Meio de Produgédo Meio de Meio de UFC/ml Sobrevivéncia
Celular Suspensio Reidratagio (%)
YM sem sacarose YM Leite Desnat.10% 5,00 x 10° 0,16
YM Padrio YM Leite Desnat.10% 2,41 x 10° 80,33
YM + 6% sacarose YM Leite Desnat.10% 2,36 x 10° 78,67
YM + 0,1% NH,NO, YM Leite Desnat.10% 1,70 x 10° 56,67
YM + 0,5% NH,NO, Y™M Leite Desnat.10% | 2,39 x 10° 79,67
YM + 1,0% NH,NO, YM Leite Desnat.10% | 5,50 x 10° 18,33
YM + 0,1% NH,CI YM Leite Desnat.10% | 7,80 x 10° 26,00
YM + 0,5% NH,Cl YM Leite Desnat.10% 1,32 x10° 44,00
YM + 1,0% NH,C1 YM Leite Desnat.10% 1,51 x 10° 50,33
YM +0,01% MgSO, YM Leite Desnat.10% 1,14x10° 3,80
YM + 0,1% MgSO, YM Leite Desnat.10% 1,87 x 10° 6,23
YM + 0,5% K,HPO, YM Leite Desnat.10% 1,16 x 10° 3,86
YM + 1,0% K,HPO, YM Leite Desnat.10% | 3,60 x 10° 12,00
YM + 1,0% Lecitina YM Leite Desnat.10% 5,20x 10° 17,33

A reidratagdo do inéculo liofilizado ocorreu por 10 minutos a temperatura ambiente.
A concentragdo inicial de células antes da liofilizagdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.
Leite Desnat.: Solugdo de Leite Desnatado Reconstituido.

UFC/ml: Unidade Formadora de Col6nia/ml.
Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células vidveis apds a liofilizagéo.
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TABELA 2 - Influéncia do Meio de Suspensdo Celular na Viabilidade Celular do

Inéculo Liofilizado de X. campestris pv. manihotis n° 280.

Meio de Suspensio Meio de Meio de UFC/ml Sobrevivéncia
Celular Produgio Reidratagdo (%)
Sacarose 40% YM | Leite Desnat.10% | 3,10 x 10° 0,01
MgSO, 0,01% YM Leite Desnat. 10% | 1,08 x 10° 3,60
Agua Destilada YM | Leite Desnat. 10% | 1,92 x 10° 6,40
YM + 0,1% Lecitina YM Leite Desnat. 10% | 3,40 x 10° 11,33
Solug¢do Salina 0,9% YM Leite Desnat. 10% | 3,40 x 10° 11,33
NH,NO; 1% YM Leite Desnat. 10% | 5,90 x 10® 19,67
NH,CI1 1% YM Leite Desnat. 10% | 6,20 x 10® 20,67
Glicerol 10% YM Leite Desnat. 10% | 7,60 x 108 25,33
Dextrose 10% YM | Leite Desnat. 10% | 7,90 x 10° 26,33
Xantana 0,1% YM | Leite Desnat. 10% | 8,70 x 10° 29,00
Sacarose 1% YM Leite Desnat. 10% 9,80 x 108 32,67
Xantana 0,001% YM Leite Desnat. 10% 1,00 x 10° 33,33
Peptona 10% YM | Leite Desnat. 10% | 1,01 x 10° 33,67
Xantana 0,01% YM | Leite Desnat. 10% | 1,13 x 10° 37,67
Leite Desnat. 10% YM Leite Desnat. 10% 1,79 x 10° 59,67
Sacarose 10% YM Leite Desnat. 10% | 2,38 x 10° 79,33
YM Padrio YM Leite Desnat. 10% | 2,46 x 10° 82,00

A reidratagéo do indculo liofilizado ocorreu por 10 minutos a temperatura ambiente.
A concentragdo inicial de células antes da liofilizagdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.
UFC/ml: Unidade Formadora de Coldnia/ml.

Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células viaveis ap6s a liofilizagao.
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TABELA 3 - Influéncia do Meio de Reidratagio na Viabilidade Celular do In6culo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis n® 280 Produzido e

Suspenso em Meio YM Padrio.

Meio de Reidratagdo | Meio de Produgdo e UFC/ml Sobrevivéncia (%)
Celular Suspensio Celular
Lactose 10% YM Padrio 3,50 x 10® 11,66
Solugdo Salina 0,9% YM Padrio 4,70 x 10° 15,67
Sacarose 60% YM Padrio 6,40 x 10° 21,33
Dextrose 10% YM Padrio 7,10 x 10 23,66
Xantana 0,001% YM Padrio 1,00 x 10° 33,33
Agua Destilada YM Padrio 1,07x 10° 35,66
Xantana 0,01% YM Padréio 1,11x10° 37,00
Sacarose 40% YM Padriio 1,49 x 10° 49,67
Sacarose 1% YM Padriio 1,66 x 10° 55,33
Sacarose 5% YM Padrio 1,78 x 10° 59,33
YM Padriio YM Padrio 1,82 x 10° 60,67
Sacarose 20% YM Padrio 1,90 x 10° 63,33
Sacarose 10% YM Padrio 2,05x 10° 68,33
Leite Desnat. 10% YM Padréao 2,40 x 10° 80,00

A reidratacdo do inéculo liofilizado ocorreu por 10 minutos a temperatura ambiente.

A concentragio inicial de células antes da liofilizacdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.
Leite Desnat.: Solugiio de Leite Desnatado Reconstituido.

UFC/ml: Unidade Formadora de Col6nia/ml.
Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células viaveis apds a liofilizagao.
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TABELA 4 - Influéncia do Meio de Reidratagdo na Viabilidade Celular do Inéculo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis n® 280 Constituido por Células

Produzidas em Meio YM Contendo Diferentes Concentragdes de

NH4NO; e Liofilizadas em Meio YM Padrio.

Meio de Reidratagdo Meio de Produgdo Celular: | Meio de Produgéo Celular:
YM + NH,NO; 0,5% YM + NH,NO; 1,0%
Celular UFC/ml Sobreviv.(%) UFC/ml Sobreviv.(%)

Agua Destilada 3,50 x 10° 11,67 3,30x 10° 11,00
YM Padréio 3,10x 10 10,33 1,40 x 10°® 4,67
Leite Desnatado 10% 2,25x10° 75,00 5,50 x 10° 18,33
Sacarose 1% 7,10 x 10° 23,67 2,60 x 10° 8,67
Sacarose 5% 7,20 x 10° 24,00 6,30 x 10° 21,00
Sacarose 10% 8,40x 10° 28,00 1,03 x 10° 34,33
Sacarose 20% 4,30 x 10° 14,33 6,90 x 10° 23,00
Sacarose 40% 1,28 x 10° 4,26 1,00 x 10’ 0,33
Xantana 0,001% 6,50 x 10° 21,67 1,50 x 10° 5,00
Xantana 0,01% 4,40 x 10° 14,67 7,20 x 10° 24,00

A reidratagdo do indculo liofilizado ocorreu por 10 minutos a temperatura ambiente.
A concentragdo inicial de células antes da liofilizagdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.
UFC/ml: Unidade Formadora de Coldnia/ml.

Sobrevivéncia (%): Porcentagem de c€lulas vidveis apds a liofilizag@o.
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TABELA 5 - Influéncia do Meio de Reidratagio na Viabilidade do Inéculo Liofilizado

de X. campestris pv. manihotis n® 280 Constituido por Células Produzidas

em Meio YM Contendo Diferentes Concentragdes de NH,Cl e Liofilizadas
em Meio YM Padrdo.

Meio de Reidratagdo Meio de Produgfo Celular: Meio de Produgdo Celular:
YM + NH,C1 0,5% YM + NH,C1 1,0%
Celular UFC/ml Sobrevivéncia UFC/ml Sobrevivéncia
(%) (%)
Agua Destilada 2,85x10° 9,50 4,60 x 10° 15,33
YM Padriio 2,80 x 10° 9,33 1,11x10° 37,00
Leite Desnatado 10% 1,32 x 10° 44,00 1,51 x 10° 50,33
Sacarose 1% 9,80 x 10° 32,67 9,90 x 10° 33,00
Sacarose 5% 1,09 x 108 3,63 4,20 x 108 14,00
Sacarose 10% 5,90 x 10° 19,67 1,45x10° 48,33
Sacarose 20% 1,90 x 10° 6,33 9,70 x 10° 32,33
Sacarose 40% 3,40 x 10’ 1,13 5,40 x 108 18,00
Xantana 0,001% 2,60 x 10° 8,67 1,12x10° 37,33
Xantana 0,01% 2,25x 10° 7,50 8,00 x 10’ 2,66

A reidratacdo do indculo liofilizado ocorreu por 10 minutos a temperatura ambiente.
A concentragdo inicial de células antes da liofilizagdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.
UFC/ml: Unidade Formadora de Col6nia/ml.

Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células vidveis ap6s a liofilizaggo.
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TABELA 6 - Influéncia do Meio de Reidratagdo na Viabilidade do Indculo Liofilizado

de X. campestris pv. manihotis n° 280 Constituido por Células Produzidas

em Meio YM Contendo Diferentes Concentragdes de MgSO,.7H,0 e
Liofilizadas em Meio YM Padrio.

Meio de Reidratagdo Meio de Produgdo Celular: Meio de Produgdo Celular:
YM + MgS0,.7H,0 0,01% | YM +MgS0,.7H,0 0,1%
Celular UFC/ml Sobrevivéncia UFC/ml Sobrevivéncia

(%) (%)
Agua Destilada 1,71 x 108 5,70 2,50x 10 0,83
YM Padrio 1,60 x 107 0,53 1,00 x 10 0,33
Leite Desnatado 10% 1,14 x 10° 3,80 1,87 x 10° 6,23
Sacarose 1% 9,40 x 10’ 3,13 1,03 x 10’ 0,34
Sacarose 5% 6,70 x 10’ 2,23 1,80 x 10’ 0,60
Sacarose 10% 7,00 x 10’ 2,33 2,30 x 108 7,66
Sacarose 20% 6,20 x 10° 20,67 1,05 x 10° 0,04
Sacarose 40% 1,87 x 108 6,23 1,00 x 10° 0,03
Xantana 0,001% 3,40 x 10’ 1,13 3,00 x 10’ 1,00
Xantana 0,01% 2,21 x 107 0,73 2,80 x 10° 0,09

A reidratago do inéculo liofilizado ocorreu por 10 minutos & temperatura ambiente.
A concentragio inicial de células antes da liofilizagdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.

UFC/ml: Unidade Formadora de Col6nia/ml.
Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células vidveis ap6s a liofilizagéo.
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TABELA 7 - Influéncia do Meio de Reidratagdo na Viabilidade do Indculo Liofilizado de X

campestris pv. manihotis n® 280 Constituido por Células Produzidas em Meio YM

Contendo Diferentes Concentragdes de Sacarose e Liofilizadas em Meio YM Padréo.

Meio de Reidratagdo Meio de Produgdo: Meio de Produgéo: Meio de Produgéo:

YM Sem Sacarose YM Padrio YM + 6% Sacarose

Celular UFC/ml | Sobrev.(%) | UFC/ml | Sobrev.(%) | UFC/ml | Sobrev.(%)

Agua Destilada 1,20x10°| 0,04 1,07x10° | 35,66 1,53x10° | 51,00
YM Padrio 3,10x10°| 0,10 1,82x10° | 60,67 1,35x10° | 45,00
Leite Desnatado 10% | 5,00x10° | 0,16 |2,40x10°| 80,00 |2,18x10° | 72,67
Sacarose 1% 4,70 x 10° 0,01 1,66x10° | 59,33 1,70x 10° | 56,67
Sacarose 5% 6,80x10° | 0,03 1,78x10° | 55,33 8,70 x 10° | 29,00
Sacarose 10% 800x10°| 026 |205x10°| 68,33 1,50x 10° | 50,00
Sacarose 20% 5,00x 10° 0,02 1,90x 10° | 63,33 1,48x10° | 49,33
Sacarose 40% 3,10x10° | 0,01 1,49x 10° | 49,67 121x10° | 40,33
Xantana 0,001% 820x10° | 0,03 1,00x10° | 33,33 940x 10° | 31,33
Xantana 0,01% 7,10x 10° 0,02 1L11x10° | 37,00 1,52x10° | 50,67

A reidratagdo do in6culo liofilizado ocorreu por 10 minutos & temperatura ambiente.
A concentrac¢do inicial de células antes da liofilizag¢#o foi de 3,0 x 10° UFC/ml.

UFC/m!: Unidade Formadora de Coldnia/ml.
Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células viaveis ap6s a liofilizagéo.
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TABELA 8 - Influéncia dos Meios de Reidratagdo e de Suspensiio na Viabilidade dos

Inoculos Liofilizados de X. campestris pv. manihotis n® 280 Constituidos por

Células Cultivadas em Meio YM Padrio.

Meio de Reidratagdo

Meio de Suspensio:

Meio de Suspenséo:

Meio de Suspensio:

Agua Destilada Leite Desnatado 10% Sacarose 10%
Celular UFC/ml | Sobrev.(%) | UFC/ml |Sobrev.(%)| UFC/ml | Sobrev.(%)
Agua Destilada 1,10x 10° 0,03 510x10°| 17,00 | 1,05x10° | 35,00
YM Padrio 2,04 x 10° 6,80 1,35x10° | 4500 | 1,46x10° | 48,67
Leite Desnatado 10% | 1,92 x 10® 6,40 1,79x 10° | 59,67 | 238x10° | 79,33
Sacarose 1% 1,73 x 10° 5,77 1,05x10°| 3500 | 7.80x10° | 26,00
Sacarose 5% 1,55 x 10° 5,17 1,30x10°| 4333 [ 9,60x10° | 32,00
Sacarose 10% 440x10° | 1467 [1,62x10°| 54,00 |220x10° | 7333
Sacarose 20% 6,80x10° | 22,67 [1,57x10°| 5233 | 138x10° | 46,00
Sacarose 40% 6,50 x 10’ 2,17 9,60x10*| 32,00 | 460x10°| 15,33
Xantana 0,001% 3,90x10° | 13,00 [1,15x10°| 3833 | 1,09x10° | 36,33
Xantana 0,01% 2,77x 10* 9,23 8,70x10° | 29,00 | 9,10x10°| 30,33

A reidratagédo do inéculo liofilizado ocorreu por 10 minutos 4 temperatura ambiente.
A concentragdo inicial de células antes da liofilizagdo foi de 3,0 x 10° UFC/ml.

UFC/ml: Unidade Formadora de Col6nia/ml.
Sobrevivéncia (%): Porcentagem de células viaveis apos a liofilizagfo.
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TABELA 9 - Avaliagdo do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por

Células Produzidas e Suspensas em Meio YM Padrdo e Reidratados em

Diferentes Meios, Quando Inoculados em Meio de Fermentagdo para a

Produgdo de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final| Agucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/1) (g/h) (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 35,66 6,65 1,30 0,03 10,79 53,9
YM Padréo 60,67 6,68 1,51 0,03 11,17 55,9
Leite Desnat 10% 80,00 6,59 1,35 0,12 12,98 64,9
Sacarose 1% 59,33 6,68 0,86 0,19 10,95 54,7
Sacarose 5% 55,33 6,68 0,81 0,03 10,61 53,0
Sacarose 10% 68,33 6,64 1,40 0,01 12,89 64.4
Sacarose 20% 63,33 6,64 1,49 0,01 11,94 59,7
Sacarose 40% 49,67 6,67 0,95 0,01 10,12 50,6
Xantana 0,001% 33,33 6,65 1,26 0,01 10,71 53,5
Xantana 0,01% 37,00 6,62 1,81 0,01 9,87 49.4

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente apos a reidratagdo do inéculo. Os demais
resultados, referentes a fermentagdo, foram obtidos apés 120 horas de incubagdo a 30°C e a 200 rpm. A
concentragio do inéculo no caldo de fermentagéo foi de 1%.
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TABELA 10 - Avaliagdo do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 0,1% de NH,NO;, Suspensas

em Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios, Quando

Inoculados em Meio de Fermentagio para a Produgio de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final | Actcares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular | Xantana| de Goma

Celular In6culo (%) | Caldo | Totais (g/l) | Seca (g/1) (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 42,50 5,91 1,16 0,06 7,56 37,8
YM Padrio 37,50 6,10 1,36 0,12 7,39 37,0
Leite Desnat 10% 47,22 6,19 1,21 0,13 7,50 37,5
Sacarose 1% 60,55 5,81 1,06 0,08 7,23 36,1
Sacarose 5% 24,16 5,84 1,25 0,07 7,55 37,8
Sacarose 10% 41,66 591 1,08 0,08 8,15 40,7
Sacarose 20% 41,11 6,68 2,91 1,15 7,46 37,3
Sacarose 40% 33,61 5,67 1,09 0,11 7,83 39,1
Xantana 0,001% 26,11 5,96 1,11 0,09 7,34 36,7
Xantana 0,01% 42,22 5,24 1,16 0,17 6,56 32,8

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente apds a reidratagdo do indculo. Os
demais resultados, referentes a fermentagfio, foram obtidos ap6s 120 horas de incubagdo a 30°C e a 200

rpm. A concentragdo do indculo no caldo de fermentagéo foi de 1%.
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TABELA 11 - Avaliagdo do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por

Células Produzidas em Meio YM Contendo 1,0% de NH,NO,, Suspensas
em Meio YM Padrdo, Reidratados em Diferentes Meios, Quando

Inoculados em Meio de Fermentag#o para a Producio de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final| Agucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/1) (g/h) (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 11,00 5,97 1,39 0,20 6,71 33,5
YM Padrio 4,67 6,23 2,46 0,65 5,93 29,6
Leite Desnat 10% 18,33 6,18 4,81 0,55 6,87 34,4
Sacarose 1% 8,67 6,83 5,07 1,21 2,35 11,7
Sacarose 5% 21,00 6,00 1,94 0,23 6,46 323
Sacarose 10% 34,33 5,74 3,27 0,13 7,25 36,3
Sacarose 20% 23,00 5,97 8,37 0,26 4,52 22,6
Sacarose 40% 0,33 5,81 5,91 0,36 6,85 34,2
Xantana 0,001% 5,00 5,96 5,17 0,48 6,49 32,5
Xantana 0,01% 24,00 6,15 6,65 1,18 3,54 17,7

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente ap6s a reidratacdo do indculo. Os
demais resultados, referentes a fermentagdo, foram obtidos ap6s 120 horas de incubagfio a 30°C e a 200
rpm. A concentragdo do indculo no caldo de fermentagdo foi de 1%.
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TABELA 12 - Avaliagdo do Desempenho dos Indculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 0,5% de NH,CI, Suspensas

em Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios, Quando

Inoculados em Meio de Fermentagio para a Producio de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final| Agucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/l) (gD (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 9,50 6,27 3,22 0,11 6,52 32,6
YM Padrio 9,33 6,25 9,61 0,87 1,57 7.8
Leite Desnat 10% 44,00 6,19 2,98 0,53 6,78 33,9
Sacarose 1% 32,67 6,11 3,33 0,73 6,30 31,5
Sacarose 5% 3,63 6,24 2,17 0,05 7,72 38,6
Sacarose 10% 19,67 6,23 10,71 0,78 2,16 10,8
Sacarose 20% 6,33 6,00 3,28 0,02 7,21 36,1
Sacarose 40% 1,13 6,23 11,63 0,98 1,43 7,1
Xantana 0,001% 8,67 6,35 5,02 0,51 5,14 25,7
Xantana 0,01% 7,50 6,27 3,68 0,20 6,63 33,1

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente ap6s a reidratagio do indculo. Os
demais resultados, referentes a fermentagdo, foram obtidos ap6s 120 horas de incubagio a 30°C e a 200

rpm. A concentragdo do in6culo no caldo de fermentagio foi de 1%.
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TABELA 13 - Avaliagdo do Desempenho dos Indculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 1,0% de NH,CI, Suspensas em

Meio YM Padrio e Reidratados em Diferentes Meios, Quando Inoculados

em Meio de Fermentagdo para a Produ¢io de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final| Agucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/1) (gD (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 15,33 6,20 1,09 0,18 7,35 36,7
YM Padrio 37,00 6,21 1,01 0,12 7,31 36,6
Leite Desnat 10% 50,33 6,37 1,19 0,28 7,19 35,9
Sacarose 1% 33,00 6,20 1,16 0,18 7,45 37,2
Sacarose 5% 14,00 6,14 1,17 0,13 6,59 33,0
Sacarose 10% 48,33 6,08 1,17 0,18 6,64 33,1
Sacarose 20% 32,33 6,04 1,17 0,10 7,62 38,1
Sacarose 40% 18,00 5,79 1,66 0,30 7,57 37,9
Xantana 0,001% 37,33 6,26 1,02 0,10 7,22 36,1
Xantana 0,01% 2,66 6,16 1,18 0,08 7,57 37,9

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente apds a reidratagdo do inéculo. Os
demais resultados, referentes a fermentagéo, foram obtidos apés 120 horas de incubagio a 30°C e a 200
rpm. A concentrag@o do indculo no caldo de fermentagéo foi de 1%.
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TABELA 14 - Avaliagdo do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Contendo 0,01% de MgSO,.7H,0,

Suspensas em Meio YM Padrdo e Reidratados em Diferentes Meios,

Quando Inoculados em Meio de Fermentagdo para a Produgdo de Goma

Xantana.
Meio de Viabilidade |pH Final| Acgucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular In6culo (%) | Caldo | Totais (g/l) (g/D) (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 5,70 6,88 3,45 0,56 6,67 33,4
YM Padrido 0,53 6,81 2,00 0,12 8,89 444
Leite Desnat 10% 3,80 7,01 2,71 0,71 11,97 59,8
Sacarose 1% 3,13 6,43 1,10 0,04 10,92 54,6
Sacarose 5% 2,23 6,49 1,15 0,06 11,19 55,9
Sacarose 10% 2,33 6,45 1,21 0,05 11,16 55,8
Sacarose 20% 20,67 6,43 1,07 0,06 11,30 56,5
Sacarose 40% 6,23 6,38 1,11 0,07 11,18 55,9
Xantana 0,001% 1,13 6,30 2,54 0,12 7,00 34,9
Xantana 0,01% 0,73 6,57 4,61 1,24 5,81 29,0

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente apds a reidratagdo do indculo. Os
demais resultados, referentes a fermentagdo, foram obtidos apés 120 horas de incubagéo a 30°C ¢ a 200

rpm. A concentragdo do in6culo no caldo de fermentagdo foi de 1%.
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TABELA 15 - Avaliagdo do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM, Suspensas em Agua Destilada,
Reidratados em Diferentes Meios e Inoculados em Meio de Fermentagdo

para a Produgio de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final| Agtcares Massa Goma | Rendimento
Reidratacdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/1) (g/h) (g/1) | Xantana (%)
Agua Destilada 0,03 6,71 1,12 0,11 7,77 38,8
YM Padréo 6,80 6,69 1,74 0,06 7,36 36,8
Leite Desnat 10% 6,40 6,71 1,11 0,16 7,51 37,5
Sacarose 1% 5,77 6,74 1,11 0,10 8,11 40,6
Sacarose 5% 5,17 6,68 1,15 0,05 7,35 36,8
Sacarose 10% 14,67 6,70 1,16 0,07 7,77 38,8
Sacarose 20% 22,67 6,62 1,11 0,07 8,02 40,1
Sacarose 40% 2,17 6,57 1,44 0,02 7,72 38,6
Xantana 0,001% 13,00 6,68 1,11 0,03 7,30 36,5
Xantana 0,01% 9,23 6,68 1,22 0,03 7,53 37,7

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente ap6s a reidratagio do ino6culo. Os
demais resultados, referentes a fermentagao, foram obtidos apds 120 horas de incubagdo a 30°C e a 200
rpm. A concentragdo do inéculo no caldo de fermentag3o foi de 1%.
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TABELA 16 - Avaliagio do Desempenho dos Indculos Liofilizados Constituidos por

Células Produzidas em Meio YM, Suspensas em Solugdo de Sacarose

10%, Reidratados em Diferentes Meios e Inoculados em Meio de

Fermentagdo para a Produg@o de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade | pH Acgucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagéo Celular do |Final do| Redutores |Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo(%) | Caldo | Totais (g/1) (gD (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 35,00 5,80 2,35 0,08 10,47 52,3
YM Padrédo 48,67 5,84 2,28 0,09 10,59 52,9
Leite Desnat 10% 79,33 6,10 2,34 0,09 10,53 52,6
Sacarose 1% 26,00 5,80 2,08 0,04 10,52 52,6
Sacarose 5% 32,00 5,79 2,31 0,06 10,29 51,4
Sacarose 10% 73,33 5,75 2,31 0,05 10,60 53,0
Sacarose 20% 46,00 5,82 2,41 0,06 10,85 54,3
Sacarose 40% 15,33 5,66 2,72 0,05 11,24 56,2
Xantana 0,001% 36,33 5,85 2,23 0,06 10,52 52,6
Xantana 0,01% 30,33 591 2,26 0,07 10,69 53,5

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente ap6s a reidratagdo do in6culo. Os
demais resultados, referentes a fermentagio, foram obtidos apos 120 horas de incubagdo a 30°C e a 200

rpm. A concentragdo do inéculo no caldo de fermentagdo foi de 1%.
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TABELA 17 - Avaliagio do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por

Células Produzidas em Meio YM Padrfio, Suspensas em Solugdo de Leite

Desnatado Reconstituido 10%, Reidratados em Diferentes Meios de

Reidratacdio e Inoculados em Meio de Fermentacdo para a Produgdo de

Goma Xantana.
Meio de Viabilidade |pH Final | Agucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celular do do Redutores | Celular Seca | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/1) (g/Dh (g/l) | Xantana (%)
Agua Destilada 17,00 6,32 2,82 1,29 5,57 27,9
YM Padréo 45,00 6,31 1,59 1,19 6,06 30,3
Leite Desnat 10% 59,67 6,30 2,62 1,25 6,07 30,3
Sacarose 1% 35,00 6,24 2,51 1,33 5,99 30,0
Sacarose 5% 43,33 6,28 2,37 1,20 5,97 29,8
Sacarose 10% 54,00 6,12 2,26 0,19 9,84 49,2
Sacarose 20% 52,33 6,23 4,16 1,06 6,69 33,4
Sacarose 40% 32,00 5,95 2,25 0,81 6,23 31,2
Xantana 0,001% 38,33 6,17 2,43 1,06 5,93 29,7
Xantana 0,01% 29,00 6,18 2,48 0,74 6,36 31,8

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente
demais resultados, referentes a fermentagéo, foram obtidos apés 120 horas de incubagdo
rpm. A concentracdo do inéculo no caldo de fermentagdo foi de 1%.
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TABELA 18 - Avaliagdo do Desempenho dos Inéculos Liofilizados Constituidos por

Inoculados em Meio de Fermentagdo, Sem Agitag3o.

Células Produzidas em Meio YM Padrio, Suspensas em Solugio de Leite

Desnatado Reconstituido 10%, Reidratados em Diferentes Meios e

Meio de Viabilidade pH Acgucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagdo Celulardo | Final | Redutores | Celular | Xantana| de Goma
Celular In6culo (%) do Totais (g/l) | Seca (g/l) | (g/l) | Xantana (%)
Caldo
Agua Destilada 17,00 7,12 0,54 6,87 1,50 7,5
YM Padrio 45,00 6,38 6,52 1,86 0 0
Leite Desnat 10% 59,67 6,67 3,55 2,29 2,69 13,4
Sacarose 1% 35,00 6,69 3,22 2,23 3,15 15,8
Sacarose 5% 43,33 6,71 3,31 2,32 2,55 12,8
Sacarose 10% 54,00 6,68 3,84 2,36 3,37 16,8
Sacarose 20% 52,33 6,67 3,51 2,22 2,90 14,5
Sacarose 40% 32,00 6,74 6,34 2,24 1,41 7,1
Xantana 0,001% 38,33 6,68 4,52 2,38 2,69 13,4
Xantana 0,01% 29,00 6,70 4,31 2,24 1,59 7.9

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente apés a reidratagdo do indculo. Os
demais resultados, referentes a fermentagdo, foram obtidos apds 120 horas de incubagdo a 30°C, sem
agitacdo. A concentragio do indculo no caldo de fermentagdo foi de 1%.
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TABELA 19 - Avaliagdo do Desempenho dos Indculos Liofilizados Constituidos por
Células Produzidas em Meio YM Recuperadas Apds 72 horas de
Incubagdo (fase de declinio celular) e Suspensas em Meio YM Padrdo,
Reidratados em Diferentes Meios e Inoculados em Meio de Fermentagdo

para a Produgdo de Goma Xantana.

Meio de Viabilidade |pH Final | Agucares Massa Goma | Rendimento
Reidratagédo Celular do do Redutores | Celular | Xantana | de Goma

Celular Inéculo (%) | Caldo | Totais (g/l) | Seca(g/l) | (g/1) | Xantana (%)
Agua Destilada 28,33 5,75 2,30 0,03 7,92 39,6
YM Padrio 9,46 5,75 2,49 0,02 7,59 37,9
Leite Desnat 10% 50,00 5,92 2,69 0,06 7,93 39,6
Sacarose 1% 15,33 5,64 2,66 0,03 7,82 39,1
Sacarose 5% 6,96 5,62 2,77 0,04 7,49 37,4
Sacarose 10% 8,80 5,63 2,50 0,02 7,72 38,6
Sacarose 20% 5,46 5,67 2,72 0,05 7,75 38,8
Sacarose 40% 5,50 5,62 2,18 0,04 7,70 38,5
Xantana 0,001% 4,46 5,88 1,91 0,03 7,70 38,5
Xantana 0,01% 5,36 6,58 3,01 0,10 6,36 31,8

Os valores de sobrevivéncia celular foram obtidos imediatamente ap6s a reidratagdo do indculo. Os
demais resultados, referentes aq fermentago, foram obtidos ap6s 120 horas de incubagdo a 30°C e a 200
rpm. A concentragdo do indculo no caldo de fermentagdo foi de 1%.
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TABELA 20 - Influéncia de Diferentes Métodos de Preservagédo na Viabilidade Celular

de X. campestris pv. manihotis n° 280 em Diferentes Periodos de

Armazenamento.

Método de Preservagdo 48 horas 03 meses 06 meses 12 meses
(UFC/ml) | (UFC/ml) | (UFC/ml) | (UFC/ml)

M Agar + Oleo Mineral 8,70 x 108 3,30 x 10° 0 0

NYGB Agar + Oleo Mineral 6,30 x 10° 0 0 0
YM + Glicerol 15% 124x10° | 1,00x10° | 9,80x10° | 2,20x 10°
Liofilizado' (25°C) 222x10° | 1,81x10° | 590x10* | 1,85x10°
Liofilizado® (-20°C) 238x10° | 1,95x10° | 1,49x10° | 1,25x 10°
Congeladas® em YM Padrfio 3,00x10° | 2,30x10° | 6,10x 10® | 3,70 x 10°
Congeladas4 em Leite Desn. 10% | 3,90 x 10° 3,10x 10° 2,64 x 10° 2,31 x 10°
Congeladas5 em Sacarose 10% 3,40 x 10° 2,88 x 10° | 2,50 x 10° 4,90 x 108
Congeladas® em Agua Destilada | 3,10x10° | 7,10x10° | 430x10° | 1,87 x 10°

1 - Inéculo Liofilizado produzido e suspenso em meio YM padrio, reidratado em solugdo de skim milk
10% por 10 minutos & temperatura ambiente e armazenado a +25°C.

2 - In6culo Liofilizado produzido e suspenso em meio YM padrdo, reidratado em solugdo de skim milk
10% por 10 minutos & temperatura ambiente e armazenado a -20°C.

3 - In6culo produzido com células cultivadas em meio YM padrdo, centrifugadas, suspensas em YM
padrdo e congeladas a -20°C.

4 - Inéculo produzido com células cultivadas em meio YM padrio, centrifugadas, suspensas em solugdo
de Leite Desnatado Reconstituido 10% e congeladas a -20°C.

5 - In6culo produzido com células cultivadas em meio YM padrio, centrifugadas, suspensas em solugdo
de sacarose 10% e congeladas a -20°C.

6 - Inoculo produzido com células cultivadas em meio YM padrdo, centrifugadas, suspensas em éagua
destilada e congeladas a -20°C.
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FIGURA 1 - Colonias de X. campestris pv. manihotis linhagem n° 280 Cultivadas em
Meio YM Agar a 30°C por 48 Horas.



FIGURA 2 - Colénias de X. campestris pv. manihotis linhagem n® 280 Plaqueadas em
Meio YM Agar pelo Método de Plaqueamento em Superficie e incubadas a
30°C por 48 Horas.
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FIGURA 3 - Curva de Crescimento da Bactéria X campestris pv. manihotis linhagem n°
280 Cultivada em Meio YM Padrio a 30°C e a 200 rpm. (ART: Agucares
Redutores Totais; MCS: Massa Celular Seca).
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FIGURA 4 - Efeito da Concentragdo de Sacarose no Meio de Crescimento Celular na
Producdo de Célula e de Goma Xantana e no Teor de Agucar Residual
Ap0s 40 horas de Cultivo a 30°C e a 200 rpm. (ART: Agucares Redutores
Totais; MCS: Massa Celular Seca).
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FIGURA 5 - Influéncia do Tempo de Crescimento das Células Produzidas em Meio YM
Padrdo na Viabilidade Celular do Inéculo Apds a Liofilizagdo. A Incubagdo
foi Feita a 30°C e a 200 rpm. O Meio de Reidratagdo Utilizado foi a

Solugdo de Leite Desnatado Reconstituido 10%.
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FIGURA 6 - Influéncia da Concentra¢do de Sacarose Utilizada no Meio de Reidratagdo
na taxa de Sobrevivéncia de Diferentes Inéculos Liofilizados de X
campestris pv. manihotis n° 280 Produzidos em Meio YM Padrdo e
Suspensos em Diferentes Meios. (YM: Meio YM Padrédo; Skm.: Solugéo
de Leite Desnatado Reconstituido; Mg: MgSO4.7H,0; Ag.Des.: Agua
Destilada; Sac: Sacarose).
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FIGURA 7 - Influéncia do Tempo de Reidratagdo na Viabilidade Celular do In6culo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis n° 280 Constituido por Células
Produzidas e Suspensas em Meio YM Padrdo e Reidratadas em Solugdo

de Leite Desnatado Reconstituido 10%.
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FIGURA 8 - Influéncia do pH do meio de Reidratagfio na Viabilidade Celular do Inéculo

Liofilizado de X. campestris pv. manihotis linhagem n° 280 Constituido por

Células Produzidas e Suspensas em Meio YM Padréo.
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FIGURA 9 - Influéncia do Tempo de Armazenamento na Sobrevivéncia dos Inéculos
Liofilizados de X. campestris pv. manihotis n® 280 em Diferentes Meios de

Suspensdo, Armazenados em Freezer a -20°C. (YM: Meio YM Padrao;
Sac.: Sacarose; Skm.: Leite Desnatado Reconstituido; Dex.: Dextrose; Sal.:

Solugdo Salina; Nit.: NH;NOs; CL: NH,Cl; Ag.Des.:Agua Destilada).
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FIGURA 10 - Influéncia do Tempo de Armazenamento na Sobrevivéncia dos Inéculos

Liofilizados de X. campestris pv. manihotis n° 280 em Diferentes Meios
de Suspensdo, Armazenados a Temperatura Ambiente (27°C). (YM:
Meio YM Padrdo; Sac.: Sacarose; Skm.: Leite Desnatado Reconstituido;
Dex.: Dextrose; Sal.: Solugdo Salina; Nit: NHsNOs; Cl: NH4Cl; Ag.Des.:
Agua Destilada).
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FIGURA 11 - Influéncia do Teor de Umidade Residual na Sobrevivéncia das Células
Liofilizadas de X. campestris pv. manihotis em Diferentes Meios de
Suspensdo, Apdés 12 Meses de Armazenamento em Freezer a -20°C.
(YM: Meio YM Padrio; Sac.: Sacarose; Skm.: Leite Desnatado
Reconstituido; Dex.: Dextrose; Nit.: NH;NO;; ClL: NH4CI; Ag.Des.: Agua
Destilada).
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FIGURA 12 - Influéncia do Teor de Umidade Residual na Sobrevivéncia das Células

Liofilizadas de X. campestris pv. manihotis n® 280 em Diferentes Meios
de Suspensdo, Apés 12 Meses de Armazenamento a Temperatura
Ambiente (27°C). (YM: Meio YM Padrdo; Sac.: Sacarose; Skm.: Leite
Desnatado Reconstituido; Dex.: Dextrose; Nit.: NHsNO;; Cl.: NH4Cl;
Ag.Des.: Agua Destilada).
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FIGURA 13 - Curva de Crescimento da Bactéria X. campestris pv. manihotis n® 280
Liofilizada, Cultivada em Meio YM Padrdo e Incubada a 30°C e a 200
rpm. (ART: Agtcares Redutores Totais; MCS: Massa Celular Seca).
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FIGURA 14 - Avaliagdo do Desempenho do Inoéculo Liofilizado em Compara¢do com

Métodos Convencionais de Inoculagdo do Meio de Fermentagdo
Utilizando as Condi¢oes Estabelecidas por JEANES et alli (1976). A
Incubagdo foi Feita a 30°C, por 120 horas e a 200 rpm. (ART: A¢ucares
Residuais Totais; MCS: Massa Celular Seca).
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FIGURA 15 - Influéncia da Concentragéio do Inéculo Liofilizado de X. campestris pv.
manihotis n° 280 Utilizado na Inoculagdo do Meio de Fermentagdo
(JEANES et alii, 1976) para Produgdo de Goma Xantana. A Incubagio
foi Feita a 30°C por 120 horas e a 200 rpm. (ART: Agticares Redutores
Totais; MCS: Massa Celular Seca).
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5 - CONCLUSOES

Os indculos liofilizados de Xanthomonas campestris pv. manihotis linhagem n®
280 apresentaram resultados satisfatorios quanto a manutengdo da viabilidade celular e a

capacidade de produgéo de goma xantana.

Como método de preservagdo, o emprego de culturas liofilizadas foi o mais
adequado em relagdo ao bindmio qualidade-custo, uma vez que a bactéria apresentou
uma alta taxa de sobrevivéncia quando armazenada por um periodo de 12 meses. N&do
houve o aparecimento de sublinhagens, nem de contaminantes. N&o foi observada a

ocorréncia de alteragdes morfolégicas das colonias de X. campestris pv. manihotis n°

280.
A bactéria liofilizada nfio apenas preservou como aumentou sua capacidade de
produgdo de goma xantana. Assim, houve a retengdo da atividade biossintetizante pelo

indculo liofilizado.

As melhores condi¢des encontradas para a produgdo e armazenamento do

inoculo liofilizado foram:

1 - Condi¢des e meio de cultivo das células: Meio YM padrdo com incubagéo a 30°C
por 40 horas e a 200 rpm. As células na fase exponencial de crescimento foram as mais
resistentes ao processo de liofiliza¢do.

2 - Meios de suspensio celular: Meio YM padréo e solugdo de sacarose 10%.

3 - Meios de reidratago celular: Solugdo de leite desnatado reconstituido 10% e solug@o

de sacarose 10%.

4 - Condi¢des de reidratagdo: Exposi¢do ao fluido de reidratagdo a pH 6,5 por um

periodo de 10 a 20 minutos, a temperatura ambiente.
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5 - Condig¢des de armazenamento: a maior taxa de sobrevivéncia dos indculos
liofilizados foi obtida com armazenamento em freezer a -20°C. Indculos armazenados a
temperatura ambiente perderam rapidamente a viabilidade celular. A preservagédo em

6leo mineral ndo foi viavel para a bactéria X. campestris pv. manihotis n°® 280.
Quanto a producio de goma xantana, a utilizagdo do indculo liofilizado

aumentou a produgio em 37% em relagfo ao indculo liquido e em 55% em relagéo ao

inoculo por al¢ada.
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