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RESUMO

A preservagdo adequada de micro-organismos € uwdade chave na area de biotecnologia, como
na producdo de xantana por processos fermentaigbsdos relacionados a técnicas de preservacao
da bactériaXanthomonassao fundamentais no desenvolvimento de métodaslogippraticos e
baratos, que mantenham a estabilidade genéticaaio-arganismo e sua viabilidade para a produgéo
do polissacarideo xantana, que possui ampla apbcag industria de alimentos. Neste trabalho,
estudou-se cinco concentracdes diferentes de biftocde sddio para desinfeccdo de sementes de
girassol a serem utilizadas na conservaca¥atghomonas arboricolav pruni. As sementes foram
lavadas com solucéo de hipoclorito e enxaguadaseazéncia, com agua destilada e meio de cultivo
YM e secas sobre placa de Petri em ambiente edstérdm entdo inoculadas com a suspenséo
bacteriana e armazenadas a temperatura ambiends. 3Adias, as sementes foram imersas em YM,
para recuperacdo dos micro-organismos, e a suspeaséeriana foi espalhada em placas contendo
Agar SPA. Observou-se o crescimentoX@amthomonagm todas as placas e, em algumas, a presenca
de contaminacfes, indicando que a concentracdoimbldrito utilizada foi insuficiente para
promover uma boa desinfec¢gdo das sementes. A sobgriendo 0,5% de hipoclorito foi a mais
adequada para o preparo das sementes utilizadas paeservacio dé arboricolapv pruni, pois as
placas apresentaram crescimento bacteriano cdstictr livre de contaminagfes provenientes da
prépria semente.
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1 INTRODUCAO

Quando cultivadas em meio contendo carboidratagébas do géneranthomonas
produzem grande quantidade do exopolissacarideanarfBETZ, 1979), um biopolimero
amplamente utilizado como espessante, gelificastapilizante, agente suspensivo e auxiliar
de emulsificagcdo em alimentos, farmacos e indUggieolifera.

A xantana utilizada industrialmente é sintetizada Yanthomonas campestrisv
campestris e sdo comuns na literatura estudosaedains aos parametros de producdo desse
polimero e suas aplicacdes. Pesquisadores da Widizde Federal de Pelotas (RS/Brasil)
comprovaram qu&anthomonas arboricolgv pruni também é capaz de produzir xantana
com rendimento e qualidade equivalentes a espéniercial VENDRUSCOLO et al., 2006;
MOREIRA et al., 2001; BORGES et al., 2009). Desdaede, pesquisam a producéo,
caracterizacdo e aplicacdo dos biopolimeros prddazpor essa espécie, bem como a
manutencdo da bactéria vidvel para a producdo deana por técnicas convencionais
(repicagem periddica e liofilizacdo) e alternatigaeservacdo em sementes de girassol, terra
e pérolas de vidro).

Diferentes métodos ja foram utilizados para a cmag@o dexanthomonagJEANES
et al., 1976). A liofilizacdo e o congelamento cglicerina sdo usados como técnicas nao-
propagativas de preservacgédo, a longo prazo, deisse-onganismos. A repicagem periddica
permite algum crescimento microbiano e a conseojagacurto prazo, ocorre através do
cultivo de Xanthomonagm tubos inclinados, ou placas, com meios séldosplexos (por
exemplo, Agar YM), por 18-20 horas a 25°C, com nang¢bo a 4°C (CADMUS et al.,
1976).

Dentre as técnicas alternativas de conservacaoiae-organismos, que se baseiam
na diminuicdo da atividade de agua e sao caraatiEizpor reduzir o metabolismo das células
durante o periodo de armazenamento, destaca-sesaryaGcdo em sementes, por sua
praticidade e baixo custo (SMITH e ONIONS, 1994y éhtanto, a técnica ainda néo foi
testada parX. arboricolapv pruni. Assim, todos os estudos relacionadosfadamentais
para garantir a eficiéncia do método pdrarboricolapv pruni.

Antes da inoculagédo, as sementes devem ser prewiesndesinfectadas a fim de

possibilitar a preservacéo e posterior obtencaouttaras axénicas. A desinfeccdo pode ser



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 3/6
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

feita por meios fisicos (radiacdo) ou quimicos f@&e desinfectantes). A utilizacdo de
concentracdes muito elevadas de agentes oxidae$és processo pode alterar componentes
da semente ou deixar residuos do desinfectant@ydr@ndo a sobrevivéncia do micro-
organismo.

Este trabalhou objetivou determinar a concentrad@al de hipoclorito de sodio
(NaClO) utilizado para a desinfeccéo das sememeagrdssol flelianthus annuys nas quais

a bactériaX. arboricolapv pruni seré preservada.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Preparo das sementes de girassol

As sementes de girassol foram desinfectadas comc@es de hipoclorito nas
concentracdes 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% e 0,5%. Naesew, foram enxaguadas com agua
destilada estéril e com meio de cultivo YM. Forameas sobre placa de Petri em ambiente

estéril e armazenadas em frascos de vidro estmtebz
Preparo do inoculo d€. arboricolapv pruni

O indculo foi preparado, de acordo com a patent@W©047845 (VENDRUSCOLO
et al., 2006), a partir de colbnias isoladasXdarboricolapv pruni, mantidas por repiques
mensais em Agar SPA (HAYWARD, 1964).
Inoculacdo das sementes

Aliquotas de aproximadamente 50uL de indculo foagitionadas a cada semente de

girassol desinfectadas. As sementes inoculadasptréfrasco, foram armazenadas em mini-

dessecadores, previamente esterilizados, cons$rigdo frascos tipo penicilina contendo
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silica gel, coberta por uma camada de la de vidfm&mente, um disco de papel filtro; os
mini-dessecadores foram apés, armazenados a teompesienbiente.

Reativacdo das bactérias inoculadas nas sementgssisol

Apoés trés dias, as sementes de girassol foram as@a vinte minutos em 1 mL de
meio de cultivoYM; uma aliquota de 100uL da sus@erisacteriana foi espalhada em placa
de Agar SPA e incubada por 72h a 28°C.
Avaliacdo da desinfeccao das sementes

Para avaliar a eficiéncia das solu¢fes cloraddaatas na desinfeccdo das sementes
de girassol, observou-se o crescimento da baatésgplacas de Agar SPA e a presenca de
contaminacdes.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura abaixo mostra as placas contendo Agar 8&A o crescimento microbiano
verificado.

Figura 1. Placas com crescimento Xanthomonas arboricolgpv pruni e contaminacéo,

indicada pela seta.

Independente da concentracdo da soldeduopoclorito utilizada para a lavagem das
sementes, podemos observar que todas elas aprasentapos reativacdo da cultura

inoculada, crescimento caracteristico Manthomonas Isto indica que a presenca de
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nutrientes nas sementes de girassol forneceu dmiqicro-ambientais satisfatérias para
preservar a viabilidade desta bactérias; mostrmbéan, que a lavagem posterior a
desinfeccao foi eficiente, visto o crescimento t&asido inibido por residuos de hipoclorito .

No entanto, nas sementes desinfextadia solucdo de hipoclorito a 0,1% e 0,2%,
observou-se a presenca de contaminacoes, proveidatpropria semente, demonstrando
que essas concentracbes nao garantem uma commsiafedcdo das sementes. Em
decorréncia das contaminacoes, verificou-se memescimento que nos demais tratamentos.

Entre as solugcdes desinfectantes qu@ram o crescimento de contaminagoes,
concentracdes de 0,3%, 0,4% e 0,5%, esta ultima foais adequada para a manutencao de
X. arboricola pv pruni, pois resultou em maior crescimento datdséa; provavelmente
devido a um aumento na permeabilidade da cutiquka,permitiu uma maior penetragdo do
micro-organismo.

Salcedo et al. (1992) também avaliasatonservacao déanthomonagm sementes,
no entanto utilizaranXanthomonas campestrss sementes de couvBréssica oleracen
Além de desinfectarem as sementes com hipoclogetsdatlio, esterilizaram por radiacéo
gama. As sementes inoculadas com a bactéria forarazanadas a 4°C por 21 dias. As
células apresentaram 10% de viabilidade ap6s odqeede conservacao.

3 CONCLUSAO

A técnica de preservacdo em sementes de girassalléqguada a preservacao Xle
arboricola pv pruni. O método desenvolvido para o preparoséasentes foi eficiente, sendo
selecionada a concentracdo de 0,5% de hipocloosddio, por proporcionar total

desinfeccdo da semente e maior preservacéo ddascéixXanthomonas

REFERENCIAS

BETZ, D.A. Xanthan gum, a biosynthetic polysacatk@rfior the food industry=ood
Technology in Australigp. 11-16, 1979.

BORGES, C. D.; PAULA, R. C. M.; FEITOSA, J. P. NENDRUSCOLO, C. T. The
influence of thermal treatment and operational dots on xanthan produced By
arboricola pv pruni strain 108Carbohydrate Polymery. 75, p. 262-268, 2009.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 6/6
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

CADMUS, M. C.; JEANES, A. Variation iXanthomonas campestidRRL B — 1459:
characterization of xanthan products of differiygyvic acid content. In: SANDFORD, P.A;
LASKIN, A. Extracellular Microbial PolysaccharidesVashington: American Chemical
Society, v. 1, p. 192 -210, 1977.

HAYWARD, A. C. Bacteriophage sensitivity and bioahmeal type inXanthomonas
malvacearumJournal of General Microbiology. 33, p. 287-298, 1964.

JEANES A.; ROGOVIN, P.; CADMUS, M. C.; SILMAN, R. WKNUSTON, C. A.
Polysaccharide (xanthan) ¥anthomonas campestidRRL B-1459: procedures of culture
maintenance and polysaccharide production purifineand analysis. ARS-NC-51.
Agricultural Research Servic®)S Department of Agriculture, Peoria, lllinoiQY7b.

MOREIRA, A. S.; VENDRUSCOLO, J. L. S.; GIL-TUNES,,G/ENDRUSCOLO, C. T.
Screening among 18 novel strainsx@inthomonas campestips pruni.Food Hydrocolloids
v. 15, p. 469-474, 2001.

SMITH, D.; ONIONS, A.H.S. The preservation and mamance of living fungi. United
Kingdon: CAB International, 1994, 122 p.

VENDRUSCOLO, C. T.; VENDRUSCOLO, J. L. S.; MOREIRA, S. Process for preparing
a xanthan biopolymer. P10406309-0, WO/2006/047240B6.



