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RESUMO. A conservacio de células sem mudangas morfoldgicas, fisioldgicas ou genéticas
¢ uma necessidade da biotecnologia. Bacillus firmus cepa 37 é uma bactéria esporulada
produtora da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), que transforma o amido
em ciclodextrinas (CDs). O objetivo deste estudo foi avaliar a manutencio e preservagio de
B. firmus cepa 37 estocada em meio de cultivo sélido, solo estéril e em glicerol a baixa
temperatura (-70°C). Para avaliagio do melhor método de manutencio da bactéria foram
utilizados procedimentos de imobiliza¢io das células em matrizes inorginicas. As células
imobilizadas foram submetidas ao teste do efeito da biomassa inicial e 3 microscopia
eletrénica de varredura (MEV). O repique nio foi um método adequado, pois a cepa
diminuiu a produgio de CGTase. A estocagem em solo estéril mostrou-se eficaz e a
producio da enzima mantida constante. A conservagio a baixas temperaturas também foi
satisfatdria, com contagem de células praticamente a mesma apds 360 dias. A imobilizagio,
avaliada por MEV, nio mostrou diferenga na adsor¢io das células conservadas pelos
diferentes métodos. O mesmo ocorreu para o teste do efeito da biomassa inicial, que
apresentou maior produgio de beta-CD quando do uso de 1,5 g de células.

Palavras-chave: preservagio bioldgica, ciclodextrinas, células imobilizadas.

ABSTRACT. Evaluation of methods for maintenance and preservation of
sporulating bacteria producer of CGTase enzyme. The conservation of cells without
morphologic, physiologic or genetic changes is a biotechnology necessity. Bacillus firmus
strain 37 is a sporulating bacteria that produces the cyclodextrin glycosyltransferase
(CGTase) enzyme, which transforms starch into cyclodextrins (CDs). This study aimed to
evaluate the maintenance and preservation of B. firmus strain 37 stored in a solid medium,
sterile soil and in glycerol at low temperature (-70°C). In order to evaluate the best bacteria
maintenance method, cell immobilization procedures were used on inorganic matrices. The
immobilized cells were submitted to the initial biomass effect test and scanning electron
microscopy (SEM). Periodic transfer was not an appropriate method, because the strain
reduced the production of CGTase. The storage in sterile soil proved effective and the
enzyme production remained constant. The conservation in low temperatures was also
satisfactory, with cell counts practically the same after 360 days. The immobilization
evaluated by SEM did not show any difference in the adsorption of the cells preserved by
the different methods. The same happened for the initial biomass effect test, which
presented higher beta-CD production when 1.5 g of cells was used.

Key word: biological preservation, cyclodextrins, immobilized cells.

Introdugao

As ciclodextrinas  (CDs) sdo oligossacarideos
ciclicos com seis (alfa-CD), sete (beta-CD), oito
(gama-CD) ou mais unidades de glicopiranose unidas
por ligagdes alfa-(1,4) (VAN DER VEEN
et al., 2000; DEL VALLE, 2004). A molécula de CD ¢é
descrita como um cone truncado, cujo interior ¢
hidrofébico e a superficie hidrofilica. Por esta estrutura,
as CDs podem formar complexos de inclusio
com virias moléculas orginicas e inorginicas, e¢ as

propriedades fisicas, quimicas e/ou bioldgicas da
molécula-héspede podem ser alteradas. As CDs sio
amplamente utilizadas nas industrias de alimentos,
cosméticos, na farmacéutica e na agricultura,
atuando como agentes estabilizantes de substincias
voliteis e/ou instiveis, emulsificantes, antioxidantes,
na solubilizagio de compostos insolaveis em 4gua,
em sistemas de liberagio controlada de drogas, na
imobilizacio de compostos t6xicos para prote¢io

ambiental (CONNORS, 1997; CAO et al., 2005).
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partir  da

As CDs sio produzidas por
transglicosilagio  intramolecular  a
degradagio do amido pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase) (DEL VALLE, 2004;
COSTA et al, 2007). Esta enzima, geralmente
extracelular, é produzida por virios tipos de

microrganismos,  como  Thermoanaerobacterium,
Klebsiella oxytoca e algumas espécies de Bacillus, como
Bacillus macerans, Bacillus circulans, Bacillus megaterium,
Bacillus firmus e Bacillus lentus (CAQO et al., 2005).

A aplicagio de células bacterianas imobilizadas
como fonte de enzima elimina a necessidade de
purificacio das mesmas e, em alguns casos, as
enzimas sio mais estdveis no interior das células, o
qual é seu ambiente natural (TONKOVA, 1998;
UZUNOVA et al, 2002). Sistemas de células
imobilizadas  tém sido aplicados
processos bioquimicos e oferecem vérias vantagens,
como uso repetido e prolongado dessas células,
facilidade na separa¢io das mesmas do meio de
fermentagio, risco reduzido de contaminagio,
aumento da produtividade do reator e fermentagio
continua em  reatores menos  sofisticados
(JAMUNA; RAMAKRISHNA, 1992; MAMO;
GESSESSE, 1997; ABDEL-NABY et al., 2000).

Virios métodos tém sido utilizados para
imobilizacio e para obtencio de células com alta
atividade e estabilidade, incluindo a adsorcio, a
ligacio covalente e o aprisionamento em gel (CHEN
et al., 2004). O método mais ficil e antigo ¢é a
adsor¢io de biocatalisadores em carreadores
macroscopicos insoldveis em dgua, no qual
numerosos materiais inorginicos e orginicos tém
sido utilizados, como, por exemplo, o carvio ativado,
o 6xido de aluminio, a terra de diatomdicea, a
celulose, o vidro poroso e as resinas sintéticas
(PORTO et al., 2002). O método de imobilizagio e
o tipo de matriz sio importantes fatores que afetam a
estabilidade dos biocatalisadores (UZUNOVA et al,,
2002).

Diferentes metodologias podem ser aplicadas
para a manutenc¢io e preservacio de culturas por
periodos prolongados, como, por exemplo, a
transferéncia periddica, a conservacio em Oleo
mineral, ou em solo estéril, a secagem, o
congelamento, a liofilizag¢io entre outras (MARTIN,
1964). A escolha de um protocolo especifico estd
baseada nas caracteristicas do isolado, na facilidade
do método e no seu custo (MOTA et al., 2003). A
selecio de métodos apropriados para estocagem de
microrganismos ~ baseia-se  nas  caracterfsticas
fenotipicas de cada microrganismo, bem como no
comportamento de cada espécie frente aos métodos
de preservagio. Diversas técnicas de estocagem tém

em muitos

Moriwaki et al.

sido relatadas na literatura, porém, nenhuma tem se
mostrado plenamente eficaz, requerendo-se a
conjungio de dois ou mais métodos, para se garantir
melhor recuperacio da cepa (GIRAO et al., 2004).

A finalidade da preservagio é manter as culturas
em estado viivel, sem mudangas morfoldgicas,
fisiol6gicas ou genéticas, assim como manter sua
completa viabilidade e estabilidade. Deste modo, o
objetivo deste estudo foi avaliar a manutengio e
preservacio de Bacillus firmus cepa 37 estocada em
meio de cultivo sélido, solo estéril ¢ em glicerol a
baixa temperatura (-70°C), por procedimentos de
imobilizacio de células em matrizes inorginicas e de
verificagio por microscopia eletronica de varredura

(MEV).

Material e métodos
Microrganismo, condi¢des de cultivo e métodos de
preservagio

O microrganismo utilizado foi o B. firmus cepa
37 isolado de solo de plantagio de mandioca por
Matioli et al. (1998). Inicialmente a cepa foi
preservada pelo método de transferéncia periddica
(repique), em meio de cultivo sélido contendo (%
p/V): amido solavel 1,0; polipeptona 0,5; extrato de
levedura 0,5; K,HPO, 0,1; MgSO,.7H,O 0,02;
Na,CO; 1,0 e agar 1,5. Posteriormente, foi adotado
o método de armazenamento em solo estéril, que
consistiu em adicionar suspensdo de células em solo
submetido 2 autoclavagio. Para a conservagio em
baixas  temperaturas, o microrganismo  foi
novamente cultivado em meio sélido e as placas
incubadas a 37°C por 48h. As colonias foram
transferidas para o meio de cultivo liquido de mesma
composigio, com exce¢io do dgar. O cultivo foi
realizado a 37°C por 48h com agitagio de 120 rpm.
As  células foram removidas do meio por
centrifugagio (3.700 rpm, 10 min. e 4°C), estocadas
a -70°C, utilizando-se como agente protetor o
glicerol a 10% (p/V) e com contagem inicial de

células de 10’ UFC mL™.

Procedimentos de reativacao

Os esporos armazenados em solo estéril foram
suspensos em dgua destilada estéril e reativados em
meio sélido a 37°C por 48h. As coldnias foram
transferidas para o meio liquido e cultivadas a 37°C
por 48h. Posteriormente, as
centrifugadas (3.700 rpm, 10 min. e 4°C), lavadas
utilizadas para os

células foram

com solugio tampio e
procedimentos de imobilizacio. Elas continham
8,0 g de células secas 100 g de células dmidas.
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As células armazenadas em baixa temperatura
continham 7,2 g de células secas 100 g de células
umidas. Elas foram reativadas em meio liquido,
sendo incubadas a 37°C por 24h e entio removidas
por centrifugacio (3.700 rpm, 10 min. e 4°C),
lavadas com solugio tampio e utilizadas para os
procedimentos de imobilizagio.

Imobilizagao de células de Bacillus firmus cepa 37 em
matrizes inorganicas

A imobilizagio das células de B. firmus cepa 37 foi
realizada em 50 mL de dgua destilada estéril, 1,0 g de
cada matriz inorginica, ou secja, silica-titinio
(SiO/TiO,) e (SiO/MnQO,) e
quantidades especificas de células integras de B.
firmus cepa 37 (0,5 g, 1,0 g e 1,5 g). A suspensio foi
agitada a 120 rpm e mantida a 37°C por 12h.
Terminado este periodo, as células imobilizadas

silica-manganés

foram centrifugadas (2.300 rpm, 3 min. e 4°C),
lavadas e submetidas ao ciclo de producio de CDs.

Os ciclos de produgio de CDs foram realizados em
reator batelada contendo 50,0 mL de maltodextrina
10% (p/V) em tampio Tris-HCI 50,0 mM e CaCl, 5,0
mM, pH 8,0, com temperatura de 50°C, agitagio de
120 rpm durante 120h. Aliquotas de 1,0 mL foram
retiradas em 0, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120h, diluidas
em 1,0 mL de 4gua destilada e submetidas 2 fervura
para posterior dosagem de beta-CD produzida.

Métodos analiticos

Determinagao de beta-CD

A concentragio de beta-CD foi medida pela
descoloragio de uma solugio de fenolftaleina
(TARDIOLI et al., 2006). O ensaio foi conduzido,
misturando-se 0,5 mL de amostra com beta-CD
com 2,5 mL de solugio trabalho de fenolftaleina 0,06
mM, com tampio bicarbonato-carbonato 0,12 M,
pH 10,5 e a absorbancia foi lida a 550 nm. Para o
branco, a amostra foi substituida por dgua destilada.
A solugio trabalho de fenolftaleina foi preparada no
momento da dosagem a partir de uma solu¢io
estoque de fenolftaleina 3,0 mM em 95% de etanol
(2,0 mL da solugio estoque de fenolftaleina, 20,0 mL
do tampio bicarbonato-carbonato 0,6 M, pH 10,5, e
o volume completado para 100,0 mL com 3gua
destilada). A concentragio de beta-CD foi calculada
pela Equagio (1), que foi obtida pela determinagio
da constante de equilibrio (Ksp) para a formagio
beta-CD  com
fenolftaleina. Esta constante foi determinada por

do complexo de inclusio

ajuste nio-linear da Equagio (2) para uma série de
dados de absorbincia em func¢io de concentracoes

padrio de beta-CD (0 — 1X10” M) preparadas em
dgua destilada.

Crov= 03 (kﬂj (1+1,0813M] 1)
Aossso Asso

em que: Cp_p € a concentragio de beta-CD (mM),
Assy € Ayssy s3o as absorbincias das amostras ¢ do
branco, respectivamente.

Asso Aossso
Cs-co=a |1- I+ ——— 2)
Aossso Kp-cp a Asso

em que: a é a concentragio total de fenolftaleina na
cubeta do ensaio (5% 107 M).

Inicialmente, as concentragdes
padrio corrigidas,
considerag¢io a diluicio realizada na cubeta (1:6) e a
equilibrio (Kp.cp) foi calculada,
usando-se 0 método de Quasi-Newton, resultando
em 21627,10 = 85,61 M, para o intervalo de
confianga de 95%. A Equagio (1) foi obtida pela
substituigio de Kg_cp ¢ o valor ¢ na Equagio (2) e
pela multiplicagio dessa equagio por um fator igual
a 6.000, que estd relacionado com a diluigio do
ensaio e com a conversio de molar na cubeta para
milimolar de beta-CD na amostra.

de beta-CD
foram levando-se em

constante de

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As células imobilizadas foram colocadas na
presenga de tampio Tris-HCI 50,0 mM e CaCl, 5,0
mM, pH 8,0, com 2,5% de glutaraldeido, por 24h.
Apbs esse periodo, a solug¢io sobrenadante foi
descartada e as células imobilizadas lavadas com
solucdes etandlicas de 30, 50, 70, 90 e¢ 100%. O
material permaneceu em etanol absoluto para
posterior desidratagio em sistema de extragio de
fluidos supercriticos, utilizando CO, 2 alta pressao.
O mesmo procedimento foi realizado com as células
livres. Para obtengio das fotomicrografias, utilizou-
se microscépio eletronico de varredura (Shimadzu
modelo SS 550) com voltagem de aceleragio de 10
kV. As amostras de células livres e imobilizadas
foram colocadas sobre a superficie de uma fita
dupla-face,

fotomicrografadas.

metalizadas com ouro e

Resultados e discussao
Manutencao e preservagao da cepa

Na comparac¢io dos métodos de preservacio, o
repique nio se mostrou adequado, pois a cepa
diminuiu a capacidade de produgio da enzima
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CGTase, provavelmente em fungio de o meio
conter amido e as CDs serem uma forma de
armazenamento do substrato glicose para a bactéria.
Ao contririo deste, o método de estocagem em solo
estéril mostrou-se eficaz, considerando-se que o B.
firmus cepa 37 é uma bactéria esporulada. O método
de preservagio a baixas temperaturas (-70°C)
também se apresentou satisfatério, uma vez que a
contagem inicial de células foi de 10 UFC mL™" e
manteve-se a mesma ap6s 360 dias de estocagem.

A selegio de apropriados  para
estocagem de microrganismos baseia-se  nas
caracteristicas fenotipicas do microrganismo, bem
como no comportamento de cada espécie frente aos
métodos de preservagio (GIRAO et al., 2004). No
estudo realizado por Bezerra et al. (2006), cinco das
20 cepas de Coccidioides immitis preservadas em 6leo
mineral mantiveram-se vidveis, todas as cinco
subculturas preservadas em 4gua permaneceram
vidveis e nenhuma das 13 subculturas mantidas em
solo foi vidvel. Para fungos queratinoliticos e
dermatéfitos  relacionados, os métodos de
manutengio em agar, dgua destilada estéril, dleo
mineral, secagem em silica gel, estocagem em solo
estéril e por liofilizagio apresentaram bom
crescimento apds sete a 12 anos de estocagem
(DESHMUKH, 2003). Na escolha do método de
preservagio para determinados
fungo  Chytridiomycota,
considerados fatores ambientais, tais como, a falta de
umidade, as altas temperaturas, o alto potencial
osmotico e a disponibilidade de oxigénio. Assim, a
criopreservagio é potencialmente o melhor entre os
métodos de preservagio por longo tempo
(GLEASON et al., 2007).

métodos

microrganismos,

como o devem ser

Efeito da biomassa inicial de células de Bacillus firmus
cepa 37 imobilizadas em matrizes inorganicas

Células de B. firmus cepa 37 obtidas pelos
diferentes métodos de preservagio (solo estéril e
baixa temperatura) foram utilizadas para os
procedimentos de imobilizagio com diferentes
concentragdes (0,5 g, 1,0 g e 1,5 g). Para as células
armazenadas em solo estéril, a imobilizacio em
Si0,/MnQ, apresentou maior produg¢io de beta-CD
quando comparada a SiO,/TiO2 (Figura 1), sendo,
em média, 44,25% maior. J4 para as células
armazenadas em baixas temperaturas, a imobiliza¢io
em SiO,/Ti0O, e SiO,/MnQ,, utilizando-se 1,0 ¢ 1,5
g de células levaram 3, praticamente, mesma
produgio de beta-CD (Figura 2). Em ambos os
casos, o aumento da biomassa também elevou a
produgio de beta-CD, o que pode sugerir que a
carga utilizada ainda pode ser aumentada sem que

Moriwaki et al.

haja comprometimento nas camadas de biofilme
formadas na superficie externa da matriz. Os
métodos de preservacio utilizados nio interferiram
na viabilidade das células, pois estas foram capazes
de serem imobilizadas e de produzir CGTase, que,
por sua vez, transformou a maltodextrina do meio
reacional em beta-CD. As imagens obtidas por
(MEV) com as células imobilizadas confirmaram a
imobilizagio e a viabilidade celular (Figura 3).

16 4

Produgdo deg-CD (mM)
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Figura 1. Producio de beta-CD por células de B. firmus cepa 37,
armazenadas em solo estéril, imobilizadas em matrizes
inorgnicas. (1 SiOy/TiO,, B SiO,/MnO,. Condi¢ées do ensaio:
maltodextrina 10% (p/V) em tampio Tris-HCI 50,0 mM, CaCl,
5,0 mM, pH 8,0, 120 rpm e 120h.

~ =N = =) )
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Figura 2. Producio de beta-CD por células de B. firmus cepa 37,
armazenadas em baixa temperatura (-70°C), imobilizadas em
matrizes inorganicas. [1SiO,/TiO,, Bl SiO,/MnO,. Condigdes do
ensaio: maltodextrina 10% (p/V) em tampao Tris-HCI 50,0 mM,
CaCl, 5,0 mM, pH 8,0, 120 rpm e 120h.

Segundo Moriwaki et al. (2007), para B. firmus
cepa 37 imobilizados em SiO,/TiO, e SiO/MnO,,
quando utilizados 1,2; 1,8; 2,4; e 3,0 g de células
como biomassa inicial, a producio de beta-CD nio
aumentou proporcionalmente. Neste caso foi
sugerido que a produgio da CGTase e, portanto, sua
atividade, estdio limitadas aos microrganismos
situados na camada mais externa do Dbiofilme

Acta Scientiarum. Health Sciences

Maringi, v. 31, n. 2, p. 113-118, 2009



Avaliacao de métodos de preservacao de bactéria esporulada 117

formado, ou seja, aos microrganismos que estio
mais facilmente em contato com o substrato. Da
mesma forma, quando Mazzer et al. (2008)

utilizaram 0,5 g, 1,0 g, e 1,5 g de células de B. firmus
cepa 37 e imobilizaram em SiO,/TiO, e SiO,/MnO,,
a producio de beta-CD aumentou, mas quando do
uso de 2,0 g de células, a produgio diminuiu.

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura. B. firmus cepa 37
imobilizado em: A) SiOyTiO, e (B) SiO,/MnQO,, obtidos com
células armazenadas em solo estéril. C) SiOyTiO, e (D)
SiO/MnQO, obtidos com células armazenadas em baixa
temperatura (-70°C)

Bacillus circulas ATCC 21783, imobilizados por
ligacio covalente em particulas magnéticas
silanizadas com cargas iniciais de células de 70 a
560 mg, apresentaram atividade mdxima para
CGTase, utilizando 140 mg e minima, com 560
mg de células (SAFARIKOVA et al., 2007). O
imobilizado por
aprisionamento em dgar aumentou significativamente a
atividade da CGTase com 48h de cultivo, utilizando
0,7 a 2,0% de carga inicial de células (VASSILEVA
etal., 2003).

Abdel-Naby et al. (2000) imobilizaram Bacillus

amyloliquefaciens, Bacillus macerans ¢ Bacillus megaterium

mesmo microrganismo

em alginato de cilcio, dgar e poliacrilamida e
demonstraram que o B. amyloliquefaciens, imobilizado
em alginato de cilcio, apresentou a maior atividade
da CGTase (70,8 U mL"). Quando estes autores
aperfeicoaram as condi¢des de imobilizagio, um
estudo do efeito da biomassa inicial, utilizando 0,77
a 1,40 g de

demonstrando aumento da atividade enzimatica com

células tmidas foi realizado,
aumento da carga de células em até 1,08 g de células

umidas, que, depois, manteve-se constante.

Conclusao

O comportamento dos isolados microbianos,
quando mantidos por periodos prolongados em
condigdes laboratoriais, é importante fator na sele¢io
do método de preservagio mais eficiente, conforme
exposto por Mota et al. (2003) e também verificado
neste estudo. A manutencio e preservagio de B.
firmus cepa 37 apresentaram-se adequadas quando do
uso de solo estéril e em baixa temperatura (-70°C),
indicando que ambas as metodologias sio passiveis
de serem utilizadas para longos periodos de
conservacio das células.

O teste do efeito da biomassa inicial, que
apresentou maior producio de beta-CD quando do
uso de 1,5 g de células, demonstrou que os métodos
de preservagio utilizados nio interferiram na
viabilidade das células. O mesmo ocorreu para
imobilizacio avaliada por MEV, que nio mostrou
diferen¢a na adsorg¢io das células conservadas pelos
diferentes métodos.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram
com texto de Girdio et al. (2004), os quais
mencionam que diversos métodos vém sendo
empregados para preservagio de microrganismos,
porém, em virtude da biodiversidade destes, nio
existe uma técnica padrio que seja capaz de
preservi-los de forma adequada e generalizada.
Portanto, para a escolha de um método de
preservagio, devem ser levadas em consideragio a
capacidade e a manutengio das caracteristicas
fenotipicas, genotipicas e patogénicas das cepas
estocadas.
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