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RESUMO

A utilizacdo de recursos microbianos em setores da industria vem crescendo devido a
versatilidade de suas aplicacdes, que podem variar desde a producao de alimentos até a
geracdo de produtos de alto valor agregado. Linhagens biotecnologicamente
promissoras e de referéncia, geralmente encontram-se depositadas em cole¢des de
culturas reconhecidas, as quais constituem instituicdes responsdveis por catalogar,
autenticar, preservar e distribuir este material de forma assegurada. Dentre as técnicas
empregadas pelas colecdes microbianas, a liofilizacdo € considerada uma das mais bem
difundidas internacionalmente pelas vantagens que oferece, apesar de se tratar de um
método nada elementar, que envolve muitas varidveis. A Colecdo Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e Indidstria — CBMAI/UNICAMP comtempla o servico de
liofilizagao no seu escopo, utilizando um equipamento alemao (Christ Gamma 2-16
LSC). A fim de reduzir o tempo do processo para acompanhar sua intensa demanda de
trabalho, a CBMALI tomou a iniciativa de otimizar o protocolo de sua rotina. O presente
estudo visou atender essa necessidade, com base no desenvolvimento de um
delineamento experimental fracionado 2 “143PC. A partir de pardmetros do protocolo
padrao (com 38h40 min. de duracdo) o delineamento gerou onze ensaios que foram
testados selecionando linhagens com metabolismos distintos dentro dos principais
grupos: fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Os ensaios mais bem-sucedidos
foram os de ndmero: 3 (18h05 minutos de dura¢do), 4 (8h05 minutos de duracdo) e 8
(19h05 minutos de duragdo), capazes de reduzir a duragdo do processo em mais de 50%
e mantendo a viabilidade celular. Os testes de validacdo (repeticdo dos ensaios
classificados como satisfatorios) comprovaram a reprodutibilidade dos ensaios
selecionados. As caracteristicas macro e microscopicas foram analisadas apds
preservacdo. A liofilizacdo € considerada uma técnica de conservagdo de longo tempo.
Nesse estudo, uma reativacio das amostras foi realizada apds seis meses de estocagem e
os resultados mostraram que ndo houve alteracdes significativas nos ciclos logaritmicos
das contagens realizadas (UFCs) e nem em relagdo as caracteristicas macro e
microscopicas das culturas. As autenticagdes ao nivel molecular asseguraram a pureza e
a confiabilidade da identidade das linhagens utilizadas. Com base nos resultados obtidos
deste estudo, pode-se concluir que a liofilizacdo € passivel de otimizacdes desde que
realizadas com o embasamento de técnicas estatisticas como o delineamento
experimental, capazes de compreender e avaliar todas as varidveis do processo. Os
protocolos propostos servirdo de orientacdo para outros laboratérios que utilizem um
equipamento similar.

Palavras-chave: Preservacio de micro-organismos, Liofilizacdo, Delineamento

experimental.



ABSTRACT

The use of microbial resources in sectors of the industry has been growing due to the
versatility of their applications, which may vary from the food production to the
generation of products with high added value. Biotechnologically promising and
reference strains are generally deposited in recognized cultures collections, which
constitute institutions responsible for cataloging, authenticating, preserving and
distributing this material, in a confident way. Among the techniques used by microbial
collections, the lyophilization is considered one of the most internationally spread, due
to the advantages it offers, although it is a non-elementary method with many variables.
The Brazilian Collection of Environmental and Industry Microorganisms - CBMALI /
UNICAMP offers the freeze-drying service using a German equipment (Christ Gamma
2-16 LSC). In order to reduce the time of the process and keep up with its intense
working demand, CBMAI searched for the optimization of its routine protocol. The
present study aimed to meet this need, based on the development of a fractional
experimental design 2 +14+ 3P.C. From parameters of the standard protocol (38:40 long)
the design generated eleven tests that were tested by using selected strains with distinct
metabolisms within the main groups: filamentous fungi, yeasts and bacteria. The most
successful trials were numbers: 3 (18:05 long), 4 (08:05 long) and 8 (19:05 long),
capable of reducing the process time by more than 50% and maintaining cell viability.
The validation tests (repetition of the tests classified as satisfactory) proved the
reproducibility of the selected assays. Macro and microscopic characteristics were
analyzed after preservation. Lyophilization is considered a long-term conservation
technique. In this study, samples were reactivated after six months of storage. The
results showed that there were no significant changes in the logarithmic cycles of the
counts performed (CFUs) or in relation to the macro and microscopic characteristics of
the cultures. Authentications at molecular level ensured the purity and reliability of the
identity of the studied strains. Based on the results obtained from this study, it can be
concluded that lyophilization is subject to optimizations as long as carried out on the
basis of statistical techniques such as the experimental design, able to understand and
evaluate all process variables. The proposed protocols will serve as guidance for other
laboratories that use similar equipment.

Keywords: Preservation of Microorganisms, Freeze drying, Experimental design.
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1. INTRODUCAO

O uso da biotecnologia visa substituir 0s processos existentes menos amigaveis ao
meio ambiente (EMBRAPA, 2017). Nesse desafio, os micro-organismos sdo grandes
aliados, pois podem gerar produtos que melhoram a qualidade de vida da sociedade
humana, causando menor impacto. Dentro desse cendrio, surge o conceito de
bioeconomia, a partir das inovagdes na drea das ci€ncias bioldgicas tendo direta ligacdo
com o emprego de fungos e bactérias, dentre outros. Até 2030, espera-se que setores
industriais como os de produtos farmacéuticos e medicinais, advindos da aplicacdo de
recursos genéticos, principalmente microbianos, movimentem a bioeconomia brasileira
em 300 bilhoes de euros (CNI, 2015).

O reconhecimento da importancia dos recursos genéticos em nosso pais € tanto, que
sua utilizagdo se encontra regida por recentes leis e decretos (LEI N° 13.123, DE 20 DE
MAIO DE 2015; DECRETO N° 8.772, DE 11 DE MAIO DE 2016). Grande parte deste
patrimdnio encontra-se (ou deveria se encontrar) sob a guarda de colecdes bioldgicas,
instituicdes responsdveis por proteger, catalogar, caracterizar, preservar e distribuir
material bioldgico autenticado e de confiabilidade assegurada.

Dentre as inumeras razdes pelas quais os recursos microbianos devem ser
preservados estdo:

1. Participacdo em processos industriais gerando produtos de alto valor agregado
como novos antibidticos, terapéuticos, antiparasitas e antitumorais; policetideos,
probidticos e vitaminas; biomoléculas, enzimas e polimeros; produtos da panificacao,
bebidas, queijos, dcidos organicos, corantes e racao animal; novos cosméticos e aromas;
sem mencionar 0s biocombustiveis, tidos como a terceira revolucdo industrial
(DEMALIN, 2000; PATERSON e LIMA, 2016).

2. Envolvimento no agronegdcio em processos como a fixacdo de nitrogénio;
controle bioldgico de pragas agricolas e urbanas; biofertilizacdo, bioestimulagdo e
promocao do crescimento vegetal; aumento da resisténcia de plantas as mudancas
climaticas e da resposta a adicdo de fertilizantes, consequentemente aumentando a
produtividade da agricultura e da pecuaria (BETTIOL et al., 2012; LANGE et al, 2012).

3. Participacdo na area do meio ambiente em vdrias estratégias desenvolvidas para
0 saneamento ambiental, como: tratamento microbioldgico da 4dgua e de efluentes de
diversas industrias (alimenticia, papeleira, de couro, farmacéutica, dentre outras);
biorremediacdo de hidrocarbonetos, pesticidas, fendis, corantes, pldsticos e demais

residuos; biosor¢do de metais pesados; biofiltracdo de gases poluentes; bioindicadores
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da qualidade do ar; andlises de toxicidade e mutagenicidade (SINGH, 2006; ALVAREZ
e POLTI, 2014; BORNSCHEUER, 2016).

Para cumprir com seu papel de forma eficiente, as colecdes devem oferecer mais de
uma técnica de preservacdo, a fim de atender a diversidade de metabolismos que
conhecemos e garantir a integridade de suas linhagens (PAOLI, 2005). A técnica de
liofilizacdo € adequada para a maioria dos micro-organismos, € por este motivo foi
adotada por grandes centros de preservacdo nacionais e internacionais. Colecdes bem
estabelecidas vém buscando aprimorar essa técnica para reduzir custos e atingir
exceléncia em seus resultados, mas guardam seus protocolos como um ‘“segredo
comercial” (EBSLA, 2011), for¢ando cole¢des mais novas a buscar suas proprias
solugdes.

A Colec¢ao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAI /
CPQBA — UNICAMP desenvolve atividades na drea de microbiologia que atende
demandas de ensino, pesquisa e industria. Ao longo de quase duas décadas de
atividades, se capacitou para também oferecer servicos de liofilizacao de culturas. Com
a crescente procura por essa técnica, tomou a iniciativa de aprimorar o protocolo até
entdo utilizado.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou desenvolver um novo protocolo de
liofilizacdo para o equipamento utilizado na referida colecio, buscando menor tempo de
processo, atendimento a diferentes grupos microbianos e a obtencdo de um produto
(in6éculo) final puro, vidvel e de confiabilidade assegurada. Além disso, o presente
projeto teve o propdsito de capacitar recursos humanos para execucdo desse método de
preservacgdo, alinhado aos padrdes de qualidade exigidos pela ISO NBR 17025-17. Para
garantir a robustez dos resultados, aplicamos o delineamento experimental, considerado

uma ferramenta estatistica poderosa na otimiza¢do de processos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia dos micro-organismos estudados

As linhagens utilizadas neste estudo pertencem a uma colecdo de pesquisa de
micro-organismos endofiticos, grupo que constitui uma parte significativa da
diversidade ainda pouco explorada. Pelo interesse crescente nesses organismos € pelo
fato de apresentarem caracteristicas distintas de metabolismos, optamos por utilizi-los
nos testes realizados.

Desde sua primeira descricio por Bary (1866) varias definicdes para micro-
organismos endofiticos surgiram. Petrini (1991) define como sendo a comunidade
microbiana que habita o interior das plantas sem causar danos aparentes. Hallmann et al.
(1997) considera endoéfitos todos aqueles que podem ser recuperados do interior da
planta ap6s desinfecdo externa para eliminar os epifiticos. Outra classificagdo, proposta
por Azevedo e Aratjo (2007), diz que os endofiticos sdo todos os micro-organismos que
podem ou ndo crescer em meios de cultivo artificial, habitando o interior de tecidos e
orgdos vegetais sem causar danos aparentes € sem produzir estruturas externas que
emergem dos vegetais, como os que formam nddulos em raizes. Sabe-se também que a
depender do estado fisiolégico da planta os endofiticos podem se comportar como
oportunistas e agindo como fitopatégeno. Mas, de modo geral, eles atuam como
sintetizadores quimicos onde as moléculas produzidas (alcaldides, flavonoides e
esteroides) podem promover o crescimento da planta e protege-la da acdo de
antagonistas (AZEVEDO; ARAUJ 0O, 2005; SANTOS et al., 2017).

O género Trichoderma, da familia Hypocreaceae, compreende fungos de vida livre
que se reproduzem assexuadamente e sdo facilmente encontrados em solos de regides
tropicais e temperadas. Geralmente sdo caracterizados por apresentarem células
conidiogénicas que dao origem aos conidios — esporos (KRUGER; BACCHI, 1995). No
estudo de Silva (2017) a linhagem Trichoderma longibrachiatum (CBMAI xxx)
apresentou boa producdo de flavonoides e fendis totais. Sabe-se que espécies de
Trichoderma apresentam importante aplicagdo para controle de fitopatdgenos, pois
compete com eles por espaco (MELO, 1998) e possuem potencial de promover o
crescimento vegetal (MACHADO et al., 2012). Atuam como estimulantes do
crescimento do sistema radicular através de fitohormonios e melhoram a resisténcia
diante de fatores bidticos desfavoraveis (HARMAN, 2000).

O Ascomiceto Chaetomium, pertencente a familia Chaetomiaceae, € conhecido pela

sua producdo de esporos em esporangios especificos, chamados ascomas. E um fungo
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com crescimento ripido com textura cotonosa de cores verde-oliva a preto
(RODRIGUES-HEERKLOTZ; PFENNING, 2007). No estudo de Silva (2017) a
linhagem Chaetomium globosum (CBMAI xxx) apontou possuir alta taxa antioxidante.
Em outros estudos j4 mostrou capacidade para degradar polietileno crescendo nesse
substrato como unica fonte de carbono, segundo Sowmya et al. (2014). As
“chaetoglobosinas” produzidas por este fungo mostraram atividade antifiingica contra
dois fitopatdgenos importantes: Rhizopus stolonifer e Coniella diplodiella (ZHANG et
al., 2013).

Saccharomyces é um género pertencente ao filo Ascomycota com muita relevancia
para fabricacdo de alimentos. Geralmente, as colOnias crescem rdpido e tomam uma
forma circular de coloracdo esbranquicada brilhante e textura cremosa. Além de sua
participacao na produgdo de pdes, vinhos e cerveja, S. cerevisiae estd envolvida em
alguns estudos sobre capacidade de controlar doencas em plantas pelo fato de conseguir
sintetizar compostos antibidticos (PICCININ et al., 2005)

A levedura Rhodotorula, filo Basidiomycota pertencente a familia
Sporidiobolaceae, é comumente encontrada no ambiente. E um género de leveduras
pigmentadas geralmente com coloragdo alaranjada e textura cremosa. Ha relatos na
literatura de que R. mucilaginosa obteve B-caroteno a partir de subprodutos industriais,
0 que seria importante na reducdo de custos da producdo (SCHUELER et al., 2014) e
ainda € capaz de produzir pentoses, de acordo com Souza (2015).

O género Bacillus do filo Firmicutes representa bactérias gram-positivas com
formato de bastonete. Bacillus aryabatthai demonstrou ser uma bactéria resistente ao
estresse oxidativo e por este motivo, no estudo de Parker et al. (2017) pode ser uma
valiosa ferramenta para incorporacdo em biofertilizantes, além de provocar melhorias
no solo e promover o crescimento da planta hospedeira.

As bactérias do género Sphingomonas, formam um grupo de bastonetes gram-
negativos com crescimento lento que resultam em coldnias pequenas de cor amarelada.
De um modo geral, estdo associadas em aplicagdes biotecnoldgicas e de bioremediagdo.
No estudo de Khan et al (2014), bactérias do gé€nero produziram giberelinas ativas e
alcool indol acético. Tomates inoculados com Sphingomonas tiveram crescimento
significativamente elevado, concluindo que algumas cepas contribuem para o

crescimento da planta.
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Mediante as diferencas de caracteristicas e de toda essa importancia pratica é ideal
que estas e outras linhagens sigam depositadas em cole¢des de culturas com técnicas de

preservacao adequadas para sua manutengao.

2.2 Preservacao de micro-organismos

O sucesso da aplicacdo biotecnolégica de wuma linhagem depende
significativamente das suas condi¢des de conservacdo. Uma manutencdo adequada
garante a viabilidade e a pureza da cultura, além de conservar seu estado original
evitando mutacgdes indesejadas ao longo do tempo (OKAFOR, 2007).

De acordo com Sola et al. (2012), € preciso realizar uma anélise critica dos prés e
contras antes de eleger o método de preservacao a ser utilizado. Sdo diversas as técnicas
disponiveis e a escolha deve ser pautada nas caracteristicas do micro-organismo, na
infraestrutura do laboratdrio e na capacitacdo dos recursos humanos. A técnica de
repique continuo, por exemplo, € financeiramente accessivel, mas envolve grande mao-
de-obra e alto risco de contaminacdo cruzada, mostrando-se inadequada e dando lugar a
outras que oferecem preservacdo por longos periodos e maior pureza (ABREU;
TUTUNIJI, 2004).

A criopreservacao consiste em preservar materiais em baixas temperaturas (sendo -
20°C a -80°C em freezers ou ultracongelamento em temperaturas de -150°C até -196°C
em nitrogénio liquido). Ambas as formas sdo consideradas muito eficientes em termos
de viabilidade celular, porém no caso dos freezers € necessario um controle assiduo da
temperatura, uma vez que pode haver oscilagdes e até mesmo quedas de energia
(WOLFE e BRYANT, 2001). O nitrogénio liquido é uma técnica muito custosa, o que
limitaria o escopo de trabalho de uma colecdo de servigos, por exemplo. A principal
desvantagem de ambas as técnicas € em relacdo ao transporte e armazenamento dos
preservados, que exigiria cuidados especificos em relagdo ao controle da temperatura.

A técnica de preservacdo em dgua destilada estéril, também conhecida como
Castellani, é muito utilizada, principalmente para manuten¢ao de fungos filamentosos e
zoospéricos (PIMENTEL E FIGUEIREDO, 1989). Basicamente consiste em transferir
pedacos de indculo a partir de meio sélido para um frasco (geralmente 2R) contendo
4gua destilada esterilizada, com posterior armazenamento em temperatura ambiente. E
uma técnica de baixo custo, simples armazenamento e transporte e facil
reprodutibilidade, porém, com alto risco de contaminagdo cruzada e necessidade de

maior espago fisico para armazenamento.
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A liofilizagao ou “congelamento a seco” ¢ uma das metodologias melhor difundidas
em literatura para a maioria das espécies microbianas (COSTA; FERREIRA, 1991).
Atende a necessidade de preservacdo duradoura, existindo relatos de preservados com
40 anos de estocagem. Tem sido muito empregada na rotina de profissionais da
academia e indudstria (CANHOS et al., 2004). Sua desvantagem, sobretudo, estd ligada a
fatores financeiros, uma vez que a técnica € custosa em relacdo a manutengdes do
equipamento e insumos envolvidos no processo, e também, em termos de eficécia, sabe-
se que a técnica ndo € ideal para preservar algas e protozodrios, assim como células ou

esporos muito grandes. Além disso, € necessdrio ter mao de obra especializada e bem

treinada para executar a técnica.

2.2.1 Liofilizacdo e suas etapas

Em termos técnicos, o material bioldgico a ser liofilizado passa por trés etapas, a
saber: congelamento, secagem primdria e secagem secunddria (CHRIST, 2010). Essas
fases ocorrem em condi¢des especiais de tempo, temperatura e pressao (consideradas as
varidveis do processo) que implicam na mudanga do estado sélido para o gasoso sem
que haja passagem pelo estado liquido, conhecido como sublimagdo (GARCIA, 2009).

A etapa de congelamento € crucial para o sucesso do processo sendo esta condi¢do
variada de acordo com a velocidade de tempo na qual o congelamento € realizado. Um
congelamento rapido do material bioldgico pode resultar em cristais de gelo com poros
e fissuras pequenas, o que dificulta a passagem do solvente (dgua) por seus intersticios,
resultando em aumento de duracdo da etapa de secagem. O contrdrio pode favorecer o
processo de passagem do solvente resultando em economia de tempo (CHRIST, 2010).

A viabilidade celular durante a etapa de congelamento esté totalmente ligada ao uso
do crioprotetor, que atuard envolvendo as células para que sofram menos com a
dessecacdo e assim, sobrevivam a este estdgio. Existem muitas op¢des de crioprotetores
no mercado, porém o uso do skim milk 10% € recomendado pela capacidade das
proteinas do leite envolverem as células de forma a tornar as taxas de reativacdo
maiores (KING; SU, 1993; PALMFELDT, 2003).

Na etapa de secagem primdria a d4gua é removida mediante a passagem direta do
estado sélido para o estado gasoso sob condi¢des de temperatura e pressao. Como este
processo necessita de energia para ocorrer, parte do calor é proveniente do préprio
material biolgico e outra parte € oriunda do aquecimento gradual da prateleira do

liofilizador em torno de 20°C a 22°C (ORDONEZ, 2005).
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O vacuo é um parametro de grande importancia, sendo capaz de moderar a duracdo
da secagem. Os valores a serem trabalhados dependerdo do tipo de equipamento
utilizado, porém, dentro do estabelecido pelo manual do mesmo sabe-se que em uma
condicao ideal, recomenda-se que sua pressao tenha um valor moderado, pois ao utilizar
um valor muito baixo o material pode descongelar, e se o valor for elevado pode levar o
recongelamento da amostra, o que implicaria em maior tempo de sublimagdo. O valor
de véacuo também deve ser ajustado de acordo com o tipo de amostra a ser liofilizada,
sendo geralmente, este, apontado pelo manual do préprio equipamento.

A secagem secunddria é considerada opcional, pois seu objetivo é remover a dgua
residual da amostra, logo, deve-se levar em conta a quantidade de in6culo contido no
frasco e o tempo de secagem primdria para optar em realiza-la. Além disso, ndo realizar
esta etapa pode reduzir ainda mais o tempo total do processo, mas, caso seja necessdrio,
recomenda-se que seja realizada na menor pressdo de vacuo possivel de acordo com a
capacidade do equipamento, a fim de promover a extra¢do da fina camada de moléculas
de solvente nos poros da superficie (GARCIA, 2009).

Essas informacdes sdo fundamentais para a elaboracdo de um protocolo, portanto,
uma capacitacao técnica de alto nivel do operador € imprescindivel. Percebe-se que a
liofilizacdo ndo € um processo elementar e que envolve muitas varidveis, portanto é
necessdrio que a metodologia de otimizacdo contemple esses fatores para que haja

SUucCesso.

2.3 Delineamento experimental x Otimizacao do processo de liofilizacao

Proposta inicialmente em 1950 por Box, a metodologia de planejamento fatorial é
pautada na teoria estatistica e permite a concessdo de informacdes seguras sobre o
processo, fazendo com que técnicas empiricas como as de tentativa e erro fossem
deixadas de lado. O crescimento da industria trouxe consigo a necessidade de agregar
metodologias cientificas para o desenvolvimento e o aumento da qualidade de processos
e produtos, o que gerou competitividade de mercado. Assim, o aprimoramento e a
otimizacdo dessas técnicas com o auxilio do delineamento experimental, tornaram-se
primordiais para reducdo dos altos custos envolvidos. (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Em um experimento onde a influéncia das varidveis sobre as respostas precisa ser
determinada recomenda-se o respaldo de um planejamento experimental. Suas
vantagens sdo inimeras, dentre elas: redu¢do do nimero de repeti¢des dos experimentos

resultando em diminuic¢ao de trabalho, tempo e custo; possibilidade de andlise de varios
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fatores simultaneamente; possibilidade de otimizar mais de uma resposta a0 mesmo
tempo; capacidade de calcular e avaliar erros experimentais apontando o nivel de
confianca estatistica (BUTTON, 2005).

Primeiramente, é de extrema importancia que o profissional que trabalhard com o
planejamento saiba mais sobre seu processo do que sobre a estatistica propriamente dita.
E necessdrio analisar cautelosamente as varidveis envolvidas, pois a partir delas serd
montada a matriz de ensaios, que € precursora dos resultados do protocolo otimizado
(RODRIGUES; IEMMA, 2014). Ainda é importante ressaltar que o planejamento é
pautado também em informacdes e caracteristicas do equipamento a ser testado, nao
significando que a otimizacdo cabe a todos os modelos e marcas de liofilizadores, como
neste caso.

E importante observar que se houver duas ou mais varidveis de influéncia
envolvidas no processo, o planejamento fatorial € o mais indicado a ser aplicado, pois
ele permite incluir em cada ensaio todas as combinacdes de varidveis para serem
testadas Barros et al. (1996). Ao olhar dos praticantes de técnicas empiricas este parece
um fato impossivel, ja que a imagem de manter uma varidvel e alterar as demais parece
mais intrinseca ao processo, porém os resultados sdo mais seguros desta forma (NEVES
et al., 2012).

Logo, justamente por esta gama de informacdes seguras, a CBMALI decidiu optar
por aplicar o planejamento experimental na primeira tentativa de otimizag¢do do

protocolo de liofilizag@o utilizado pela colecdo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Otimizar o protocolo de liofilizagdo, usado na rotina da Colecdo Brasileira de

Micro-organismos de Ambiente e Indistria — CBMAIL/Unicamp para preservacdo de

culturas microbianas.

3.2 Objetivos especificos

Testar diferentes protocolos de liofilizacdo elaborados a partir do delineamento
experimental, visando reduc@o do tempo do processo;

Selecionar um protocolo que garanta a viabilidade, pureza e manuteng¢do das
caracteristicas morfoldgicas para todos os grupos de micro-organismos testados;
Identificar protocolos especificos por grupo taxondmico;

Curar as linhagens envolvidas no estudo, mediante autenticacdo molecular e
caracterizacdo morfoldgica, apds preservagdo pelo protocolo selecionado;
Observar a resposta das culturas preservadas pelo protocolo otimizado para
todos os grupos, apds 6 meses de liofilizados.

Capacitar recursos humanos no dominio da técnica em questao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismos

As linhagens envolvidas nesta pesquisa fazem parte de uma colecdo temadtica de
micro-organismos endofiticos, estruturada com o suporte do projeto FAPESP —2015 —
02395-8: “Diversidade e producdo de compostos bioativos de micro-organismos
endofiticos associados a Passiflora incarnata”. Foram selecionadas com base em dois
critérios: 1. Caracteristicas distintas representando a diversidade de metabolismos e
formas; 2. Taxons produtores de compostos bioativos, com importancia em setores da

industria e agronegdcio, conforme supracitado (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens selecionadas para o estudo.

Grupo Taxon/linhagem Classificacao Caracteristica Meio de
taxonomica cultivo
Fungo Trichoderma Ascomycota Alta esporulagio ~ BDA — Agar
Filamentoso  longibrachiatum Hypocreales Dextrose
(CBMAI 2261) Batata
Chaetomium Ascomycota Esporulagdo MA2% -
globosum Sordariales moderada Extrato de
(CBMAI 2139) Malte
Levedura Saccharomyces Ascomycota Nao pigmentada  YMA — Agar
cerevisiae Saccharomycetales Malte de
(CBMAI957) Levedura
Rhodotorula Basidiomycota Pigmentada YMA — Agar
mucilaginosa Sporidiobolales (laranja) Malte de
(LMA 936) Levedura
Bactéria Bacillus Firmicutes Gram positiva TSA — Agar
aryabhattai Bacillales Triptona de
(61.1) Soja
Sphingomonas Proteobacteria Gram negativa TSA — Agar
leidyi Sphingomonadales Triptona de
(CBMAI 2297) Soja

4.1.1 Viabilidade e pureza e caracterizacao macro e microscopica dos micro-
organismos
Visando garantir a confiabilidade dos testes, a viabilidade e a pureza das culturas
utilizadas foram avaliadas antes do inicio do experimento. Para bactérias e leveduras
utilizou-se a técnica de estria por esgotamento em placa de Petri, e apds 48 horas foi
realizada a coloracdo de Gram. No caso dos procariontes, objetivou-se confirmar as
diferencas na estrutura das paredes celulares (positiva e negativa) e as caracteristicas
morfoldgicas (bastonetes); para as leveduras o intuito foi de confirmar a microscopia.

As culturas também foram checadas macroscopicamente, com o auxilio de
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estereomicroscopio (Leica Microsystems) mediante a observacdo de tamanho, borda,
elevagdo, pigmentacdo, forma e consisténcia da biomassa.

No caso dos fungos filamentosos, a viabilidade e pureza foram confirmadas
utilizando-se a técnica de cultivo monospérico a partir da cultura em meio sdlido, e
observacao microscopica mediante laminas a fresco, coradas com azul de Lactofenol

(CROUS et al., 2019).

4.1.2 Contagem dos micro-organismos

Dois métodos foram utilizados para quantificar os indculos utilizados, pré e pos-
ensaios: 1. Para as espécies unicelulares (bactérias e leveduras), utilizou-se a
metodologia de gotas em &dgar 0,1% de acordo com Hunter e Belt (2003) e Kirsop e
Doyle (1991); 2. As unidades formadoras de fungos filamentosos foram anotadas
através da técnica de semeadura por espalhamento (com al¢ca de Drigalski). Em ambos
os casos foram realizadas diluicdes em série: as bactérias e leveduras diluidas em 4dgar
0,1% e os fungos filamentosos em dgua destilada esterilizada.

No preparo da suspensdo das células com o crioprotetor (Skim Milk Difco™ BD)
foi utilizado um volume total de 10 mL em placa de Petri. O método da contagem em
gotas de dgar consistiu na dilui¢do dessa suspensdao em microtubos, sendo o tubo inicial
com 900 pL de dgar 0,1% e os demais com 990 uL, conforme ilustra a Figura 1.

Com o auxilio da micropipeta, 100 pL da suspensdo de células em Skim Milk foram
transferidos para o tubo contendo 900 uL e a partir deste, 10 uLL foram transferidos de
forma seriada aos demais. Apds, 100 uL. de cada diluicdo foram retirados e plaqueados
na marcacdo correspondente na placa de Petri, sendo divididos em trés gotas (Figural).

Para fungos filamentosos foi realizada a diluicdo dessa mesma forma, porém em
agua destilada esterilizada e transferidos 100 uL para uma placa contendo meio de
cultivo especifico para cada linhagem e semeado com o auxilio da al¢a de Drigalski.

Nos dois casos as placas foram encubadas em BOD a 28°C e observadas apds 48

horas.
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Figura 1. Contagem do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de bactérias

e leveduras, pela técnica de gotas em dgar 0,1%.

4.1.3 Fotodocumentaciao dos micro-organismos

Para avaliar se as caracteristicas macroscopicas das culturas estudadas e seu tempo
de crescimento haviam se mantido apds os ensaios otimizados, as culturas liofilizadas
foram reativadas, observadas e fotodocumentadas. O tempo de crescimento esperado
para as bactérias e leveduras foi de até 48 horas e para fungos filamentosos de até 7
dias. Caso houvesse alguma alteracdo nestes parametros supracitados o ensaio seria

classificado como insatisfatorio.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Montagem do planejamento

O delineamento foi pensado e elaborado a partir dos dados do protocolo CBMAI
original, discutido entre o representante técnico do equipamento e diversos
pesquisadores; doravante este serd denominado protocolo padrdo, Tabela 2. Apds o
estudo do processo € do manual do equipamento foram elencadas as quatro varidveis
envolvidas, conforme aponta a Tabela 3, sendo: 1. Tempo de congelamento; 2.
Temperatura de Congelamento; 3. Tempo de secagem; 4. Volume de in6culo no frasco.

O valor de vicuo aplicado no processo ndao variou, pois € uma condicdo pré-

determinada pelo equipamento, de acordo com instru¢cdes do manual de operacdo. A
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etapa de secagem secundéria, considerada opcional pelo fabricante em fun¢ao do baixo

volume a ser liofilizado ( entre 300-1000 pL), ndo foi incluida nos ensaios do

delineamento.

Tabela 2. Protocolo CBMALI adotado no estudo como “Protocolo padrao”.

Inéculo Etapa Temperatura Duracio Vacuo
Loading +20°C
Freezing -25°C 3:00
Freezing -25°C 0:30
main drying -25°C 0:05 0.120
400 uL main drying -10°C 10:00 0.120
main drying 10°C 15:00 0.120
main drying 20°C 5:00 0.120
final drying 20°C 0:05 0.030
final drying 25°C 5:00 0.030
Total 38h40min

Tabela 3. Tabela de niveis das varidveis do processo.

Caédigo Fatores -1 0 1
x1  Quantidade de in6culo 300 650 1000
x2  Temperatura de congelamento -30 -25 -20
x3  Tempo de congelamento 3 3,5 4
x4 Tempo de secagem 5 10 15

Logo, definida as varidveis em estudo, o delineamento mais adequado para

trabalhar foi o Fracionado 2 *' com 3 Pontos Centrais, conforme indica a Tabela 4.

Foram gerados oito ensaios, sendo o ponto central o ensaio de nimero 9, que funcionou

como um controle de qualidade da reprodutibilidade dos ensaios, uma vez que o

delineamento visa reduzir a quantidade de repeticdes. Ele foi realizado em trés

momentos: no inicio dos testes, no meio e no final. Esses dados estdo apontados na

Tabela 5.
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x1 x2 x3 x4
Ensaios x1 x2 x3 x4 Quant.de Temperatura Tempo de Tempo
inoculo de congelamento de
(espessura) congelamento secagem
(uL) (§) (h) (h)
1 -1-1 -1 -1 300 -30 3 5
2 I -1 -1 1 1000 -30 3 15
3 -1 -1 1 300 -20 3 15
4 1 1 -1 -1 1000 -20 3 5
5 -1-1 1 1 300 -30 4 15
6 I -1 1 -1 1000 -30 4 5
7 -1 I -1 300 -20 4 5
8 1 1 1 1 1000 -20 4 15
9 O 0 0 O 650 -25 3,5 10
Tabela 5. Ensaios gerados pelo Delineamento Fracionado 2 +143p.C.
Ensaio Inéculo T°C de Tempo de Tempo de  Vacuo Duracao
(pL) congelamento congelamento secagem (mbar) (horas)
1 300 -30°C 3h 5h 08h05
2 1000 -30°C 3h 15h 18h05
3 300 -20°C 3h 15h 18h05
4 1000 -20°C 3h Sh 08h05
5 300 -30°C 4h 15h 0.120 19h05
6 1000 -30°C 4h Sh 09h05
7 300 -20°C 4h 5h 09h05
8 1000 -20°C 4h 15h 19h05
9 650 -25°C 3h30 10h 13h55

4.2.2 Forma de analise dos resultados do delineamento

A andlise dos resultados foi realizada com o auxilio do software Protimiza

Experimental Design, para indicar os efeitos que as varidveis tiveram sob cada ensaio.

Os principais critérios definidos para classificar um ensaio como “satisfatorio”

foram: 1. Manter a contagem celular pds-liofilizagdo semelhante a inicial; 2. Preservar

as caracteristicas macro e microscopicas de acordo com o observado inicialmente,

respeitando o tempo de crescimento das coldnias, inclusive.

Além da andlise de varidncia, foi calculada a perda de viabilidade celular em

relagc@o aos ensaios, comparado com a média do protocolo padrio, através dos dados da

contagem pré e pds-liofilizacdo. O principal critério de avaliacdo foi a estabilidade da

contagem no mesmo ciclo logaritmico. Exemplificando, o ensaio foi considerado



29

satisfatério, sem perda da viabilidade celular, se na contagem pré o resultado foi X.10% e
na contagem pos o resultado foi Y.108.

Logo, os ensaios considerados satisfatérios em relagdo a todos os critérios
supracitados foram submetidos a um teste validativo. Esta etapa consistiu em repetir os
ensaios em triplicatas exatamente na mesma condicdo anterior para checar a
reprodutibilidade dos resultados.

As médias dos ensaios validados foram comparadas com a média do protocolo
padrao, visando avaliar a uniformidade dos dados. Para isto, foi feito o calculo do
desvio padrao das médias, onde se 1€: valores baixos de desvios (préximos de zero)
significam que os dados do conjunto estdo mais proximos da média (NOVAES, 2015).

A confiabilidade dos resultados acima pdde ser corroborada através da andlise de
Tukey (1953), também conhecido como teste de Tukey da diferenga honestamente
significativa (HSD — Honestly Significant Difference). Essa andlise definiu a menor

diferenca significativa entre as médias dos ensaios otimizados e do protocolo padrdo.

4.3 Liofilizacao

4.3.1 O equipamento

O liofilizador utilizado pela CBMAI € da marca alema Christ. Abaixo, seguem as
especificacdes basicas do equipamento ilustradas pelas Figuras 2 e 3.

1. Liofilizador Christ — modelo Gamma 2-16 LSC e Bomba de vicuo Vaccubrand

—modelo RZ6.

Todas as etapas — congelamento, secagem primdria e fechamento dos frascos 2R,
foram realizadas dentro do préprio equipamento, restando apenas a lacracdo manual
com lacre de aluminio.

O liofilizador possui 2 prateleiras compostas por 2 termoblocos cada, com
capacidade total de liofilizar 188 frascos 2R. As prateleiras congelam de forma indireta
e para as etapas de secagem utiliza o calor do préprio material para elevar sua

temperatura até a mais proxima do ambiente (em torno de 20 a 25°C)
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Figura 2. Liofilizador Christ.
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Figura 3. Bomba de vacuo utilizada no processo.

4.3.2 Preparo das amostras microbianas

O Crioprotetor eleito para o estudo foi o0 mesmo utilizado pela CBMAI em sua
rotina, o Skim Milk (Difco™ BD) — Leite desnatado 10%. Para cada linhagem estudada
foi utilizado um volume de 10 mL dessa solucdo, que apds preparada, foi

homogeneizada em agitador magnético e autoclavada por 6 minutos a 121°C.
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Todo o procedimento foi realizado sob condicdes assépticas, em uma camara de
fluxo laminar (Veco — Bio Seg 12) . Diferentes volumes de in6culo foram testados: 300
pL, 650 uL. e 1000 pL. Os frascos foram tampados até o primeiro estidgio da tampa de
borracha (Figura 4) e colocados no termobloco do liofilizador, conforme a Figura 5.

Ap6s o término da preservacdo os frascos foram reservados em geladeira a 4-6 graus

Ce.

TAMPA EM

PRIMEIRO \

ESTAGIO

FECHADO

Fonte: elaborado pela autora (2020)

Figura 4. Demonstracdo do frasco 2R com tampa de borracha em primeiro estigio.

oy

B6SLOLL M-
CrminT @ 110159

Fonte: autora (2018)

Figura 5. Termobloco utilizado para acoplar os frascos dentro do liofilizador.

4.3.3 Reativacao das amostras apos liofilizacao

Apo6s o processo de liofilizacdo os frascos em triplicatas selecionados para
reativagdo foram retirados da geladeira e abertos em camara de fluxo laminar. Cada
linhagem foi rehidratada com 10 mL do caldo de cultivo recomendado para cada

espécie. Os frascos foram homogeneizados e ficaram em repouso por 20 minutos para
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completa hidratacdo. Apds, o processo de preparagdo da contagem pds-liofilizacao foi
realizado e as placas foram incubadas respeitando o tempo de crescimento de cada

linhagem.

4.4 Autenticacio molecular dos isolados

4.4.1 Extracao do DNA genomico

A confirmacdo da identidade das linhagens estudadas foi realizada pela técnica de
sequenciamento do DNAr, utilizando-se o protocolo proposto por Aamir et al. (2015),
modificado. As seis linhagens foram cultivadas em meio sélido adequado para cada
uma (Tabela 1). Os indculos foram transferidos para um tubo de 2,0 mL contendo
esferas de vidro para lise mecanica e 800 uL de solu¢do de extragdo com fenol. Apds
serem agitados em vortex, os tubos ficaram em banho-maria a 65°C por 20 minutos,
sendo novamente agitados e entdo centrifugados a 16.000 g por 5 minutos a 4°C. Ao
sobrenadante foi adicionado 1 volume de fenol e novamente centrifugado a 16.000 g por
5 minutos a 4°C. O sobrenadante desta etapa recebeu 1 volume de fenol e 1 volume de
cloroférmio (1:1) e foi levado a centrifugacdo nas mesmas condi¢des anteriores. Esta
etapa foi repetida, porém adicionando 1 volume de cloroférmio. O volume restante
recebeu 600 puL de isopropanol e ficou no freezer por 20 minutos. O conteddo foi
centrifugado a 16.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao
precipitado foi adicionado 100 pL de etanol 70%. O material foi centrifugado a 16.000
g por 2 minutos a 4°C e descartado. Apos a completa evaporacdo do etanol 70%
(overnight) foram adicionados 40 pL de dgua MilliQ. A integridade e a concentracdo do
DNA ap6s extragdo foi estimada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
SYBR™ Safe. O padrdo de concentragdo utilizado foi o DNA gendmico do fago

lambda e a visualizag@o ocorreu em fotodocumentador sob luz UV.

4.4.2 Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR) e purificacao dos produtos de
PCR

O DNA obtido foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo dos fragmentos das regides mais adequadas para cada micro-organismo

conforme a Tabela 6. Os produtos de PCR foram visualizados em fotodocumentador

através de eletroforese em gel de agarose e foram purificados utilizando o kit GFX™

PCR DNA e Gel Brand Purification (GE Health Care) de acordo com as orientacdes do

fabricante.
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Tabela 6. Primers e suas condicdes de amplificacao.

Linhagem Primer Referﬁncia Regido Condicao
B. aryabhattai 10fe 1100r  (YESQUEN, 2018)  DNAr 16S
S. leidyi 10fe 1100r (GOULART, 2019) DNAr 16S
R.mucilaginosa NL1 e NL4 (SANTOS, 2013) DNA 26S  94°-2 * 30x
S. cerevisiae  NL1eNL4  (SANTOS,2013)  DNA 268 g92431)*5§21 g
T.longibrachiatum 1018f e 1620r (SILVA, 2017) TEF 3’; 4° ©

C.globosum ITS1 e ITS4 (SILVA, 2017) ITS

4.4.3 Sequenciamento dos produtos da PCR

A reagdo de sequenciamento ocorreu em placa com 96 pocos compativel com o
sequenciador ABI3500 XL (Applied Biosystems). A quantidade de DNA utilizada
variou de acordo com o tamanho do fragmento da PCR de cada amostra. Para cada
primer utilizado foi preparado um mix com reagentes indicados na Tabela 7. O volume
por reacao foi multiplicado pela quantidade de amostra que foram sequenciadas com o

mesmo primer.

Tabela 7. Reagentes e volume para reacdo de sequenciamento.

Reagentes Volume por reaciao (10 pL)
Tampao Save Money 2 uL
Primer (5 pM)’ 0,5 uL
Big DYE (Life Technologies) 0,5 uL
DNA (10-20 ng/ pL) 2 uL
Agua MilliQ 5uL
Volume total 10 uL

" Os primers utilizados na reacio de sequenciamento foram os mesmos usados na Reacdo de PCR, porém diluidos a partir da

solugdo estoque no momento do uso.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Viabilidade celular pré e pés-liofilizacao dos ensaios otimizados

5.1.1 Fungos Filamentosos

Os resultados da contagem dos fungos filamentosos 7. longibrachiatum e C.
globosum estao expressos nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Considerando a
importancia de se obter um protocolo capaz de manter a boa viabilidade celular, os

ensaios que apresentaram melhores resultados para este grupo foram: T.
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longibrachiatum — ensaios 3, 4, 6, 7 e 8 (Tabela 3); C. globosum — ensaios 3, 4, 5 e 8
(Tabela 3). Levando-se em conta o interesse por um protocolo robusto, os ensaios 4
(com duracdo de 08h05 min) e 8 (com duracdo de 19h05min) foram satisfatérios para

ambas as linhagens, e também sdo os que mais se assemelham ao protocolo padrio.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 6. Contagem pré e pés-liofilizagdo para T. longibrachiatum de todos os ensaios
realizados e ensaio padrao.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)
Figura 7. Contagem pré e pos-liofilizacdo para C. globosum de todos os ensaios
realizados e ensaio padrao.

Alguns ensaios se mostraram insatisfatérios em relacdo a viabilidade celular. Em
todo tipo de preservagdo, é esperado que haja perda celular, inclusive na liofilizacdo
pois ha etapas capazes de injuriar a célula (Dellaretti, 2014). Apesar de nao ser
esperado, uma perda de viabilidade préxima de 100% foi registrada nos ensaios 1,2 e 6
para a cultura de C. globosum, onde a contagem pds-liofilizacdo foi <10'UFC/mL. T.

longibrachiatum apresentou em alguns ensaios perdas significativas, mas com algum
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crescimento em todas as contagens pos-preservacao, talvez justificado pelo fato de ser
um fungo com alta esporulagdo.

O ensaio 3 apresentou sensivel perda para a linhagem 7. longibrachiatum e bons
resultados para C. globosum e no ensaio 6 ocorreu o contrdrio, logo, esses protocolos
podem ser classificados como intermedidrios para as respectivas linhagens para ndo
serem inviabilizados.

Morgan et al. (2006) e Prakash et al. (2012) afirmam que a concentrac¢io inicial
desejada para garantir uma boa recuperacdo pds-liofilizacdo deve ser superior a 108
UFC/mL. Para algumas espécies como C. globosum que produz esporos sexuados
maiores, porém em menor quantidade, torna-se mais dificil alcancar tal poténcia. No
experimento realizado foi necessdrio a utilizacdo de 4 a 6 placas de crescimento celular
para atingir uma concentracao de 10* UFC/mL. Em alguns ensaios ela se manteve,
indicando que ndo houve perdas celulares.

O estudo de Dellaretti (2014) indicou que protocolos experimentais de preservacao
devem apresentar uma taxa de reativacdo superior a 75%, sendo sempre recomendado
que haja a checagem logo apds o término da liofilizagdo. A Figura8 indica a taxa de

perda da viabilidade celular logo apds a preservacao.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 8. Taxa de perda de viabilidade celular para o grupo dos fungos filamentosos
pos-ensaios realizados e padrao.

Os resultados mostraram que os ensaios 3, 4 e 8§ — que tiveram perda celular abaixo
de 25% foram os mais indicados para o grupo dos fungos filamentosos. E fato que
algumas caracteristicas morfoldgicas das linhagens podem ter interferido para o sucesso

da viabilidade. Costa et al. (2009) descreve que fungos filamentosos menos esporulados
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podem ndo suportar as injurias causadas pela liofiliza¢do, porém, como a maioria dos
esporos habitualmente possuem menos dgua do que hifas vegetativas, mesmo sendo
uma esporulagdo moderada ja existe vantagem para suportar a dissecacdo causada pela
secagem.

Alguns parametros do ensaio também podem ter influenciado negativamente nas
perdas de C. globosum. Os ensaios 1, 2 e 6, que ndo obtiveram crescimento pds-
reativacdo (10" UFC/mL) foram congelados a uma temperatura de -30°C, enquanto nos
ensaios bem-sucedidos o congelamento ocorreu a temperatura de -20°C. Embora a
andlise estatistica (item 5.4.1) tenha considerado este fator nao significante, hd estudos
que sugerem que a linhagem € extremamente sensivel a mudangas de temperatura. Um
exemplo € que a temperatura de incubagdo a 35°C € adequada, porém, ao aumentar para
42°C o fungo nao apresenta crescimento (OIKAWA 2010).

Os ensaios que foram satisfatorios para 7. longibrachiatum possivelmente poderiam
ser testados ou utilizados para outros representantes de fungos filamentosos com alta

taxa de esporulacdo como Penicillium ou Aspergillus.

5.1.2 Contagem de viabilidade — Leveduras

As leveduras responderam melhor na maioria dos ensaios, mesmo sendo
considerado que células grandes (podem chegar até 12 micra de comprimento) ndo tém
tanto sucesso na liofilizacao.

Estudos como os de Alcarde (1996), Abadias et al. (2001) e Santos (2013)
evidenciaram que o uso de leite desnatado 10% como agente crioprotetor, tem forte
influéncia na taxa de viabilidade celular pés-liofilizacdo. De modo geral S. cerevisiae
costuma apresentar baixa recuperagcdo poés-preservaciao, porém a taxa de sobrevida €
substancialmente mais elevada quando hd o uso deste crioprotetor. As Figuras 9 e 10
indicam a contagem pré e pos-liofilizacdo das duas representantes do grupo das

leveduras, S. cerevisiae e R. mucilaginosa, respectivamente.
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Figura 9. Contagem pré e pos-liofilizacdo para S. cerevisiae de todos os ensaios
realizados e ensaio padrao.
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Figura 10. Contagem pré e pés-liofilizagdo para R. mucilaginosa de todos os ensaios
realizados e ensaio padrao.

Embora quase todos os ensaios tenham sido satisfatdrios, os ensaios 3,4 e 8 também
foram eleitos para este grupo para a montagem de um protocolo robusto. Os demais
ensaios podem ser realizados eventualmente, ja que ndo tiveram perdas considerdveis de
viabilidade conforme ilustra a Figura 11. Porém os trés selecionados sdo os que
apresentam melhores tempos de duracdo de processo, deste modo, sao mais vantajosos.

Os ensaios selecionados também sdo proximos ao protocolo padrao.



38

100
80

%
de perda

40

| H
0 T - T T T T 1
8 9 10

1 2 3 4 5 6 7 11 Padrio

Ensaios

B Saccharomyces cerevisiae B Rhodotorula mucilaginosa

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 11. Taxa de perda de viabilidade celular para o grupo das leveduras pds-ensaios
realizados e padrao.

Apesar do ensaio 3 ter apresentado uma pequena queda na viabilidade de S.
cerevisiae considera-se que o resultado foi satisfatério para a linhagem, ndo
inviabilizando o protocolo. A literatura reporta que de modo geral as leveduras sio
micro-organismos faceis de estocar devido a resisténcia a condi¢des adversas (KIRSOP
e SNELL, 1984), suportando bem o processo de liofilizacdo que em alguns casos pode
resultar em baixos niveis de sobrevivéncia e estabilidade celular para alguns grupos.
Nossos resultados mostraram que mesmo apresentando células maiores, em geral
susceptiveis, as leveduras constituem um grupo onde a liofilizagdo pode ser
recomendada.

Vergne e Tutunji et al. (2004) observaram que a temperatura de -20°C para
congelamento € adequada para a maioria dos micro-organismos, mas ainda podem haver
células sensiveis que ndo sobreviveriam por longos periodos. No caso das leveduras

deste estudo também houve bons resultados para o congelamento a -30°C.

5.1.3 Contagem de viabilidade — Bactérias

Os ensaios testados foram positivos para o grupo das bactérias. Ambas as espécies
apresentaram 6timas condi¢des de viabilidade pds-preservacao. O resultado satisfatério
jé era esperado ja que comumente em literatura sobre o assunto 1&-se sobre o sucesso da
liofilizacdo para o grupo, sendo esta forma de preservacdo uma atividade rotineira

dentro das maiores colecdes de distribuicao de linhagens do mundo todo. As Figuras 12
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e 13 ilustram os dados da contagem de B. aryabhattai e S. leidyi (respectivamente) em

todos os ensaios realizados e no protocolo padrio.
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Figura 12. Contagem pré e pds-liofilizacdo para B. aryabhattai de todos os ensaios
testados e ensaio padrao.
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Figura 13. Contagem pré e pés-liofilizacdo para S. leidyi de todos os ensaios testados e
ensaio padrao.

De um modo geral, os ensaios realizados obtiveram resultados semelhantes ao
protocolo padrdo, assim para este grupo, poderiam ser utilizados quaisquer um deles.
Porém, conforme supracitado os ensaio 3, 4 e 8 foram eleitos para serem validados
como os melhores ensaios do delineamento, mas sem inviabilizar o restante. O ensaio 1

apresentou uma infima perda para S.leidyi, porém nada que seja significante
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estatisticamente, sendo assim, entdo, considerado que para este grupo nao houveram
perdas celulares.

Myamto-Shinohara (2008) avaliou a taxa de sobrevivéncia de bactérias Gram
positivas logo apoés a liofilizagdo e observou que elas tiveram maior indice de sobrevida
do que as Gram negativas, justificando este fato pela diferenca de espessura entre as
paredes celulares. No presente estudo esta diferenca nio foi observada, tendo ambos os
metabolismos apresentado os melhores resultados dentre todos os grupos testados. O
estudo de Prakash et al. (2012) atribui o sucesso da sobrevida ao material e vedacdo do
frasco / ampola. Segundo suas observacdes tampas de borracha sem lacres podem
permitir a passagem de dgua e oxigénio afetando a qualidade e viabilidade do
preservado, uma vez que o liofilizado é um material higroscopico, ou seja, absorve
agua.

Para finalizar, a Figura 14 ilustra a perda de viabilidade de todos os micro-

organismos apontando o sucesso dos ensaios 3, 4 e 8 selecionados para a validagao.
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Figura 14. Comparativo da taxa de perda de viabilidade celular para todas as linhagens
estudadas pds-ensaios testados e padrao.

Vale ressaltar que os protocolos que ndo apresentaram perdas para um micro-
organismo, mas apresentaram para outro(s) podem ser utilizados pela linhagem na qual
ele obteve sucesso, porém para a colecio € mais vantajoso que haja apenas um
protocolo capaz de englobar a maioria dos diferentes tipos de metabolismos. A Tabela 8

indica os protocolos especificos para cada linhagem.
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Tabela 8. Protocolos otimizados especificos para cada linhagem.

Linhagem Protocolo Tempo de duracio (respectivamente)
T. longibrachiatum 3,4,6,7,8 18h05min; 08h05min; 09h05min;
09h05min; 19h05min.
C. globosum 3,4,5,8 18h05min; 08h05min; 19h05min;
19h05min.
S. cerevisiae 1,2,3,4,5,6,8,9 08h05min; 18h05min; 18h05min;

08h05min; 19h05min; 09h05min;
19h05min; 13h55min

R. mucilaginosa 1,2,3,4,5,6,8 08h05min; 18h05min; 18h05min;
08h05min; 19h05min; 09h05min;

19h05min.
B. aryabhattai Todos 08h05min; 18h05min; 18h05min;

08h05min; 19h05min; 09h05min;
09h05min; 19h05min; 13h55min.
S. leidyi Todos 08h05min; 18h05min; 18h05min;
08h05min; 19h05min; 09h05min;
09h05min; 19h05min; 13h55min.

5.2 Caracteristicas morfolégicas das linhagens

5.2.1 Fungos filamentosos

As caracteristicas morfolégicas macro e microscopicas do grupo dos fungos
filamentosos pds-ensaios otimizados permaneceram inalteradas, o que ji era previsto,
pois apesar das técnicas de preservacdo injuriar as células a ponto de provocar certa
perda de viabilidade, os métodos geralmente ndo alteram a morfologia da célula. O que
pode ser esperado € a dificuldade de crescimento pds-preservacdo. O tipo de
crioprotetor usado pode ser um dos motivos de alteracdo da taxa de crescimento,
conforme relatado por Malik (1998). Muitas vezes € necessdario mais de um repique
para que a cultura volte a crescer em sua normalidade. Esse aspecto, entretanto, nao foi
observado neste estudo em nenhum dos ensaios testados, mostrando um importante
aspecto positivo dos protocolos propostos.

As Figuras 15 e 16 ilustram as caracteristicas morfoldgicas macro e microscopicas

dos fungos filamentosos Chaetomium globosum e Trichoderma longibrachiatum
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(respectivamente) antes e apos os ensaios 3, 4, 8 e padrdo. Esta andlise foi determinante

para julgar se esses ensaios seriam ou nao validados.

(€3)
Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 15. Caracteristicas morfoldgicas de C. globosum apds os ensaios otimizados e
caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento. b pds-ensaio padrdo. ¢ pds-
ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f asco colorido com Azul de Lactofenol

(aumento de 1000x). g ascdsporos limoniformes (400x). h ascoma com rizoides basais.



43

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 16. Caracteristicas morfolégicas de 7. longibrachiatum apds o0s ensaios
otimizados e caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento. b pos-ensaio
padrdo. ¢ pdés-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f conidios esféricos corados com

Azul de Lactofenol (400x). g e h estruturas reprodutivas (conidios e fidlides) - (1000x).

5.2.2 Leveduras

As células leveduriformes também ndo apresentaram alteragdes em sua morfologia
macro ou microscopica. O tempo de crescimento das colonias permaneceu 0 mesmo €
as caracteristicas de pigmentacdo de R. mucilaginosa nao se mostrou alterada apds
nenhum ensaio testado. As imagens apresentadas nas Figuras 17 e 18 permitem

evidenciar estes dados.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 17. Caracteristicas morfoldgicas de S. cerevisiae apds os ensaios otimizados e
caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pds-ensaio padrio. ¢

pos-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f células leveduriformes apds coloracao de
Gram (1000x).

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 18. Caracteristicas morfoldgicas de R. mucilaginosa apds os ensaios otimizados
e caracteristicas microscOpicas observadas. a Crescimento isolado. b pds-ensaio padrio.

¢ pos-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f células leveduriformes apds coloracao
de Gram (1000x).
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5.2.3 Bactérias

B. aryabhattai e S. leidyi ndo demonstraram nenhuma alteragcdo morfoldgica pds-
ensaio, tendo todas as caracteristicas inicialmente observadas mantidas. S. leidyi
comumente possui crescimento mais lento de que B. aryabhattai e suas coldnias sdo
exiguas, diferentemente do Bacillus. As Figuras 19 e 20 ilustram as caracteristicas

morfoldgicas macroscdpicas apds cada ensaio e microscopia caracteristica observada de

forma geral em todos os ensaios realizados.

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 19. Caracteristicas morfoldgicas de B. aryabhattai ap6s os ensaios otimizados e
caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pos-ensaio padrdo. ¢
pos-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f bastonetes Gram positivos — cor roxa

revelada na coloracdo de Gram (aumento de 1000x).
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 20. Caracteristicas morfolégicas de S. leidyi apds os ensaios otimizados e
caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pds-ensaio padrio. ¢
pés-ensaio 3. d poés-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f bastonetes Gram negativos — cor

vermelha revelada na coloracdo de Gram (aumento de 1000x).

5.3 Validacao dos ensaios testados

Apos selecionar os ensaios 3, 4 € 8 como as condi¢des mais otimizadas do
delineamento experimental os mesmos passaram pelo teste validativo. Os ensaios foram
repetidos por trés vezes em momentos diferentes e nas trés repeticoes comprovaram sua
eficacia, conforme indica as Tabelas 9 para fungos filamentosos, 10 para leveduras e 11
para bactérias.

Os resultados abaixo comprovam que os testes sdo passiveis de repetitividade, uma
vez que apresentaram a concentracdo inicial semelhante (também devido a padronizac¢do
do ndmero de placas utilizadas no preparo das amostras) e a concentracdo final
permaneceu o esperado como satisfatorio para os ensaios.

Durante os testes de validacdo também foi observado quanto as caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas e microscopicas, ndo havendo nenhuma alteragdo relevante

conforme j4 relatado nos resultados supracitados.
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Tabela 9. Resultados dos testes de validagdo dos ensaios otimizados para fungos

filamentosos.
Contagem (UFC/mL)
T. longibrachiatum C.globosum
Ensaio Pré-liofilizacao Pés- liofilizacdo  Pré-liofilizacao Pos-liofilizacao
3 3,9x10° 8,0x10’ 5,9x10" 3,0x10"
3 4,0x10° 9,0x10’ 6,2x10" 3,5x10*
3 4,3x108 8,0x10’ 5,7x10" 2,9x10"
4 5.6x10° 5,3x10° 6.5x10" 6,3x10"
4 5,3x10° 5,1x108 6.2x10* 6,1x10"
4 5.4x10° 5,2x10° 6,3x10* 6,1x10*
8 4,9x10° 4,1x10° 5.9x10" 3,7x10"
3 3.4x10° 2,8x10°% 6,8x10* 4,1x10"
8 3.93x10° 3,1x10° 6.6x10* 3,9x10"

Tabela 10. Resultados dos testes de validacdo dos ensaios otimizados para leveduras.

Contagem (UFC/mL)
S. cerevisiae R. mucilaginosa
Ensaio Pré-liofilizacio Pos- liofilizacdo  Pré-liofilizacao Pos-liofilizacao
3 1,59x10" 2,9x10" 5,8x10" 3,0x10"
3 1,63x10" 3,1x10" 5,1x10" 2,9x10"
3 1,50x10" 3,2x10" 5,4x10" 3,1x10"
4 1,75x10" 1,17x10" 6,9x10' 5,4x10"
4 1,69x10" 1,12x10" 6,5x10" 5,8x10"
4 1,73x10" 1,14 x10" 6,6x10" 5,0x10"
8 1,10x10" 1,01x10" 6,1x10'" 5,7x10"
8 1,08x10" 1,01x10" 6,7x10" 6,1x10"
8 1,15x10" 1,10x10" 6,8x10" 6,2x10"




Tabela 11. Resultados dos testes de validagcao dos ensaios otimizados para bactérias.
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Contagem (UFC/mL)

B. aryabhattai

Ensaio Pré-liofilizacio

Pos- liofilizacao

S. leidyi

Pré-liofilizacdo Pos-liofilizacao

1,6x10"
1,8x10"
1,4x10"
2,1x10"
1,8x10"
2,0x10"
2,0x10"
1,6x10"
2,2x10"

w

L KR XEAE A A WW

1,5x10"
1,6x10"
1,2x10"
1,9x10"
1,7x10"
1,9 x10"
1,8x10"
1,5x10"
2,1x10"

1,88x10"
1,85x10"
1,79x10"
1,77x10"
1,81x10"
1,89x10"
1,83x10"
1,77x10"
1,71x10"

1,85x10"
1,82x10"
1,77x10"
1,74x10"
1,77x10"
1,86x10"
1,80x10"
1,74x10"
1,68x10"

5.4 Reativacao dos preservados apos seis meses
5.4.1 Fungos filamentosos

A contagem da reativacdo dos preservados de fungos filamentosos apds 180 dias,

apresentados na Tabela 12, confirmam que ndo houve perda posterior a reativaciao logo

apés a preservacdo € que os micro-organismos permaneceram vidveis durante este

periodo de estocagem. Este dado € fundamental para conferir seguranca aos protocolos

testados, uma vez que esses ensaios experimentais nunca foram avaliados apds

estocagem e estdo prestes a serem incorporados na coleg@o.

Tabela 12. Contagem dos fungos filamentosos apds 180 dias de preservacao.

Contagem (UF C/mL)"
T. longibrachiatum C.globosum
Ensaio Pos liof Pos 6m Pos liof Po6s 6m
3 7x10’ 2x10’ 3,2x10* 1,7x10*
4 5,0x10° 3,1x10° 6,0x10" 2,5x10"
8 2,8x10° 1,7x10® 3,7 x10* 2,5x10"
Padrio 1,7x10° 1,0x10° 3,8 x10* 1,9x10*

' Média de triplicatas

Conforme anteriormente citado, a liofilizacdo é um método de preservagdo capaz de

perdurar por mais de 40 anos, porém, diversas literaturas, inclusive protocolos online
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disponiveis pela CBS — KNAW Collections indicam que a reativagdo do liofilizado
ocorra em dois momentos: logo apds a preservacdo e apds armazenamento a fim de
rastrear a viabilidade do micro-organismo e assim evitar possiveis perdas totais da
linhagem. Smith e Onions (1994) analisaram diferentes linhagens pertencentes a
diversos filos do grupo dos fungos filamentosos apds a liofilizacdo. Eles reativaram as
linhagens apds um periodo entre 7 e 20 anos e observaram que exemplares das ordens
Hypocreales e Sordariales — ordens onde estdo os fungos filamentosos deste estudo,
apresentaram taxa de viabilidade de 93 e 97%, respectivamente. De modo geral, o filo
Ascomycota foi 0 que apresentou maiores taxas de viabilidade apds longo periodo.
Micro-organismos dos filos Basidiomycota e Oomycota tiveram suas viabilidades
prejudicadas. Estes dados reforcam o fato de que fungos filamentosos esporulados tém
maiores chances de sobrevida apo6s a liofilizacao.

As Figuras 21 e 22 reportam as caracteristicas macroscopicas das linhagens T.
longibrachiatum e C. globosum (respectivamente) apds este periodo, indicando que

também nao houve alteragdes.

) : 4

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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Figura 21. Caracteristicas morfoldgicas de T. longibrachiatum apds seis meses dos
ensaios otimizados e caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento. b pds-
ensaio padrdo. ¢ pds-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f e g estruturas
reprodutivas (conidios e fidlides) - (aumento de 1000x). h conidios esféricos colorido

com Azul de Lactofenol (aumento de 400x).

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 22. Caracteristicas morfoldgicas de C.globosum apds seis meses dos ensaios
otimizados e caracteristicas microscOpicas observadas. a Crescimento. b pds-ensaio
padrdo. ¢ pds-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f ascosporos limoniformes

(aumento de 400x).

54.2 Leveduras

A levedura S. cerevisiae apresentou na reativacdo do ensaio 3 uma queda de 2
ciclos logaritmicos e no ensaio 4 apenas de 1; os demais ensaios ndo houveram perdas
em relacdo 4 ultima contagem. A R. mucilaginosa teve uma sensivel queda apenas no
ensaio 3. Esses dados estdo destacados na Tabela 13.

Os estudos feitos por Costa e Ferreira (1991) e Silva et al (1992) revelam que
mesmo a liofilizagdo promovendo taxas significativas de morte para o grupo das
leveduras, a viabilidade celular remanescente € estavel durante o periodo de estocagem,

aspecto observado para os ensaios 4, 8 e padrao.
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Tabela 13. Contagem das leveduras apds 180 dias de preservacao.

Contagem (UFC/mL)1
S.cerevisiae R. mucilaginosa
Ensaio Pos liof Poés 6m Pos liof Poés 6m
3 1,8x10" 2,1x10" 3,6x10" 6x10"
4 1,07x10" 2,5x10" 4,8x10" 3,4x10"
8 5,7x10" 1,3x10" 1,51 x10" 1,06x10"
Padrio 6,9x10'" 3,3x10" 1,4 x10" 1,0x10™

' Média de triplicatas

Santos (2013) avaliou em seu estudo a recuperagao de leveduras recém liofilizadas
e ap6s 180 dias notando que houve perdas tanto durante o processo quanto durante a
estocagem, fato semelhante ocorreu neste presente estudo no ensaio 3 para S. cerevisiae;
notou-se perda na contagem logo apds a liofilizagdo e também na reativacdo ap0s seis
meses, tendo a linhagem perdido 3 ciclos logaritmicos desde sua contagem inicial neste
protocolo

Outro estudo de Miyamoto-Shinohara et al. (2006) investigou a taxa de
sobrevivéncia de diferentes micro-organismos liofilizados submetidos a estocagem por
mais de 20 anos e S. cerevisiae obteve mais perdas logo apos a liofilizacdo do que
subsequente a estocagem. O autor associa este fato a condicdes favordveis e adequadas
de armazenamento uma vez que ja conhecida a perda logo apds o processo de
preservacao.

As figuras 23 e 24 indicam as caracteristicas macroscopicas das linhagens deste
grupo apds serem reativadas depois de 6 meses de preservacdo. Percebe-se que as

caracteristicas morfoldgicas também ndo sofreram alteracoes.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 23. Caracteristicas morfoldgicas de S. cerevisiae apds seis meses dos ensaios
otimizados e caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pds-
ensaio padrio. ¢ pds-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f células leveduriformes

coradas ap6s coloragcdo de Gram (aumento de 1000x).

() S
Fonte: elaborado pela autora (2019)

o

Figura 24. Caracteristicas morfoldgicas de R. mucilaginosa apds seis meses dos ensaios
otimizados e caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pds-
ensaio padrio. ¢ pds-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f células leveduriformes

coradas apds coloragdo de Gram (aumento de 1000x).
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5.4.3 Bactérias

O grupo das bactérias obteve muito sucesso na reativagdo pds estocagem, pois
apenas o ensaio 3 indicou uma infima perda para B. aryabhattai, conforme aponta a
Tabela 14. Sola (2012) observou que a taxa de sobrevivéncia de algumas espécies
bacterianas se mantinham fixas com o passar do tempo, porém outras declinavam o que
ndo foi observado neste estudo, pois todas se mantiveram até mesmo na checagem logo
apoés a preservagdo. Também nao houve diferenca quanto a bactéria ser Gram positiva
ou negativa, tendo as linhagens apresentado bons resultados em quase todos os

protocolos testados.

Tabela 14. Contagem das bactérias ap6s 180 dias de preservagao.

Contagem (UF C/mL)"
B. aryabhattai S.leidyi
Ensaio Pos liof Po6s 6m Poés liof Pé6s 6m
3 1,5x10" 6x10" 1.80x10" 1.21x10"
4 1,8x10" 1,2x10% 1,81x10" 1,34x10"
8 3,0x10" 1.1x10" 1,81 x10" 1.39x10"
Padrio 1,1x10" 1,0x10" 1,28 x10" 1,15x10"

"'Média de triplicatas

As Figuras 25 e 26 ilustram as caracteristicas macroscopicas € microscopicas de
ambas as linhagens e confirma que ndo houve alteragdes em relacdo a morfologia das
células.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 25. Caracteristicas morfoldgicas de B. aryabhattai apés seis meses dos ensaios
otimizados e caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pés-
ensaio padrdo. ¢ pds-ensaio 3. d pods-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f bastonetes Gram

positivos — cor roxa revelada pela coloracao de Gram (aumento de 1000x).
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Figura 26. Caracteristicas morfolégicas de S. leidyi apds seis meses dos ensaios

otimizados e caracteristicas microscopicas observadas. a Crescimento isolado. b pds-
ensaio padrdo. ¢ pds-ensaio 3. d pds-ensaio 4. e pds-ensaio 8. f bastonetes Gram

negativos — cor vermelha revelada na colora¢do de Gram (aumento de 1000x).

5.5 Analise estatistica

As andlises de efeito indicam a significancia dos parametros testados nos ensaios
validados em relacdo as perdas de viabilidade dos micro-organismos. Conforme
apontam as Tabelas 15 e 16, os campos destacados na cor verde possuem indice de
confianca de 95% (pois o p-valor encontra-se menor que 0,05) e os campos destacados
na cor amarela possuem indice de confiangca de 90% (pois o p-valor encontra-se menor
que 0,1). Em ambos os casos os valores sdo considerados estatisticamente
significativos, ou seja, aquele parametro correspondente teve influéncia para evitar a
perda de viabilidade do micro-organismo. Os campos em branco ndo apresentam

significancia estatisticamente.
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Tabela 15. Andlise de efeitos dos fatores do delineamento sob a perda de viabilidade

. . . 1
dos micro-organismos — fungos filamentosos e leveduras .

T. longibrachiatum C. globosum S. cerevisiae  R. mucilaginosa

Fator p-valor p-valor p-valor p-valor
Quantidade 0,0133 09271 0,0604 0,2923
de in6culo

T°C de 0,0720 0,2771 0,1206 0,5093
congelamento
Tempo de 0,3031 0,8032 0,4323 0,8716
congelamento
Tempo de 0,1683 0,6016 0,8885 0,6790
secagem
"Le-se: b < 0,05 =95% confianca / P <0,1 =90% de confianca.

Tabela 16 Andlise de efeitos dos fatores do delineamento sob a perda dos micro-
organismos — bactérias'.

B. aryabhattai S. leidyi

Fator p-valor p-valor
Quantidade de in6culo 0.0064 0.2558
T°C de congelamento 00179 0.1038
Tempo de 07173 0,7359

congelamento

Tempo de secagem 0,1021 0,0428

"Le-se: b < 0,05 =95% confianca / b < 0,1 =90% de confianca.

O fator “quantidade de in6culo no frasco” mostrou ter sido significante para 7.
longibrachiatum, S. cerevisiae e B. aryabhattai e o fator “temperatura de
congelamento” apenas para 7. longibrachiatum e B. aryabhattai. O “tempo de
secagem” foi significativo apenas para S. leidyi, mas, ainda assim ndo hd suporte nos
resultados que possam indicar que a linhagem tenha de fato sofrido menor perda em
protocolos com tempo de secagem menor, uma vez que o protocolo padrido tem quase
30 horas de secagem e a bactéria também se mostrou vidvel nos testes.

O teste de Tukey foi realizado com todos os ensaios validados, incluindo o padrdo, e
mostrou que as médias diferem estatisticamente no caso dos fungos filamentosos e

leveduras (Tabela 17). No caso da bactéria B. aryabhattai as médias ndo diferiram nos
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ensaios Padrdo, 3 e 4 e nos ensaios 3, 4 e 8, apontando diferenca estatistica apenas entre
0 ensaio padrdo e o ensaio 8; para S. leidyi o ensaio 3, 4 e 8 pertencem a0 mesmo
agrupamento indicando que as médias sdo estatisticamente iguais, sendo apenas o

protocolo padrdo estatisticamente diferente. O indice de confianga deste teste € de 95%.

Tabela 17. Agrupamentos do teste de Tukey.

Linhagens Ensaio Média Desvio padrio Agrupamento’

Padrao 28,8 4,2 A
. . Ensaio 3 97,9 0,2 B
T. longibrachiatum Ensaio 4 43 0.9 N
Ensaio 8 18,2 2,1 D
Padrio 29,0 5,9 A
Ensaio 3 80,5 1,6 B
C- globosum Ensaio 4 2,6 0,9 C
Ensaio 8 38,7 1,2 D
Padrio 20,9 5,8 A
S. cerevisiae Ensaio 3 80,5 1.6 B
Ensaio 4 33,7 0,5 C
Ensaio 8 6,3 1,9 D
Padrao 33,8 4,0 A
R.mucilaginosa Ensaio 3 44,7 3.1 B
Ensaio 4 24,1 2,2 C
Ensaio 8 8,1 1,3 D
Padrio 19,5 8,0 A

. Ensaio 3 10,6 4,0 AB

B. aryabhatta: Ensaio 4 6.7 25 AB
Ensaio 8 6,9 2,8 B
Padrio 12,8 3,8 A
o Ensaio 3 1.4 0,3 B
S leidy! Ensaio 4 1,8 0,3 B
Ensaio 8 1,5 0,4 B

Letras diferentes representam que os dados diferem entre si estatisticamente; letras iguais na mesma

coluna indicam que os dados ndo diferem entre si.

E importante destacar que embora os valores de desvio padrao estejam elevados em
alguns casos — o ideal € que ele esteja o mais proximo de 0, as diferencas de perdas
entre os ensaios validados e o padrao sdo relativamente pequenas, conforme jé ilustrado

pela figura 14.
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5.6 Autenticacao molecular

As andlises moleculares realizadas permitiram autenticar as linhagens trabalhadas
durante este estudo. Apesar das linhagens terem sido avaliadas quanto as caracteristicas
macroscépicas antes de todos os ensaios, esta etapa dentro da CBMALI visa corroborar
com essas observagdes e oferecer um isolado com autenticacdo de confiabilidade
assegurada.

Foram analisadas amostras do ensaio padrio e do ensaio 4, pelo fato dele ter sido a
condicao melhor otimizada do delineamento, apenas com a finalidade de mostrar que as
linhagens testadas sdo as mesmas.

De acordo com a andlise de distancia filogenética realizada pelo método de x
ilustrada pela figura 27 é possivel observar que a amostra de B. aryabhattai
(representada por “Amostra 1) testada no protocolo Padrdo ¢ a mesma amostra que foi

testada no protocolo mais otimizado (representada por “Amostra 7”).

Amostra 7
Bacilus aryabhattai strain B8W22 (EF114313.2)

Amostra 1

Bacilus megaterivm NBRC 15308 ATCC 14581 (NR 112836.1)

Bacillvs fliexus (ABO21185.1)

. Bacilivs circwlans (AY043034.1)
4’-05':5&::#.'.:.'3 nealzoni strain DSM 15077 (EUS56111.1)

Bacilvs methyiotrophicus strain CBMB205 (EU194887.1)

Bacilus gibsoni DSM 8722 (X76446.1)

’—Paembecﬁ'u'us oceanisediminiz strain L10 (JF311508.1)

o I—Peenfbecﬁ'.'us barcinonensis strain B-329 (KJ438704.1)

—_

ooc

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 27. Andlise de distancia filogenética da linhagem B. aryabhattai.

De acordo com a andlise de distancia filogenética ilustrada pela figura 28 € possivel
observar que a amostra de S. leidyi (representada por “Amostra 2) testada no protocolo
Padrao € a mesma amostra que foi testada no protocolo mais otimizado (representada

por “Amostra 87).
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100 | Amostra 2
=1 Amostra 8
Sphingomonas leidyi ATCC 152607 (AJ227812)
33 Sphingomonas kyeonggiensis THG-DT81T (KC252615
Sphingomonas ginsenosidimutans Gsoil 14297 (HM204925)
Sphingomonas paucimobilis ATCC 298377 (U37337)
a5 | Sphingomonas yabuuchiae GTC 8687 (AB071955)
sl Sphingomonas pseudosanguinis G1-27 (AM412238)
—— Sphingobium abikonense 1AM 124047 (AB021416)
Asticoacaulis excentricus DSM 47247 (AJ247194)

0020

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 28. Andlise de distancia filogenética da linhagem S. leidyi.

De acordo com a anélise de distancia filogenética ilustrada pela figura 29 € possivel
observar que a amostra de S. cerevisiae (representada por “Amostra 3) testada no

protocolo Padrao € a mesma amostra que foi testada no protocolo mais otimizado

(representada por “Amostra 97).

73, Amostra 3
8| ssccharomycescersvisize NRRL-Y 126327 (AF005702)
Amostra 9
Saccharomycezmikatae NRRL-Y 273417 (AB040998)
Seccharomyces kudriavzeviN RRL-Y 273357 (AB040995]
Saccharomycesuvarum CBS 3857 (A1 275065

o (SEccharomyceseubsyanusCB3 1 23577 (LTS594193)

20! SaccharomycespastoriznusM RRL-Y 271717 (AF 1138593)
Kazschetanis viticols NRRL-Y 272067 (AYD07894)
Fypozscchammycesrouxil RRL-Y 2287 (AB302808)

0.010

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Figura 29. Andlise de distancia filogenética da linhagem S. cerevisiae

De acordo com a andlise de distancia filogenética ilustrada pela Figura 30 ¢é

possivel observar que a amostra de R. mucilaginosa (representada por “Amostra 4”)
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testada no protocolo Padrio é a mesma amostra que foi testada no protocolo mais

otimizado (representada por “Amostra 10”).

Rhodotoruls mucisginoss CBS316T (4F070432)
Amostra 4

Amostra 10
Rhodotoruls glutinis var. dairenensis (AF0T0425.1 )

Rhodotoruls sp. CB3100707 (AB026008)
Rhodosporidivm  sphasrocarpum CBS59307T (AF070425)

Rhodosporidium torwioides CBS3497 (AF070428)

58 Rhodoforulz glutinis CBSE0207 (AF 335985)

Fhenoiferiz glecisiiz A19 (EF151258)

0.0

Fonte: elaborado pela autora (2019)
Figura 30. Andlise de distancia filogenética da linhagem R. mucilaginosa

De acordo com a andlise de distincia filogenética ilustrada pela figura 31, €
possivel observar que a amostra de C. globosum (Representada por “Amostra 57)

testada no protocolo Padrdo € a mesma amostra que foi testada no protocolo mais

otimizado (representada por “Amostra 11”)

Chaetom ium giobosum CBS 160 82T {NR 144851.1)

Amaostra 11

Amaostra 5§
Chsetomium peeudogiobosum CBS 574.71T[NR 144854 1]

Chaetom ium sfropiosum CBS 145,287 (MR 144855.1)

Chaetom um tenue CBS 129,387 [NR 1448531
Chaetomium novezelsndicum CBS 124585 T MR 144857 1)

Chsetomium umbonsfum CBS 283,83 T[NR 1448568 1)

Chsetomium subglobozum CBS 483 72T (KT214581.1]

Chaetomium clivaceum CBS 418,807 (JN209914. 1]
Chaetom ium cenvicicols CBS 1284927 [NR 144848.1)
Chaetomium globosporum CBS 108, T[JX280820. 1]

1 L Chastomium inferuptum CBS 128680 T(KT214584 1]

Chaetom ium capiltare CBS 128489 T{NR 144860.1]
Dichotom cpius indicus CGMCC 2.14184 T{NR 147822.1;

Ll i)

Fonte: elaborado pela autora (2019)
Figura 31. Andlise de distancia filogenética da linhagem C. globosum.
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De acordo com a andlise de distancia filogenética ilustrada pela figura 32, €
possivel observar que a amostra de 7. longibrachiatum (Representada por “Amostra 6”)
testada no protocolo Padrdo € a mesma amostra que foi testada no protocolo mais

otimizado (representada por “Amostra 12”)

=4 | Amostra 6
Amaostra 12

Trichodem s longibrschistum strain CBS 818, AYB85840.1)

= ———Trichodemma onentale strain GJS5 04-318 (JMN175578.1)

Trichodem s novae-zelandize strain CBS 427 .97 (AY888838.1)
=7 { Trichodem s citnnovinde strain CBS [AYBE-EE-ET.‘I:I
= Trichodem a peevdokoningi strain GJS NS (JM17E888 1)

Trichodem s stroviide strain CBS 142,95 (AY378081.1)

— Trichodems ssperefoides strain GJS5 04-111 [GU12E284.1)

%2 L—Trichodem s ssperefium strain CBS 423 87 [AY3ITE058 1)

Plecnecira boothii strain AR, 4481 (JFE325582.1)

Qu0E0

Figura 32. Anélise de distancia filogenética da linhagem T. longibrachiatum.



62

CONCLUSAO

O delineamento experimental é adequado para otimizacdes de varidveis
envolvidas no processo de liofilizagao.

A diminui¢@o do tempo de secagem primdria e a exclusdo da etapa de secagem
secunddria permitem a reduc¢do do tempo total de liofilizacdo em mais de 50%,
sem prejuizo da qualidade do produto final, quando comparado com aquele
obtido no protocolo padrao.

Os ensaios de nimero 3,4 e 8 s@o adequados para todas as linhagens estudadas,
garantindo  viabilidade satisfatéria e manutencdo das caracteristicas
morfolégicas. Dentre esses destaca-se o protocolo 4.

A liofilizagdo € recomendada para o grupo das leveduras embora elas possuam
células maiores.

As otimizagdes propostas sdo uma importante contribui¢do para colecdes de
culturas microbianas e laboratérios que utilizem equipamentos semelhantes ao

aqui investigado.
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