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Uma das maiores limitagdes da indistria de inoculantes ¢ assegurar
um numero alto de células de rizébio no produto usado pelos produtores. Isto
tem importancia redobrada especialmente quando existe a possibilidade de
mudanga do veiculo do inoculante da turfa para 6leo mineral.

O processo de liofilizagdo é o mais indicado para conservagdo de
estirpes de rizébio por um longo periodo de tempo. Entretanto, alguns efeitos
indesejaveis, como denaturagdo de proteinas sensiveis ¢ diminuigdo da
viabilidade de varios tipos de células, sdo freqiientes quando esse método €
usado. Para proteger as células desse dano biolégico, varias substincias t€m
sido usadas durante o processo de liofilizagdo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da trealose na liofilizagdo €
conservagdo de duas estirpes contrastantes de rizobio: Rhizobium tropici,
CIAT 899, e Rhizobium etli, CFN 42. As estirpes foram crescidas em meio
Yem, com agitagdo a 28°C por 72 horas. O numero de células obtidas para as
estirpes CIAT 899 e CFN 42 foi 3,8 x 10'? ¢ 2,0 x 10'%, respectivamente. As
células foram crescidas em tubos “eppendorf” e ressuspendidas com uma
solugdo de 100 mm de trealose ou com uma solugdo de 7% de peptona mais
sacarose.

A introdugdo da trealose ¢ outros excipientes nas células foi feita
usando um aparelho controlado por computador. O processo de congelamento
das células das bactérias foi feito a uma taxa de 5°C /min até alcangar a fase
de transigdo. O composto (1-2) glucan foi extraido de colonias removidas das
placas de Petri, ressuspendidas em agua estéril e filtradas em filtros tipo
milipore com 0,2 uym. A T, das células foi determinada com espectofotometro
de infravermelho Fourrier transformado.
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As células foram imediatamente congeladas a -80°C a velocidade de
99°C/min e, em seguida, transferidas para um liofilizador com a temperatura
do condensador a -50°C, com vacuo de 10 torr. As amostras, sob essas
condigdes, ficaram a -40°C, durante a fase primaria de liofilizagdo. Apds a
secagem secundaria, o contéudo residual de agna foi reduzido ao valor
minimo. Q) processo de liofilizagdo teve uma duragio de pelo menos 18 horas.
Sob essas condigdes, o contéudo de dgua residual foi de aproximadamente
0,02 g de agua/g peso.

As células liofilizadas foram reidratadas em agua esterilizada e, depois,
plaqueadas em meio Yem para a contagem do nimero de células. Os tubos de
“gppendorf” que continham as células liofilizadas foram colocados em
incubadoras as seguintes temperaturas; 4°C, 30°C e 40°C. Apds trés amostras
de cada estirpe de rizdbio, foi avaliada a sobrevivéncia das bactérias depois de
0, 120 e 280 horas de incubagdo. O mimero de coldnias foi analisado com os
dados transformados em log, em delineamento experimental completamente
randomizado. A analise estatistica foi feita com o programa MSTAT.

A T, foi medida de uma familia de espectros tomados em diversas
temperaturas. O ponto médio da curva foi determinado como a temperatura do
ponto médio da fase de transi¢do. Para as duas estirpes de rizobio, a fase de
transigéo do lipidio foi centrada ao redor de 0°C. Resultados similares foram
obtidos com E. coli, mas a fase de transi¢do do Bacillus thurigiensis foi
centrada em 12°C. O processo de liofilizagdo diminuiu a sobrevivéncia das
células, quando comparadas com células ndo liofilizadas para ambas as
estirpes de rizobio. A trealose diminuiu consideravelmente o efeito negativo da
liofilizagdo para as duas estirpes de rizobio, quando comparadas com peptona
mais sacarose como excipiente (Tabela 1 e Figura 1).

TABELA 1. Efeito da liofilizagfo na sobrevivéncia de células de duas estirpes
de rizobio tratadas com uma solugio de trealose, ou de peptona
mais sacarose, comparadas com o controle.

Estirpe de rizobio Meio Yem Peptona + Sacarose Trealose
niimero de rizdbig/ml*----m-mmmmmmamana-m

CIAT 895 12,0%* 11.0b 11,4¢

CFN 42 123" 7.6b 11 8¢c

* Valores transformados de log.
*#* Utilizou-se o teste de LSD para separar médias para a mesma estirpe a 5% de
probabilidade.
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A trealose tambeém aumentou a-sobrevivéncia das células depois de
120 e 280 horas, sob temperaturas de 30°C e 40°C (Tabela 2). Na estirpe
CFN42, este eftito foi observado em todas as temperaturas de armazenamento,
em contraste com a estirpe CIAT 899, que parece ser mais resistente a estresses
ambientais, como altas temperaturas e acidez do solo, em condigdes de campo.
Por outro lado, esta estirpe produz grandes quantidades de glican ciclico, que
parece ter capacidade protetora similar 4 da trealose,

TABELA 2. Efeito da trealose comparada com a peptona rnais sacarose na
sobrevivéncia de células de rizébio incubadas & trés temperaturas
por 120 ou 280 horas.

120 horas 280 horas
Estirpe de Temperatura  Peptona -  Trealose Peptona + Trealose
rizobio O Sacarose sacarase

--------------- numero de rizébio/ml*-wese— o

CIAT 899 4 10,06a**  11,24a 9,79 10,27"

30 8,78° 9.63a 7.63a 9.33b

40 8.88° 981a 6,37a 8,17b

CFN 42 4 6,10° 10,39b 6,57a 9,05b

30 4,46 10,3b 3,6a 8,81b

40 4,15" 10,3b 3,44a 7.87b

* Os valores sdo transformados de log, ** Utilizou-se o teste de LSD para comparar
0s tratamentes dentro de uma mesma temperatura € estirpe.
100

414 5

[ ._...__.
— Trealose
£ aol Inelinago = 0,04
u
a
@
2 1
>
1
Gl
&H BOpR
Bacarose
Inclinagao= -0,44

50F

40

30 L 1 I 1 L 1 1
1] 5 10 15 20 25 30D 35 40 45

Temperatura de [ncubagao (°c)

FIG. 1. Efeito da temperatura de incubagdo em células de Rhizobium eili e
Rhizobium tropici liofilizadas com trealose ou sacarose.






