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RESUMO

Objetivo: Realizar uma revisdo integrativa da literatura das técnicas de obtencdo,
preservacdo e reativacdo de culturas microbianas, que podera servir como fonte de
conhecimento para escolha da melhor maneira de isolar e preservar culturas, sendo de
grande valia aos laboratérios de microbiologia, académicos e profissionais da area.
Métodos: A pesquisa do material foi desenvolvida de modo online na base de periddicos
CAPES, Biblioteca Virtual em Saude (BVS), nas bases de dados Scientific Eletronic Library
Online (SciELO) e Literatura Internacional em Ciéncias da saude (MEDLINE). Os critérios
para a selecdo da amostra foram os estudos que abordavam no titulo ou no resumo a
tematica investigada e que a publicacdo esteja dentro do periodo 2000 a 2016.
Resultados: Foi observado que a principal técnica de isolamento de microrganismos é a
obtencdo de cultura pura, que pode ser preservada por repique continuo, preservagao
em Oleo mineral, em agua destilada, em congelamento a -20°C, secagem, liofilizacdo e
criopreservacao, a escolha depende exclusivamente do tipo de agente a ser conservado e
do tempo maximo pelo qual o pesquisar precisa da cultura estavel, podendo esta
também ser reativada a qualquer momento dependendo do métodos de manutengdo
empregado.

Conclusdes: Em suma, ndo existe uma técnica padrdo que seja capaz de preservar
todas as formas de microrganismos, muitos fatores devem ser levados em consideragao
neste processo.
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ABSTRACT

Objective: To carry out an integrative review of the literature on the techniques of
obtaining, preserving and reactivating microbial cultures, which may serve as a source of
knowledge to choose the best way to isolate and preserve cultures, being of great value
to microbiology, academic and professional laboratories Of the area

Methods: The research of the material was developed online on the basis of CAPES
journals, Virtual Health Library (VHL), Scientific Eletronic Library Online (SciELO) and
International Literature on Health Sciences (MEDLINE) databases. The criteria for the
selection of the sample were the studies that approached in the title or the abstract the
subject investigated and that the publication is within the period 2000 to 2016.

Results: It was observed that the main technique of isolation of microorganisms is to
obtain pure culture, which can be preserved by continuous pealing, preservation in
mineral oil, distilled water, freezing at -20°C, drying, lyophilization and cryopreservation.
The choice depends exclusively on the type of agent to be retained and the maximum
time for which the search needs the stable culture and can also be reactivated at any
time depending on the maintenance methods employed.

Conclusions: In short, there is no standard technique that is capable of preserving all
forms of microorganisms, many factors must be taken into account in this process.

Keywords: Isolation. Preservation. Microorganisms.

1. Introducgao

A partir da década de 1970, houve um acentuado aumento da preocupacdo com a
preservacdo dos recursos genéticos inclusive dos microrganismos, apds o
reconhecimento da sua grande importancia nos mais diversos setores da sociedade, as
praticas de isolamento, cultivo, identificacdo e preservacdo das espécies passaram a se
tornar desenvolvidas e aprimoradas, se tornando pratica indispensavel no
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, atendendo a demandas de matérias primas e
insumos para as areas industrial, farmacéutica e agropecudria e a necessidade de
preservacdo do meio ambiente 173,

Embora os microrganismos constituam a maior parte da biodiversidade do
planeta, estimada em 3.100.000 espécies, apenas 156.000 destas espécies (cerca de
5%) foram descritas até o momento, e pouco mais de 2% deste total estd sendo
preservado em colecdes de culturas, gerando uma necessidade de estratégias de
isolamento e selegdo dos mesmos para garantir o desenvolvimento de novas pesquisas.
Nesse sentido, o incremento de protocolos mais eficientes de conservacdo de
microrganismos assegura, de certa forma, a continuidade e expansao de pesquisas nas
areas de salde, agricultura, industria e meio ambiente *©.

Assim, a preservacao e manutencao das culturas microbianas devem ser feitas de
forma a garantir sua sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante periodos prolongados
de tempo, conservando caracteristicas genéticas, propriedades morfoldgicas e
fisiologicas, para uma futura utilizacdo, quer para fins experimentais, didaticos,

industriais ou estudos comparativos 7 8.
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Diante dos aspectos citados e os trabalhos disponiveis na literatura, que envolvem
dados sobre as técnicas de obtencgdo, preservagdo e reativacdo de culturas microbianas,
o presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao integrativa da literatura em
periddicos, que podera servir como fonte de conhecimento para escolha da melhor
maneira de isolar e preservar culturas, sendo de grande valia aos laboratérios de

microbiologia, académicos e profissionais da area.

2. Métodos

A pesquisa do material foi desenvolvida de modo online na base de periddicos
CAPES, Biblioteca Virtual em Saude (BVS), nas bases de dados Scientific Eletronic Library
Online (SciELO) e Literatura Internacional em Ciéncias da salde (MEDLINE). Os critérios
para a selecdo da amostra foram os estudos que abordavam no titulo ou no resumo a

tematica investigada e que a publicacdo esteja dentro do periodo 2000 a 2016.

3. Resultados

A primeira etapa da triagem de microrganismos com potencial de aplicacdo
industrial € o seu isolamento a partir de uma fonte ambiental, como solo, agua e ar,
onde ha a descoberta de novas linhagens de microrganismos de aplicagdo industrial e
econdmica através da obtencdo de uma cultura pura, que se caracteriza por ser uma
cultura de células geneticamente e morfologicamente idénticas ..

A biomassa microbiana é responsavel direta e indiretamente por processos
microbioldgicos e bioquimicos, os quais exercem enorme influéncia na produtividade e
sustentabilidade dos ecossistemas terrestres. Uma colher de solo fértil pode conter
bilhGes de microrganismos, onde a populagdo € maior nos poucos centimetros do topo do
solo, declinando rapidamente com a profundidade % %3,

O processo de isolamento geralmente ocorre quando uma parte dos recursos
naturais, por exemplo, um fragmento de solo é submetido a diluicdes seriadas em
solucdo salina fisiologica estéril, com posterior semeio em placas de Petri e incubacdo a
temperatura favoravel ao crescimento * 15,

O isolamento de microrganismos permite estudar com mais detalhes, as vias
metabodlicas, enzimas e produtos intermediarios produzidos, através de técnicas
convencionais em cultivo em agar enriquecido, a separacdo de estirpes microbianas
especificas a partir de populacgées mistas, para auxiliar na disponibilizacdo de um acervo
microbioldgico significativo preservado e maximizar o rendimento dos processos

industriais, produzindo novos produtos % °.
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Diante da necessidade de preservacdao de um patrimoOnio genético, busca-se
conservar um microrganismo que foi selecionado e melhorado com intuito de manter sua
nova identidade, através de armazenagem, que pode ser descrita em duas categorias: a
preservacao in situ (no local de origem) e a preservacao ex situ (fora do local de origem)
10,3.

A preservagdo ex situ, a partir de colegbes de culturas ocorre com maior
prevaléncia na sociedade sejam elas de trabalho, institucionais ou de servico, tém uma
importancia destacada na conservacgdo e exploracdo da diversidade genética e metabdlica
de microrganismos %7,

As colecOes de cultura decorrem da iniciativa dos pesquisadores, que gerenciam
as mesmas sem apoio financeiro, pois nao existe a desejada institucionalizacao,
entretanto garantem a sobrevivéncia, estabilidade e pureza de linhagens durante longos
periodos, empregando diversos métodos de manutencdo e, principalmente,
disponibilizando as culturas para a comunidade cientifica e tecnoldgica de diversos paises
por diversos anos * 3°,

No Brasil, existem diversas colecdoes de culturas, a exemplo da Embrapa que é
uma empresa brasileira com reconhecimento internacional referéncia em tecnologia e
pesquisa, que enfatiza pesquisa em diferentes temas e mantém diversas colecdes de
culturas como bactérias diazotroficas, fungos de interesse no controle bioldgico,
microrganismos fixadores de nitrogénio, dentre outras, onde se registram as informagoes
taxondmicas, ecoldgicas e fisioldgicas sobre as linhagens do acervo 7 15 10,

Ainda assim, o objetivo da manutengdo de um microrganismo ndo é somente
conservar seu estado inicial evitando mutagdes indesejaveis, mas também garantir ao
maximo a vitalidade das células e a quantidade de células viaveis 17,

Os métodos de preservacdo de culturas microbianas podem ser divididos de acordo
com o tempo méaximo no qual os isolados podem permanecer sem ser manipulados %°.

(A) Métodos de curto prazo: repique continuo;

(B) Métodos de médio prazo: preservacdo em o6leo mineral, preservacdo em agua
esterilizada, congelamento a - 20°C e secagem em gel de silica, solo e papel
filtro;

(C) Métodos de longo prazo: liofilizagdo, criopreservacdo.

Teoricamente, cada microrganismo apresenta um comportamento diferenciado devido
as suas peculiaridades intrinsecas e a escolha das formas de manutencdo baseia-se
nessas caracteristicas fenotipicas inerentes a cada agente, no comportamento de cada
espécie frente aos métodos de preservagao, bem como nas vantagens e desvantagens de
cada técnica. Aquele que for capaz de preservar em maior tempo o maior nimero de
géneros e espécies possiveis sera o mais confiavel, passando a ter maior preferéncia de

uso sobre os demais ° 21 22,
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Por consequéncia, ndo existe uma férmula singular, ideal ou universal que determine
a eficiéncia da estocagem e preservagdo de microrganismos. Entretanto, diversos
protocolos de estocagem tém sido desenvolvidos e aplicados, porém, nenhum tem se
mostrado plenamente eficaz, requerendo-se a conjuncdo de dois ou mais métodos, para
garantir melhor recuperacdo das cepas 2372 4,

Dentre os métodos de preservacdao a curto prazo destaca-se a repicagem continua,
também chamada de subcultivo ou repicagem periddica, que se caracteriza por ser uma
das técnicas de conservagdo mais antigas e tradicionais na manutencdo de culturas em
laboratdérios. O método consiste na transferéncia de um fragmento de uma cultura
microbiana para um novo meio de cultura adequado com incubacdao em ambiente
favoravel a multiplicagdo e estocagem sob refrigeragao (5 a 8°C), apds sua multiplicagao,
em busca da reducdo do metabolismo dos microrganismos e o aumento entre os

intervalos de repiques das culturas 2% %17,

26 em seu estudo menciona que a repeticio do processo de repique deve ser
realizada em intervalos de tempo condizentes com as necessidades e particularidades de
cada isolado, entretanto, é aconselhavel que a transferéncia de culturas seja realizada
antes que o substrato do meio seja totalmente consumido pelos microrganismos, ou
antes, que o meio desidrate.

Para minimizar o efeito da desidratacdo, os isolados devem ser conservados em tubos
de ensaio com tampa rosqueavel ou selados com parafina, em ambientes protegidos da
luz e de variagdes de temperatura, mantendo uma faixa entre 5 e 8°C. Preferencialmente
utilizam- se tubos de ensaio devido a facilidade de transporte, por ocuparem menor
espaco e possuirem superficie exposta bem menor em relacdo a placas de Petri, estando
menos sujeitos a contaminagdes 27 28 3,

29 descreveram que a composicdo nutricional do meio de cultura afeta a resisténcia
da célula, por isso para a manutencdo de fungos, os meios devem conter baixa
concentragdo de acglcares fermentadores para evitar o crescimento micelial exagerado e
prevenir alteracées, bem como preconiza-se a utilizagdo de esporos e ndo de micélios
durante a repicagem, visto que os esporos tendem a manter as caracteristicas genéticas
originais durante o processo de estocagem 303,

Outro ponto importante com relagcdo ao repique periodico € a idade das culturas que
influencia de forma significativa o emprego desse método, pois culturas velhas tendem a
produzir culturas-filhas alteradas, do ponto de vista morfofisioldgico e genético > *.

Como vantagens, verifica-se que este método é simples, de baixo custo, nao
requer reativacdo, ndo provoca injuria celular, ndo exige equipamentos sofisticados e
promove a viabilidade das células de cinco a doze meses para bactérias e um a trés

28

meses para leveduras Entretanto, apresenta maior risco de contaminacdo em

decorréncia da constante manipulagdo das culturas devido aos repiques continuos e
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periddicos; perdas de caracteristicas genéticas decorrentes de mutagdes, como
viruléncia; necessidade de maior espaco fisico para armazenamento das culturas;
variabilidade entre as cepas e consequentemente entre os intervalos de repiques para
cada microrganismo armazenado 2° 26,

Com relagdo aos métodos de manutengdo a médio prazo, a preservacdo em 6leo
mineral foi um método introduzido na fitopatologia nos anos de 1940 e consiste na
aplicacdo de uma camada de o6leo mineral esterilizado sobre uma cultura de
microrganismos, que deve ser mantida a temperatura ambiente ou em 5 °C, sofrendo
ajustes mediante as necessidades individuais de cada agente a fim de reduzir a
disponibilidade de oxigénio, causando assim uma reducdo no metabolismo e
consequentemente na taxa de multiplicagdo do microrganismo ¢ * 17,

O cultivo de isolados deve ser realizado preferencialmente em tubos de ensaio
com meio de cultivo inclinado, onde apds a observacdo de crescimento, adiciona-se o
6leo mineral de forma asséptica, de modo que todo o meio deve ser recoberto, pois o
contato dos microrganismos com o ar promove a desidratacdo total da cultura visto a
evaporagao da agua, bem como estd quantidade de d6leo reduz o consumo de oxigénio
em torno de 10% em poucas horas. Caso a conservacao de culturas seja feita em placas
de Petri, camadas de 6leo superiores a 1 cm ndo devem ser utilizadas visto a reducdo da
viabilidade dos microrganismos em condi¢des de total exaustdo de oxigénio 26 28,

Os Oleos mais recomendados para a manutencdo de microrganismos sdo a
parafina e a vaselina, onde estes devem ser de boa qualidade e pureza, apresentar alta
viscosidade, densidade relativa entre 0,8 e 0,9 a temperatura de 20°C e, além disso, ndo
devem conter produtos téxicos 3% 26,

Tal método evita a desidratacdo do microrganismo, isolando- o do contato com o
ar e reduzindo ao minimo seu metabolismo o que ocasiona maior longevidade as
estirpes, quando comparada a repicagem periddica, chegando de um a sete anos para
bactérias e um a cinco anos para fungos; além de ser um procedimento barato que nédo
necessita de equipamentos onerosos, onde ndo ha a contaminagdo por &caros 7+ 33 2% 3%

Entretanto, esse método também apresenta desvantagens equivalentes a técnica
de subcultivo, como a possibilidade de contaminacgdes e de mutagodes, dificuldades com a
utilizacdo do dleo, sua esterilizacdo e manuseio, além de que certos isolados sdo
bastante sensiveis ao 6leo, ndo sobrevivendo a preservagdo nessas condigdes 33 2% 3%,

A preservagdo em agua destilada esterilizada foi criado por Castellani em 1939, e
por isso leva seu nome, este método foi introduzido no Brasil em 1966 pelo Instituto
Bioldgico, sendo utilizado em todo o pais até os dias atuais 3> 3% 22,

Consiste na transferéncia de uma suspensdo de células ou a inclusdo de blocos de
agar de 7 mm contendo os microrganismos para um frasco, com a posterior adigdo de 4

ml de uma solugdo de agua esterilizada ou solucdo salina a 0,85%, sendo indicada na
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preservacdo de microrganismos sensiveis a baixas pressdes osmoéticas de solucdes
hipotdnicas 3¢ 1°,

ApoOs a transferéncia da cultura para o frasco, este é tampado com rolha de
borracha previamente esterilizada e permanece, durante alguns dias, sob observacao,
para ser verificada a possibilidade de contaminagdo durante a transferéncia. N&o
havendo contaminagbes com bactérias que se manifestam pela opacidade da fragao
liquida, o frasco é lacrado com uma tampa hermética de aluminio, evitando a
desidratacdo, pode- se utilizar também algod&o hidréfobo como tampdo 3117/ 3,

Este método além de garantir a preservacdo das caracteristicas originais da
cultura por longos periodos, pode promover a auséncia de contaminacdo por acaros,
apresentar baixo custo por utilizar somente agua destilada e revelar a necessidade de
pequeno espaco fisico para acondicionar os frascos, além de ser empregado para grande
numero de géneros e espécies de fungos. Apesar do baixo custo e reprodutibilidade, sua
aplicagdo é restrita a microrganismos que tenham grande aderéncia ao dgar como nota-
se em bolores e algumas leveduras 3!/ 17 22,

A utilizagdo de d&gua destilada estérii como meio de manutengdo tem sido
proposta com sucesso para bactérias fitopatdgenas, esporos do género Bacillus e virus da
hepatite, além de fungos que habitam o solo como Fusarium sp., Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae, Trichoderma spp. e Sclerotium cepivorum 7+ %31,

O método de preservagdo sob congelamento envolve complexos fendmenos onde
a agua o componente vital das células e fundamental para os processos bioquimicos, é
convertida em gelo através de temperaturas relativamente baixas entre 4 e -20°C, sendo
indicado somente para microrganismos que suportam o retorno para a temperatura
ambiente apds serem mantidos em temperaturas inferiores a -20 °C *1,

Apresenta-se como um dos métodos de manutengdao mais simples e baratos, pois
nao requer equipamentos sofisticados, nem mesmo quanto ao preparo do material, além
de oferecer uma boa viabilidade no armazenamento de diversos microrganismos por
periodos de trés meses a dois anos !/ 1,

Entretanto, em fungdo dos danos causados as células, existe a possibilidade de
reducdao da viabilidade, decorrente da formacdo de cristais de gelo e da variagao
eletrolitica na faixa de temperatura utilizada, tal fato pode ser contornado com o uso de
crioprotetores e modificagdes na técnica inerentes a espécie a ser preservada ** %8,

O método de preservagao de microrganismos por secagem consiste na inoculagao
de uma suspensdao de agentes sobre carregadores como solo, gel de silica, carvéo
ativado, papel filtro, entre outros, promovendo a diminuicdo do metabolismo via
desidratacdo e baixa temperatura * > 10,

No método de secagem em gel de silica apos esterilizagdo do gel, adiciona-se uma

suspensao concentrada de microrganismos (108/ml) em 5ml de leite desnatado ou 10%
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(agente protetor previamente esterilizado), posteriormente os frascos sdao agitados e
mantidos em banho-maria por 30 minutos, pois a silica libera calor quando umedecida.
As culturas sdao mantidas por sete dias a temperatura ambiente, avaliando-se a sua
viabilidade e apds confirmacdo de ndo contaminagdo sdo armazenadas a 5 °C. O método
apresenta como vantagens a simplicidade de execugao, o baixo custo, a ndo necessidade
de equipamentos especiais, o0 método ndo proporciona condi¢des para desenvolvimento
de Aacaros, o mesmo tubo garantir varias ativacdes do microrganismo, além de
viabilidade da cultura por em média onze anos * > 7/ 10,

O método de secagem em solo estéril foi muito utilizado para preservagdao de
colecbes de Fusarium e Aspergillus e consiste na adicdo de 1 ml de suspensao
concentrada de microrganismos em frascos contendo 5g de solo (areia e argila)
autoclavado a 121 °C/1 h, onde posteriormente é realizada uma secagem ao ar até
atingir cerca de 20% de umidade (p/p) e entdo é feita a estocagem em baixas
temperatura. Ndo é um processo de aplicacdo geral e apresenta como vantagens
estabilidade dos microrganismos por um tempo médio de cinco a dez anos, baixo custo e
varias ativacOes através do mesmo frasco. Os principais cuidados sdo a esterilizacdo e a
umidade do solo, uso frequente do frasco para reativacao (cuidados de contaminacgao) e,
quando se usa suspensdo liquida para a inoculacdo, ndo se deve utilizar altos volumes
para ndo interferir na umidade do solo (ndo ocorre a secagem) 375 10,

O método de secagem em papel filtro consiste em inserir fragmentos de papel-
filtro de 1 cm?2 estéreis em placas de Petri com o microrganismo. Apds a colonizagdo dos
fragmentos de papel, estes sdo transferidos para placas estéreis, deixando-os secar em
incubadoras a 25 °C por dez dias. Apdés a secagem o0s papéis sao transferidos para
frascos e mantidos a -20 °C ou -80 °C. Este método é mais simples, menos oneroso que
0s outros e mantém culturas preservadas tdo estaveis como os isolados preservados por
liofilizagdo. Para a preservagdao de pequena escala de culturas em laboratdrio, € menos
dispendioso do que o nitrogénio liquido e permite o intercAmbio de amostras entre
laboratérios, por ser facilmente transportado 3% 283,

Dentre os métodos de preservacao a longo prazo a liofilizagdo vem sendo utilizada
como método de referéncia capaz de retardar o reldégio bioldgico estabelecido pela
natureza, chave para a realizacdo dos servigos de colegdo de culturas microbiolégicas **
10.

Consiste na remogdo da agua intracelular de materiais bioldgicos viaveis
previamente congelados, por sublimacdo, evitando a formacao de cristais de gelo, por
serem capazes de provocar danos as estruturas celulares, além da degradacao de
enzimas presentes no citosol, levando a morte dos agentes 7+ 13 29,

Pode ser definida como um processo de desidratacdo sob condigdes de vacuo,

constituido por trés etapas: congelamento, desidratacdo primaria e desidratacao
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secundaria. O congelamento promove a inércia do material a ser liofilizado, gerando uma
interrupgcdo das reagdes quimicas e atividades bioldgicas, sendo considerada uma das
etapas mais criticas. Apds esta etapa, o espécime ou material é desidratado por
sublimacdo, seguindo-se o emprego de temperaturas de secagem, sob pressoes
reduzidas ' 2°,

A metodologia de Pittombo (1989) consiste em gotejar a suspensao de esporos
sobre tiras de papel-filtro no interior de ampolas de vidro. Essas amostras sao acopladas
ao aparelho liofilizador e submetidas a condigbes de vacuo e temperaturas que variam de
-40 °C a -50 °C, para rapido congelamento .

Durante o processamento, grande numero de células pode sofrer injuria celular,
devido ao comportamento peculiar da dgua em condigdes de baixas temperaturas. A
agua congelada expande-se ao cristalizar e, no processo de fusdo, tende a recristalizar e
aglutinar, formando longos e protuberantes cristais de gelo, capazes de produzir uma
série de danos mecéanicos, bioquimicos e osmoticos a célula, além de alterar a
permeabilidade da membrana celular, levando ao aumento da sensibilidade a alguns
agentes seletivos, ao aumento da fase de laténcia (ou fase lag) de multiplicagcdo celular e
a necessidade de incremento nutricional 7/ 1% 3,

Na tentativa de contornar os danos celulares vem sendo utilizados nesta técnica
meios protetores que sao adicionados a suspensao durante o desenvolvimento
microbiano, antes do congelamento ou da secagem, a escolha varia conforme com o
microrganismo alvo da liofilizagdo. Dentre substancias protetoras utilizadas estao o leite
desnatado, soro bovino, trealose, glicerol, betaina, adonitol, solugdo de 1% de sacarose,
glicose, lactose e alguns polimeros como dextran e polietilenoglicol % 1618,

As principais vantagens de utilizacdo desta técnica sdo: eficiente preservacao de
microrganismos por 17 a 20 anos; aplicacdo na maioria dos agentes, exceto algas e
protozoarios; ndo contaminagdo por acaros; diminuicdo de variacdo de linhagens;
reducao de espago na estocagem e nao requer o monitoramento nem a manutengdo
frequente 3* 10,

Entretanto os procedimentos de estocagem e acondicionamento influenciam na
estabilidade dos materiais liofilizados, sendo recomendado que produtos liofilizados,
armazenados em ampolas ou frascos de vidro, devem ser acondicionados em ambientes
com baixa umidade, baixas temperaturas até -20 °C, auséncia de oxigénio, luz e
contaminantes > 28,

Quanto ao transporte de culturas de referéncia ou até mesmo materiais de rotina,
o liofilizado pode ser transportado a longas distancias em temperatura ambiente, ndo
havendo a necessidade de refrigeracdo 3 %,

Além do processo apresentar dificuldades para execugdo, requerendo

conhecimento e dominio da técnica, com a necessidade de equipamentos onerosos para
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a desidratacdo do material e elevados custos para o preparo das culturas, essa técnica
demanda grande consumo de tempo e constante necessidade de otimizagcao de
protocolos especificos para cada tipo de célula e espécime 18 2810,

Outro método de preservagdo a longo prazo é a criopreservagao, que consiste na
manutencdo de diversos tipos celulares sob baixas temperaturas, para minimizar o dano
a materiais bioldgicos, incluindo tecidos, células animais e vegetais, bactérias, fungos e
virus durante o processo de congelamento e estocagem a frio ! 18 5,

As técnicas de criopreservacdo podem ser classificadas de acordo com as varias
temperaturas de estocagem utilizadas, sendo a principal descritas a partir da estocagem
em temperaturas ultrabaixas como -140°C (fase de vapor do nitrogénio) e -196°C (fase
liquida do nitrogénio). O sucesso desta técnica depende do espécime em suportar o
resfriamento e o subsequente congelamento a -196 °C e o descongelamento no ato de
recuperacao da cultura, pois o nitrogénio liquido nado influencia as caracteristicas
morfoldgicas e patogénicas dos agentes 28> 3,

O processo de criopreservagao, envolve diferentes passos, sendo que o principio
do congelamento-descongelamento se encontra entre os mais importantes e funcionais
para a preservacao celular, onde consiste primeiramente em resfriar a temperatura
ambiente (20°C) o material bioldgico que deve estar diluido em meio adequado, pois se
esse resfriamento for realizado de maneira inadequada, ocorre um fenémeno chamado
choque térmico, que induz a prejuizos irreversiveis como danos a membrana plasmatica,
aumento da permeabilidade, com consequente perda de ions e moléculas intracelulares e
reducdo do metabolismo, o ideal é o decaimento de 1°C por minuto, para que alguns
destes eventos destrutivos possam ser evitados % 2% 10,

A efetividade na criopreservacdo de agentes bioldgicos depende de uma série de
fatores como a espécie a qual pertence, tipo de cepa, tamanho e estrutura celular, a fase
e a taxa de desenvolvimento, a temperatura de incubacdo, a composicdo do meio de
cultivo, o pH, a osmolaridade e aeragdo, o teor de agua da célula, o teor lipidico e a
composicdao do meio de congelamento, a taxa de resfriamento, a temperatura e o tempo
de estocagem, a taxa de aquecimento e o meio de recuperagdo % 3.

Outro parametro que interfere especificadamente na criopreservacdo é a taxa de
resfriamento na qual os microrganismos a serem preservados sdo submetidos, pois o
resfriamento lento promove uma reducao gradativa da temperatura, estabelecendo uma
curva de resfriamento extremamente rapida capaz de prevenir injaria celular, e ao
mesmo tempo lenta, capaz de evitar a formacdo de gelo intracelular. Sendo necessario o
uso da técnica de vitrificacdo, que consiste na utilizacdo de taxas de resfriamento

extremamente altas, porém a adicdo de crioprotetores em elevadas concentragdes 2% 10

3

Journal of Medicine and Health Promotion. 2017; 2(4):827-842.



837

Os crioprotetores sdao moléculas de baixo peso molecular, alta solubilidade em
meio aquoso e baixa toxicidade celular, que promovem a reducdo de agua antes do
resfriamento, impedindo assim a formacgdo de cristais de gelo e consequentemente os
danos estruturais. Estes sdo classificados com relagdo a capacidade de penetragdo em
materiais bioldgicos, como crioprotetores intracelulares 4% 2% 8,

Os crioprotetores intracelulares ou penetrantes atuam nas células por meio de
suas propriedades coligativas, levando a reducdo do ponto crioscépico, ou seja, uma
maior quantidade de agua permanece no estado liquido sob baixas temperaturas,
levando a reducdo na concentracdao intracelular de solutos e proporcionando um
ambiente menos prejucial aos microrganismos durante o congelamento. Dentre estes
compostos, pode-se citar o metanol, o etanol, o etilenoglicol, o propilenoglicol, a
dimetilformamida, a metilacetamida, o dimetilsulfoxido (DMSO) e o glicerol 4% 8,

Os crioprotetores extracelulares ou nao penetrantes induzem o aumento na
osmolaridade do meio externo, promovendo a saida de agua do meio intracelular para o
meio extracelular, prevenindo desta forma, a formacdo de cristais de gelo intracelular
durante o congelamento. Destacam-se nesse grupo: mono, oligo e polissacarideos,
manitol, sorbitol, dextran, metilcelulose, albumina, gelatina, polivinilpirolidona,
polietilenoglicol, 6xido de polietileno, entre outros 7 4°.

O terceiro estagio da criopreservagao € o processo de descongelamento (rapido ou
lento). O descongelamento rapido consiste em manter as culturas em banho-maria 25-
40°C ou estufa bacterioldgica 35-37°C por alguns minutos, até que os cristais de gelo se
desfagam, resultando em amostras de significante viabilidade ” °.

A estocagem a baixas temperaturas garante o armazenamento a temperaturas
constantes e por longos periodos, entretanto os protocolos de criopreservacao
necessitam de adequacdo metodoldgica para cada tipo de microrganismo de interesse ”-
18, 29_

Vale ressaltar que essa técnica é dispendiosa por requerer a reposicao regular do
nitrogénio no nivel ideal e exigir um local com ventilagdo adequada para o
armazenamento do container 3% 5,

Os requerimentos para a restauragdo das culturas microbianas apds a
conservacdo dependerdo exclusivamente do método e do tipo de microrganismo
utilizado, sendo que se deve realizar testes para determinar qual o método de
revitalizacdo da cepa é mais adequado. No entanto, alguns fatores sdo comuns as varias
culturas 2% 3%,

Um fator importante na recuperacdo das culturas microbianas esta na concentracdo
celular do material preservado, que depende da taxa de sobrevivéncia das células ao

processo, pois a utilizacdo da concentracdo inadequada de células para a recuperagdo
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pode gerar um grande crescimento e excessivo numero de geracdes de células,
aumentando a probabilidade de ocorréncia de uma mutagdo *% 3,

Amostras preservadas sob repique continuo, a reativagdo das culturas microbianas
deve ser realizada a medida que o meio de cultura seja consumido, para que o
microrganismo nao fique sem nutricdo, pois na primeira repicagem ha um crescimento
lento do agente. O intervalo entre repicagens constitui um dos problemas deste método,
pois a meia-vida de culturas preservadas pode variar de dias a meses, em funcao da
espécie 25 %8,

Em estudo 3°

relataram que a transferéncia de culturas preservadas sob o meio de
6leo mineral esterilizado deve ser feita apds a drenagem total da camada de dleo e para
0 mesmo meio de cultivo em que o0 microrganismo se encontrava durante a preservagao.

Amostras preservadas pelo método de Castellani, a recuperacao dos microrganismos
deve ser realizada a cada cinco anos, pois esse procedimento reativa a fisiologia do
microrganismo, podendo garantir a manutengdo das caracteristicas originais por mais um
periodo de preservagdao em laboratorio; entretanto, ha a possibilidade de contaminagdo e
alteragdo dos isolados **.

Em seu estudo °

reativou culturas preservadas em dagua destilada esterilizada,
utilizando a transferéncia de fragdes da cultura original para tubo de ensaio contendo
meio de cultura inclinado agar extrato de levedura Czapek (CYA) ou caldo glicosado
(CG). Os cultivos foram mantidos a 25°C por sete dias para crescimento. Nos resultados
da reativacdo das culturas preservadas em agua destilada esterilizada verificou se a
manutengdo da viabilidade e preservacao das caracteristicas macro e micromorfoldgicas
dos Penicillium.

Amostras preservadas sob secagem devem sofrer rehidratagdo com solucgOes
isotbnicas em sua reativagdo para evitar a destruicdo de grande parte das células devido
ao choque osmoético, posteriormente os agentes devem ser incubados em condicGes
otimas de crescimento, nos mesmos meios de cultivo anteriores a preservagdo, podendo
estas serem recuperadas de sete a dez dias 3%/ >,

Amostras liofilizadas também devem ser rehidratadas com solucdes isotdnicas e tém
uma melhor restauragdo quando se é utilizado o mesmo meio de cultivo que foi usado
para o crescimento do microrganismo antes da liofilizagdo % 3°,

Na recuperacdao de amostras criopreservadas sob congelamento em nitrogénio liquido
também se utiliza o mesmo principio, entretanto deve-se realizar o degelo da amostra
em banho-maria, posteriormente a cultura deve ser examinada para observar a
existéncia de contaminacdo e ter a identificacdo do microrganismo, semeando a solucdo
descongelada em meios de cultivo com mesma composicdo osmotica e nutritiva. O
restabelecimento de crescimento dos microrganismos provenientes de amostra de

nitrogénio liquido é muito mais rapido do que amostras que passaram pelos
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procedimentos de secagem independentemente da forma em que eles foram
conservados: células, esporos, ou micélio vegetativo para fungos 2% 81°,

ApOs a recuperacao da amostra deve-se atentar-se para identificacdo da pureza das
culturas, através de microscopia ou verificacdo de col6nias indesejaveis. Geralmente
amostras que serao utilizadas em um processo industrial sdo testadas em pequenos

frascos para verificagdo desse possivel problema 2% 3,

4. Conclusoes

O isolamento de microrganismos provenientes do solo € uma etapa fundamental
para o desenvolvimento da biotecnologia e o comportamento desses isolados
microbianos, é um fator importante de selecdo do método de preservagao mais eficiente.

Os métodos de preservacao descritos ao longo do artigo sdo eficientes para
garantir a viabilidade, pureza e autenticidade dos microrganismos, porém, em virtude da
biodiversidade destes, ndo existe uma técnica padrdo que seja capaz de preserva-los de
forma adequada e generalizada.

Portanto, para a escolha de um método de preservacdo, devem ser levadas em
consideracdo a capacidade e a manutencdo das caracteristicas fenotipicas, genotipicas e

patogénicas das cepas estocadas.
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