ISSN 1981-5484 Acta Veterinaria Brasilica, v.9, n.2, p. 195-198, 2015

EFICIENCIA DOS CRIOPROTETORES GLICEROL E LEITE
DESNATADO PARA O CONGELAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS

[Efficiency of cryoprotectants glycerol and skimmed milk for microorganisms freezing]

Erika Kushikawa Saeki'", Ltcio Pupo Farhat?, Erica Almeida Pontes?

YNSTITUTO ADOLFO LUTZ - CLR IAL — Presidente Prudente-V (Avenida Cel. José Marcondes, 2357 — Jd. Paulistano —
Presidente Prudente -SP).

2AMBIENTALE — Laboratério de Analises Ambientais e de Alimentos Ltda. (Avenida Governador Parigot de Souza, 391 —
Zona 01 — Maringa-PR).

RESUMO - A preservagdo das caracteristicas originais e viabilidade das cepas-padrdo sdo requisitos essenciais
para a sua reproducdo em rotinas laboratoriais e centros de pesquisas. Este estudo objetivou analisar o método de
preservacao de bactérias e leveduras por congelamento comum com adigdo de glicerol 20% ou leite desnatado
15%. A criopreservacéo foi realizada em freezer a temperatura de -10 a -20 °C entre 0os meses de Dezembro de
2013 a Margo de 2015. Foram analisadas a viabilidade de 10 micro-organismos: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella Choleraesuis ATCC 7001, Klebsiella pneumoniae  ATCC 13883, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 e
Enterobacter aerogenes ATCC 13048. Apds 1 ano e 3 meses, a recuperacdo em ambos crioprotetores foi de
100%. Os métodos avaliados foram eficientes para a preservacdo e é uma técnica pratica para ser utilizada na
rotina laboratorial.
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ABSTRACT - The preservation of the original features and feasibility of microorganisms strains are essential
requirements for reproduction in laboratory routines and research centers. This study aimed to analyze the
method of preservation of bacteria and yeast by common freezing with addition of 20% glycerol or 15% skim
milk. Cryopreservation was performed on domestic freezer at temperature -10 to -20°C between the months of
December 2013 to March 2015. We analyzed the feasibility of 10 microorganisms: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella Choleraesuis ATCC 7001, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 and
Enterobacter aerogenes ATCC 13048. After 1 year and 3 months, the recovery in both cryoprotectant was 100
%. All methods were efficient for the preservation and is a practical technique to be used for routine monitoring.
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INTRODUGAO

Cepas-padrdo sdo culturas provenientes de uma
colecdo de culturas reconhecida nacional e/ou
internacionalmente,  acompanhadas de um
certificado contendo a descricdo de suas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Durante o
armazenamento as culturas estdo sujeitas a
alteragbes  genotipicas, que resultam em
modificagOes da sua atividade fisiologica ou de sua
morfologia (Brumano et al., 2011). Por isso, a
implantacdo e manutencdo de colecBes de culturas
permitem a formagdo de estoques de cepas é de
grande importdncia para serem utilizadas nas
rotinas laboratoriais e em centros de pesquisas
(Paoli, 2005).

O principal objetivo da preservagdo de culturas é a
extensdo do tempo de sobrevida das cepas
armazenadas e proporcionar estabilidade genética
do micro-organismo, evitando assim a formacéo
excessiva de mutagdes que alterem suas
caracteristicas (Girdo et al., 2004; Dellaretti, 2014).

Métodos com maior sucesso sdo aquelas que
reduzem o metabolismo do micro-organismo. 1sso
pode ser realizado por desidratagdo ou
congelamento, onde se utiliza meios com baixa
tensdo de oxigénio e baixas temperaturas. O
congelamento comum baseia-se na conservacdo de
agentes em temperaturas relativamente baixas entre
-4 e -20°C. Apresenta-se como um dos métodos de
manutencdo mais simples e baratos, além de
oferecer boa seguranca para 0 armazenamento de
diversos micro-organismos por periodos de trés
meses a dois anos, devido a uma reducdo
significativa no metabolismo celular (Sola et al.,
2012).

Agentes crioprotetores sdo substancias adicionadas
a suspensdo celular com o objetivo de proteger as
células contra danos durante o congelamento e
descongelamento. Muitos estudos tem sido
desenvolvidos na busca de otimizar a escolha de
diferentes crioprotetores com diferentes

concentragBes. Dentre os crioprotetores utilizados
incluem-se o leite desnatado, caldo nutritivo
tamponado com glicerol, dimetil sulféxido (DMSO)
ou glicerol (Hubalek, 2003; Brumano et al., 2011).

Este estudo objetivou comparar os métodos de
congelamentos com crioprotetores glicerol a 20% e
o leite desnatado a 15% para a preservacdo de
bactérias e leveduras.

MATERIAL E METODOS

No periodo de Dezembro de 2013 a Marco de 2015
foram avaliadas a viabilidade de 10 micro-
organismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus  epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 19433, Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028, Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Choleraesuis ATCC 7001, Escherichia coli

ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae sub.

pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 e  Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763.

As cepas foram ativadas em Agar Triplice Soja
(TSA) a 37 = 1°C por 48 + 2 horas. Apbs a
confirmagdo da auséncia de contaminagdo em
meios seletivos e diferencias, foram semeadas com
indculo pesado em caldo infusdo cérebro-coracdo
(BHI) com 20% de glicerol e leite desnatado a 15%,
distribuidos previamente em microtubos graduados
de 1,5 mL. Apds a distribui¢do nos microtubos,
estes foram mantidos por refrigeracdo por 5 dias, €
posteriormente armazenados em freezer de -10 a -
20°C.

Para verificar a viabilidade das cepas, o0s
microtubos foram retirados do congelamento més a
més e as cepas foram semeadas novamente em
Agar Triplice Soja (TSA) e Agar seletivo, conforme
0 micro-organismo (Tabela 1). As placas foram
incubadas a 37 + 1°C por 48 +2 horas.

Tabela 1. Descri¢do dos meios de cultura seletivos utilizados para verificar a viabilidade dos micro-organismos.

Espécies (bactérias e levedura) ATCC Meio de cultura seletivo
Staphylococcus aureus subsp. aureus 25923 Agar Baird-Parker (ABP)
Staphylococcus epidermidis 12228 Agar Baird-Parker (ABP)
Enterococcus faecalis 19433 Agar m-Enterococcus
Salmonella Typhimurium 14028 Agar desoxicolato lisina xilose (XLD)
Salmonella Choleraesuis 7001 Agar desoxicolato lisina xilose (XLD)
Klebsiella pneumoniae 13883 Agar eosina azul de metileno (EMB)
Escherichia coli 25922 Agar eosina azul de metileno (EMB)
Enterobacter aerogenes 13048 Agar eosina azul de metileno (EMB)
Pseudomonas aeroginosa 27853 Agar m-PA-C
Saccharomyces cerevisiae 9763 Agar Sabouraud Dextrose
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados da viabilidade de
culturas congeladas em caldo BHI a 20% de
glicerol e leite desnatado a 15% comprovam a alta
eficiéncia do processo, pois 100% dos micro-
organismos apresentaram-se viaveis por 1 ano e 3
meses. Neste periodo de armazenamento também
ndo houve contaminacdo destes micro-organismos
por outras bactérias e fungos.

Oplustil et al. (2010) recomendam que bactérias
Gram-positivas sejam armazenadas a -20 °C em
glicerol ou leite desnatado por 1-3 anos e Gram-
negativas em sacarose e lactose por 1-2 anos.

Estudo realizado com 328 leveduras (géneros
Candida, Cryptococcuss, Trichosporon,
Rodothorulla) preservadas no glicerol 20% e
congelamento a -20°C apresentaram viabilidade de
99% por 3 anos e 6 meses (Silva et al., 2008).
Cepas de Salmonalla Enteritidis foram avaliadas e
ndo apresentaram diferenca na reducdo bacteriana e
tempo de armazenamento a -20°C por 1, 3 e 7 dias
em agua peptonada tamponada (Vieira et al., 2007).

As espécies de  Streptococcus  pyogenes,
Campylobacter  jejuni, Borrelia  burgdorferi,
Salmonella Typhimurium, Pseudomonas

aeroginosa e Escherichia coli foram preservados
em leite desnatado 10% a -80°C e houve resultados
acima de 90% na sua recuperacdo (Cody et al.,
2008). Outros micro-organismos como
Lactobacillus lactis subsp lactis e Lactobacillus
rhamnosus também  apresentaram  eficiéncia
comprovada na preservacdo com do leite desnatado
(Volkert et al., 2008; Leandro et al., 2013).

A refrigeracdo entre 2-8°C, anterior ao
congelamento das culturas, impede que ocorra
diferencas drasticas de temperatura evitando o
choque térmico (Silva et al., 2008; Nery et al.,
2001). Além disso, uma das condigdes mais
importantes para 0 sucesso da criopreservagdo é a
composicdo do meio usado para o congelamento.
Agentes crioprotetores reduzem o estresse fisico e
quimico derivado do congelamento e do degelo das
células. As caracteristicas fisico-quimicas ideais
para um crioprotetor devem abranger baixo peso
molecular, alta solubilidade em agua e baixa
toxicidade celular (Aguiar et al., 2012).

O glicerol funciona como um bom crioprotetor e
deve ser adicionado a concentraces finais de entre
15 a 50% (Spencer & Spencer, 1996). Sua atividade
de crioprotecdo foi inicialmente aplicada em 1913
para a preservacdo de Escherichia coli durante seis
meses a temperatura de -20 °C. Este crioprotetor é
bioquimicamente compativel com as estruturas
celulares e, desta forma, as células podem ser
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preservadas e recuperadas suas funcbes quando
descongeladas (Abreu & Tutunji, 2003). Além
disso, o efeito protetor do glicerol é representado
por propriedades coligativas, diminuicdo do ponto
de congelamento e consequente reducdo das
concentracbes de eletrélitos na fracdo nao-
congelada da amostra (Aguiar et al., 2012).

O leite desnatado pode atuar na protecdo ao
congelamento devido a atuagdo dos diferentes
componentes do leite na estrutura da célula
(Leandro et al., 2013). O célcio pode também ser o
responsavel em contribuir para a estabilidade das
enzimas celulares (Cody et al., 2008).

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que o congelamento comum
entre -10 a -20°C com os crioprotetores glicerol a
20% e leite desnatado a 15%, apos a refrigeracdo
por 5 dias é uma técnica alternativa para a
conservacdo de micro-organismos durante o
periodo de 1 ano e 3 meses.

O congelamento comum é um método simples e
ndo requer equipamentos sofisticados, por isso é
uma técnica pratica para ser utilizada na rotina
laboratorial.
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