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APRESENTACAO

Apresentamos o livro “Estado da Arte da Pesquisa em Recursos Genéticos”, um
material rico e direcionado a todos académicos e docentes da subarea da biologia
denominada genética.

Sem sombra de duvidas a genética e suas aplicagdes tem influenciado diversas
pesquisas promissoras em todo o0 mundo, contribuindo de forma significativa na saude,
agricultura, economia e biotecnologia. Compreender essa ciéncia e suas diferentes
interfaces € um dos objetivos principais do conteudo desta obra.

A genética aliada a revolugao tecnologica tem contribuido grandemente com o
avanco no campo da pesquisa basica e aplicada. Da mesma forma as descobertas
propciadas pelos estudos e artigos de diversos pesquisadores possibilitaram um
entendimento mais amplo desta importante area. Como sabemos a genética possui
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com
0s avancos cientificos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é
o enfoque desta obra.

Assim abordamos aqui assuntos relativos aos avangcos e dados cientificos
aplicados aos recursos genéticos, oferecendo um breve panorama daquilo que tem
sido feito no pais. O leitor podera se aprofundar em temas direcionados a variabilidade,
diversidade genética, produtividade, variedades tradicionais, inovagao, proteémica,
novos protocolos, fruteiras nativas, populacdes, gargalo, selecdo, variedade genética,
produtividade, migracéo,criopreservagao, dentre outros.

Esperamos que mais uma vez o conteudo deste material possa somar de maneira
significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando
cada vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela
teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena
Editora por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as
novas geracoes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma 6tima leitura!
Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 9

USO DE CRIOPROTETORES PARA A PRESERVACAO
DE COLECOES MICROBIANAS MANTIDAS PARA

Eunice Ventura Barbosa
Instituto de Biologia - Universidade Federal
Fluminense

Niteroi - Rio de Janeiro

Clarissa Varajao Cardoso
Instituto de Biologia - Universidade Federal
Fluminense

Niter6i — Rio de Janeiro

Helena Magalhaes In memoriam

Centro Estadual de Pesquisa em Sanidade Animal
Geraldo Manhées Carneiro (CEPGM) - Empresa
de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de
Janeiro

Niteréi - Rio de Janeiro
Evelize Folly das Chagas

Instituto de Biologia - Universidade Federal
Fluminense

Niterdi - Rio de Janeiro
Helena Carla Castro

Instituto de Biologia - Universidade Federal
Fluminense

Niterdi - Rio de Janeiro

Maira Halfen Teixeira Liberal

Centro Estadual de Pesquisa em Sanidade Animal
Geraldo Manhées Carneiro (CEPGM) - Empresa
de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de
Janeiro

Niter6i — Rio de Janeiro

RESUMO: @) armazenamento de
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PD&l

microrganismos por longos periodos €
importante para a sua utilizacdo em Pesquisa,
Desenvolvimento & Inovacéao (PD&l). A correta
preservacao das cepas é fundamental para
evitar contaminacbes e mutagcbes, podendo
levar a perda das caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e genéticas. O Laboratério de
Biotecnologia do CEPGM da PESAGRO-
RIO realiza exames para o diagnéstico, a
prevencdo e o controle de enfermidades em
animais de producao, e mantém a “Colecéo de
Microrganismos Patogénicos para Animais de
Producéo”. Até 2010 as cepas eram mantidas
a -20°C, sem crioprotetores. Porém em 2011
foi adquirido um ultrafreezer -80°C, e 595
cepas congeladas a -20°C foram reativadas
e avaliadas quanto a viabilidade, identidade e
pureza. Dessas, apenas 64 (10,76%) estavam
viaveis. Desde entdo segue-se o protocolo de
preservacao a -80°C, utilizando o Skim Milk
comercial com adicdo de 10% (p/v) glicerol,
que sao autoclavados separadamente a
121°C/15min, e em seguida homogeneizados e
acondicionados em criotubos de 3mL, levados
ao freezer -20°C por 2 dias, e posteriormente
acondicionados no ultrafreezer -80°C. Do total
de 632 cepas bacterianas isoladas de 2011 a
2018, 442 cepas (69,93%) estado preservadas
a -80°C em Skim Milk com glicerol, e 190
(30,07%) a -20°C em BHI com glicerol, para
futuras pesquisas. Em 2016 e 2017 foram
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repicadas 427 cepas isoladas entre 2013 e 2015, que estavam mantidas a -80°C, e
100% apresentaram-se viaveis. Os resultados indicam que o uso de crioprotetores
favoreceu a preservacéo e a estabilidade das cepas, tanto no congelamento a - 80°C
como a -20°C.

PALAVRAS-CHAVE: Criopreservacao; Skim Milk; Glicerol.

ABSTRACT: Storage of microorganisms for long periods is important for your use in
Research, Development & Innovation. The correct preservation of strains is essential
to avoid contamination and mutations, which can lead to the loss of morphological,
physiological and genetic characteristics. The Biotechnology Laboratory of the CEPGM
of the PESAGRO-RIO performs exams for the diagnosis, prevention and control of
diseases in farm animals, and maintains the “Collection of Pathogenic Microorganisms
for Farm Animals”. Up to 2010 strains were maintained at -20°C, without cryoprotectants.
However, in 2011, a -80°C freezer was purchased, and 595 strains frozen at -20 °C were
reactivated and evaluated for viability, identity and purity. Of these, only 64 (10.76%)
were viable. Since then we follow the preservation protocol at -80°C, using the Skim
Milk commercial added with 10% (w/v) glycerol, which are autoclaved separately at
121°C/15min, and then homogenized and packed in 3mL cryotubes, taken to the
-20°C freezer for 2 days, and subsequently packed in -80°C freezer. Of the total of
632 bacterial strains isolated from 2011 to 2018, 442 strains (69.93%) are preserved
at -80°C in Skim Milk with glycerol, and 190 (30.07%) in BHI with glycerol, at -20°C in
BHI with glycerol for future researches. In 2016 and 2017 we worked with 427 strains
isolated between 2013 and 2015, which were kept at -80°C, and 100% were viable. The
results indicate that the use of cryoprotectants favored the preservation and stability of
strains in both freezing at-80°C and at -20°C.

KEYWORDS: cryopreservation; Skim Milk; Glycerol

11 INTRODUGCAO

Atividades de diagndstico e de pesquisa epidemioldgica de Recursos Genéticos
Microbianos de origem animal estdo diretamente relacionadas com Defesa Sanitaria
Animal, Medicina Veterinaria Preventiva, Salude Publica e Seguranca dos Alimentos,
uma vez que Saude Animal envolve questbes relacionadas as enfermidades dos
animais, as doencas zoondticas, e ao controle dos riscos em toda a cadeia alimentar,
visando assegurar ao consumidor a oferta de alimentos seguros e, ao animal, o seu
bem-estar (LIBERAL et al, 2013).

Paralelamente, os microrganismos representam uma importante fonte de
recursos genéticos para avangos e estudos biotecnologicos, assim como para o
desenvolvimento de novos farmacos, aplicacdes na saude, agricultura, industria e
meio ambiente (OLIVEIRA et al, 2006).

Ao longo dos anos, pesquisadores vém destacando a importancia do
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conhecimento da biodiversidade microbiana para o desenvolvimento humano e
animal. Nesta tematica, o aprimoramento de técnicas destinadas a conservagao de
espécimes microbiolégicas é de grande valia para a conservagao e manutengcao das
mesmas. Muitas instituicdes investem na elaboracdo de estoques (biobancos) de
cepas através de inUmeras técnicas de preservacao, como por exemplo a liofilizacao
(Figura 1) e a criopreservagcao (FIGUEIREDO, 2001; HOLLAND et al, 2003; PAOLI,
2005).

Figura 1. Equipamento de liofilizag¢&o.

KEITH (1913), foi responsavel por um dos primeiros relatos sobre a
criopreservacdo de microrganismos utilizando diversos agentes como possiveis
crioprotetores (Quadro 1), em temperaturas abaixo de 0°C, por um periodo entre 4
a 8 meses. Com o resultado de seus experimentos, o cientista chegou as seguintes
conclusoes:

+ Existe uma relacéo direta entre a temperatura e o tempo de preservacao;

« As baixas temperaturas ndo destroem as bactérias: ao contrario, por dimi-
nuirem o metabolismo bacteriano elas favorecem a sua preservacao duran-
te mais tempo;

+ Peptonas adicionadas aos meios de preservacao ajudam na manutengao e
na viabilidade da amostra.

Crioprotetores Temperatura Resultado

1% se manteve viavel apés 5 dias
e inviavel ap6s algumas semanas.

Quanto menos diluido o leite
maior a taxa de recuperacgao.

Suspensao Aquosa -20°C

Leite puro e diluido -20°C

A maioria permaneceu viavel por

Glicerina (5 a 42%) em agua -20°C até 6 meses.
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Solugéo de Agucar de Cana 10% sobre 10°C A maioria permaneceu viavel por
crescimento em agar apos 24 horas até 8 meses.

Quadro 1. Exemplos de crioprotetores e sua viabilidade (Fonte: KEITH,1913).

Segundo COSTA (2010), ainda néo existe um método de conservacao padréo,
e que determine a eficiéncia da estocagem dos microrganismos a longo prazo. A
preservacao deve ser capaz de garantir a viabilidade, a isengcao de contaminacgdes e
a estabilidade genética das células microbianas (QUINN et al, 2005). Sendo assim, a
escolha do procedimento mais adequado para a conservag¢ao das cepas vai depender
das caracteristicas do espécime em estudo, e das vantagens e desvantagens das
técnicas disponiveis (COSTA, 2010).

Sao imprescindiveis a manutencdo e o armazenamento de forma cuidadosa,
utilizando-se técnicas e protocolos ja validados previamente. Portanto, a maior
preocupacgao quanto aos métodos de preservagao, como a criopreservacao, reside nos
efeitos sobre a estabilidade dos espécimes (HOLLAND et al, 2003). A criopreservacao
€ caracterizada pelo emprego de metodologias que possibilitam a manutencéo de uma
variedade de organismos e/ou tipos celulares em condicOes de baixas temperaturas
(COSTA, 2010).

Tecnologias a base de refrigeracdo promovem um significativo retardo nas
taxas de deterioracao de bens pereciveis. A utilizacdo de baixas temperaturas, como
ocorre por exemplo na criopreservacao, favorecem a estocagem de organismos vivos
por longos periodos. A criopreservacdo destaca-se como uma das técnicas mais
empregadas na conservacao da biodiversidade microbiana (DAY & MCLELLAN, 1995;
MYAMOTO-SHINOHARA et al, 2000; PAOLI, 2005).

Avancos em pesquisas cientificas desenvolveram métodos que possibilitaram que
diferentes tipos celulares se mantivessem viaveis em baixas temperaturas. Técnicas
de criopreservacao sdo empregadas para a preservacado de microrganismos, células
teciduais, pequenos organismos multicelulares e organismos mais complexos, como
embrides (SIMIONE, 1998).

Alguns projetos de pesquisa objetivam melhorar a manutengcdo do padrao
morfolégico, genético, bioquimico ou fisioloégico, impedindo alteragdes nos
componentes da parede celular e perda de viruléncia; sendo que, grande parte dos
bancos de cole¢cdes usam pelo menos duas metodologias de estocagem, visando
garantir a manutencao e viabilidade das cepas (SILVA et al, 1994; BRILHANTE et al,
2004; GIRAO et al, 2004).

Em todos os continentes as Instituicbes de Ensino e Pesquisa procuram
manter as suas Colecbes de Culturas Microbianas, uma vez que elas desempenham
um papel relevante na conservacao ex situ de microrganismos nativos, na distribuicao
e identificacdo de Recursos Genéticos Microbianos, bem como na organizacédo e
disponibilizacdo de informacdes associadas aos seus acervos. O armazenamento de
microrganismos por longos periodos € extremamente importante para a sua utilizacéo
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em Pesquisa, Desenvolvimento & Inovacao (PD&lI). A correta preservacéo das cepas
€ fundamental para evitar contamina¢des e mutagdes, podendo levar a perda das
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e genéticas (LIBERAL et al, 2013).

O Centro Estadual de Pesquisa em Sanidade Animal Geraldo Manhaes Carneiro
(CEPGM), da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro
(PESAGRO-RIO) mantém, ha mais de quatro décadas, o “Banco de Germoplasma de
Microrganismos de Interesse em Medicina Veterinaria e Saude Publica”. Nele estao
preservadas cepas de bactérias isoladas de animais pesquisados em Projetos de
Pesquisa especificos, e, também, cepas oriundas de animais atendidos na prestacao
de servicos de diagnéstico. Dispde-se, ainda, de cepas recebidas de Instituicbes de
Ensino e Pesquisa Nacionais e Estrangeiras, bem como amostras de Colecbes de
Culturas de Referéncia Nacionais e Internacionais, de Cole¢des Bioldgicas Cientificas
e de Colecbes de Servigo nacionais.

Em 1992, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) fez
um levantamento sobre as Colecbes de Cultura de Microrganismos relacionados
a Agropecuéria, e publicou o “Catalogo de Bancos Ativos de Germoplasma de
Microrganismos”, onde foram listadas as Cole¢des de Micro-organismos mantidas por
diferentes Instituicdes Nacionais (LIBERAL et al, 2013). Nesse Catélogo foi incluido
o “Banco de Germoplasma de Microrganismos” do CEPGM da PESAGRO-RIO, que
vem sendo preservado e ampliado, desde entao.

A Area de Biotecnologia do CEPGM da PESAGRO-RIO coordena projetos de
PD&l que visam ao diagnostico, a prevencédo e ao controle de enfermidades que
acometem os animais de producédo. No laboratério, o patdégeno € isolado, identificado
e mantido na “Colecéo de Microrganismos Patogénicos para Animais de Producao”
(CMPAP), que integra a Vertente Microbiana de Recursos Genéticos, da Embrapa. A
CMPAP foiimplantadaem 1976 e, atualmente, preserva cerca de 700 cepas bacterianas
importantes em Sanidade Animal e Saude Publica. Esse material genético preservado
€ essencial para pesquisa, desenvolvimento e inovagao tecnoldgica no Agronegdcio,
destacando-se como um valioso “bem intangivel”, que pode ser utilizado, inclusive,
para a preparac¢ao de um Plano Nacional de Biosseguranca na Pecuaria Brasileira, no
caso de ameaca de uma guerra biologica.

Ressalta-se, ainda, que na busca por inovacdo, 0S recursos geneéticos
microbianos se destacam como uma oportunidade para o desenvolvimento de produtos
e/ou processos ligados a biotecnologia, gerando perspectivas ambientais e servicos
ecologicos sustentaveis com foco no agronegocio.

A bioprospeccao - atividade de pesquisa que visa identificar componentes do
patrimonio genético e/ ou informacéo sobre conhecimento tradicional associado com
o potencial de uso comercial - € um dos principais caminhos para o desenvolvimento
sustentavel da pecuaria nacional, promovendo-se 0 aumento da produtividade das
cadeias produtivas animais, e, ainda, a disponibilizacdo de inovacdes tecnolbgicas

aplicaveis em varias regides do Pais (LIBERAL et al, 2013).
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2| METODOLOGIA

Atividades de diagnostico e de pesquisa epidemiolégica de Recursos
Genéticos Microbianos de origem animal desenvolvidas pela Equipe Técnica do
CEPGM da PESAGRO-RIO levaram a criacao da “Colecao de Microrganismos
Patogénicos para Animais de Producéo” (CMPAP). ACMPAP esté vinculada ao Projeto
componente “Cole¢des Institucionais de Microrganismos”, da “Vertente Microbiana
de Recursos Genéticos”, do Portfolio “Gestdo Estratégica de Recursos Genéticos
para Alimentacdo, Agricultura e Bioindustria” da Embrapa (REGEN), compondo o
Macroprograma 1: “Grandes Desafios Nacionais”. Os projetos associados contam
com a parceria de Unidades da Embrapa (Recursos Genéticos e Biotecnologia, Gado
de Leite, e Agroindustria de Alimentos), e Instituicdes de P&D, tais como: FIOCRUZ,
UERJ, UFRJ, UFF, UNB, UENF, e UFRGS, dentre outras.

Origem das Amostras

As cepas bacterianas mantidas na CMPAP sdo oriundas de isolamentos de
materiais biologicos coletados de animais vivos ou que tenham vindo a ébito. Estas
amostras sao provenientes de Projetos de Pesquisa, prestacdo de servicos de
diagnostico e de cepas de referéncia com relevancia para a Defesa Sanitaria Animal
e Saude Publica.

Isolamento e Identificacao Microbiana

ApoOs a coleta e o isolamento, os microrganismos de interesse sao selecionados
em meios nutrientes e seletivos para posterior caracterizagao fenotipica e genotipica.

Sao utilizados métodos da Bacteriologia Classica (Figura 2) e da Microbiologia
Molecular (Figura 3) como forma de identificacdo das cepas, e quando demandado,
genes de viruléncia e de resisténcia sdo pesquisados por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

-

Figura 2. Confirmacao da viabilidade, identidade, e pureza das cepas bacterianas por meio de
testes bioquimicos.
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Figura 3. Equipamentos de Biologia Molecular. A. Termociclador para realizacéo do ensaio da
PCR. B. Visualizacdo do resultado no gel de eletroforese.

ApoOs a avaliagdo da espécie microbiana, estas sao analisadas e verificadas
guanto a melhor forma de conservacgéao: qual o tipo de crioprotetor e a faixa de criogenia
a ser escolhida.

Manutencao das Cepas

Para a manutencao das cepas, as amostras sao semeadas em Triplice Soja
Agar (TSA) a 37°C durante 24 horas, fazendo-se um inéculo bem denso. Decorrido o
tempo de incubacéo, o indculo crescido é transferido para o crioprotetor escolhido, em
criotubos graduados de 3 mL e homogeneizados no voértex (Figura 4).

Figura 4. Conservacgéo das amostras em criotubos. A Equipamento vortex utilizado para
incorporacdo das amostras no meio de criopreservacao. B. Estoque das amostras em criotubos
com identificacdo, em caixas apropriadas para conservacdo em baixas temperaturas.

Em seguida, esses criotubos sdao mantidos em freezer (-20°C) por 2 dias,
e posteriormente armazenados em ultra freezer (-80°C), conforme Figura 5. Os
crioprotetores usados no Laboratorio de Biotecnologia do CEPGM sao: o Skim Milk
com glicerol (10%) e Caldo Infusédo Cérebro-Coracao (BHI) com glicerol (15%).
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Figura 5. Equipamento ultra freezer -80°C do CEPGM da PESAGRO-RIO.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A periodicidade da reativacéo das cepas da CMPAP depende da demanda dos
pesquisadores, da méo de obra laboratorial disponivel e da aquisicdo do material de
CONSUMO necessario para os repiques.

Até 2010, as cepas eram mantidas a -20°C, sem crioprotetores. Porém, em 2011,
apds a aquisicao do ultra freezer -80°C, 595 cepas que estavam congeladas a -20°C
foram reativadas, e avaliadas quanto a viabilidade, identidade e pureza. Dessas,
apenas 64 (10,76%) estavam viaveis.

Desde entédo, segue-se o protocolo de criopreservacéo a -80°C, utilizando o Skim
Milk com adicédo de 10% (p/v) de glicerol. Esse meio pode ser adquirido comercialmente,
ou preparado com leite em p6 desnatado. Para o meio comercial a autoclavacao
recomendada pelo fabricante é de 121°C durante 15 minutos. J& para o preparo com
o leite em p6 desnatado é de 115°C durante 8 minutos.

Do total de 632 cepas bacterianas isoladas de 2011 a 2018, 442 cepas (69,93%)
estéo preservadas a -80°C em Skim Milk com glicerol, e 190 (30,07%) a -20°C em BHI
com glicerol, para futuras pesquisas.

Entre 2016 e 2017 foram reativadas 427 cepas que haviam sido isoladas nos
anos de 2013 a 2015, e que estavam mantidas a -80°C. Destas, 100% apresentaram-
se viaveis.

Os principais géneros de microrganismos patogénicos provenientes de animais
de producédo, e as cepas de referéncia que compdem a CMPAP, estdo preservados
nas Subcolecbes: Bactérias Gram-negativas; Bactérias Gram-positivas e Fastidiosas
(Tabela 1). As cepas servem para utilizacao em projetos de PD&l, teses e monografias,
estudos epidemiologicos, pesquisa de genes de viruléncia, determinacao de resisténcia
a antimicrobianos, estudos moleculares, protocolos para bioprospeccao, e estudos
das ciéncias 6micas, e, ainda, para o diagnostico diferencial de doencas emergentes
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€ Z0oonoses.

L Subcolecéao
Caracterizacao das cepas . . o
Gram-negativas Gram-positivas Fastidiosas
Cepas_ de pesquisa e 94 291 42
diagnostico

Cepas de referéncia 8 7 0
Total 102 298 42

Total Geral 442

Tabela 1. Relacéo de cepas bacterianas provenientes de projetos de pesquisa, diagnostico e
referéncia.

Os resultados obtidos indicaram que o uso de crioprotetores adequados
favoreceram a preservacgéao e a estabilidade das cepas, tanto no congelamento a -20°C
(Tabela 2) como a - 80°C (Tabela 3).

Grupos Total
Subcolecéao | " "
Gram- Entéricas: E. coli =57 Vibrionaceae e ~ f
Negativas Salmonella spp. = 2 Aeromonadaceae = 0 Nao Entericas = 37 96
Gram-
- Streptococcaceae = 7 Staphylococcaceae = 50 Bastonetes = 16 73
Positivas
Anaerobios:
Clostridium chauvoei = 2 QOutros: 21
Fastidiosas Clostridium septicum = 1 Arcanobacterium pyogenes = 14

Clostridium sp. = 4

Total 190

Tabela 2. Relagcao do numero de cepas bacterianas mantidas a -20°C em BHI com glicerol e/ou
Skim Milk com glicerol.

Subcolecéao
Gram-negativas Gram-positivas Fastidiosas
Salmonella sp. 1 Streptococcus sp. 20 Haemophillus somnus 6
Escherichia coli 47 S. aureus 147 Archanobacterium
pyogenes 36
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Pseudomonas aeruginosa 8  Staphylococcus sp. 57
Pseudomonas sp. 1 Enterococcus faecalis 1
Pasteurella multocida 20 Enterococcus sp. 8
Klebsiella pneumoniae 1 S. epidermidis 1
Klebsiella oxytoca 1 Corynebacterium sp. 10
Serratia marcenses 5 Rhodococcus equi 47
Serratia liquefaciens 5

Citrobacter freundii 3

Serratia sp. 1

Klebsiella sp. 1

Total = 94 Total = 291 Total = 42

Total Geral = 427
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Tabela 3. Relagé@o do niUmero de cepas bacterianas mantidas a -80°C.

De acordo com a literatura, a utilizagdo de aditivos crioprotetores tem como
objetivo contornar problemas relacionados com a instabilidade dos microrganismos
frente aos processos de preservacdo (WESSMAN et al, 2011),

O glicerol é quimicamente compativel com as estruturas celulares, permitindo a
manutencao e a recuperacao dessas estruturas apos o descongelamento (ABREU &
TUTUNJI, 2003), e vem se destacando como o aditivo crioprotetor mais utilizado em
microbiologia (HUBALEK, 2003).

Essa caracteristica vem sendo comprovada nas nossas pesquisas, onde apos
4 anos de congelamento utilizando-se o glicerol, as amostras criopreservadas se
mantiveram viaveis. Resultado que esta de acordo com o trabalho publicado por SAEKI
e colaboradores (2015), onde ap6s 1 ano e 3 meses de congelamento, as amostras
também se mantiveram viaveis.

Em trabalho realizado por MEDEIROS e colaboradores (2009), foi avaliado a
conservacao das amostras bacterianas em Skim Milk e TSB (Triplice Soja Broth) com
glicerol 20%, e ap6s 1 ano as amostras foram ativadas e se apresentaram viaveis, com
excecao das amostras de Pseudomonas aeruginosa, mantidas no TSB com glicerol
20%.

OPLUSTIL e colaboradores (2010), destacaram que, para a uma melhor
manutencdo das amostras, as bactérias Gram-positivas devem ser armazenadas em
glicerol ou no leite desnatado durante 1 a 3 anos, e as Gram-negativas devem ser
conservadas em sacarose e lactose por 1 a 2 anos, ambas em temperaturas entre
-20°C e -80°C.

41 CONCLUSAO

As colegcbes de cultura sdo essenciais para a preservacdo das espécies
microbiolégicas, e para garantir que as pesquisas nao sejam prejudicadas com o




passar do tempo. E necessaria uma maior visibilidade dos bancos de germoplasma,
com o intuito de suprir a demanda de material biol6gico para profissionais, empresas
e universidades.

A literatura relata que a utilizacao de variadas técnicas de preservag¢ao, podem
nao ser plenamente eficazes e dependem muitas vezes da espécie a ser preservada.
Por vezes, é necessaria a utilizagcdo de técnicas associadas para uma melhor
recuperacao da cepa, garantindo-se a sua futura utilizacao.

No campo da criopreservacao muitos estudos ainda sado necessarios para um
melhor entendimento em relacé&o ao processo, aos crioprotetores mais adequados, a
temperatura e ao tempo ideal de armazenamento. Todos esses parametros influenciam
na qualidade da amostra a ser estocada e por isso destacamos a necessidade de
investimentos em estudos especificos, para cada Familia e Género bacteriano, de
importéancia para aplicagcdo em PD&l.
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