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RESUMO – A preservação das características originais e viabilidade das cepas-padrão são requisitos essenciais 

para a sua reprodução em rotinas laboratoriais e centros de pesquisas. Este estudo objetivou analisar o método de 

preservação de bactérias e leveduras por congelamento comum com adição de glicerol 20% ou leite desnatado 

15%. A criopreservação foi realizada em freezer a temperatura de -10 a -20 °C entre os meses de Dezembro de 

2013 a Março 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. Após 1 ano e 3 meses, a recuperação em ambos crioprotetores foi de 

100%. Os métodos avaliados foram eficientes para a preservação e é uma técnica prática para ser utilizada na 

rotina laboratorial. 

Palavras-Chave:  criopreservação; crioprotetores; métodos de preservação; cepas-padrão. 

 

 

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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INTRODUÇÃO 

 

Cepas-padrão são culturas provenientes de uma 

coleção de culturas reconhecida nacional e/ou 

internacionalmente, acompanhadas de um 

certificado contendo a descrição de suas 

características fenotípicas e genotípicas. Durante o 

armazenamento as culturas estão sujeitas a 

alterações genotípicas, que resultam em 

modificações da sua atividade fisiológica ou de sua 

morfologia
 

(Brumano et al., 2011). Por isso, a 

implantação e manutenção de coleções de culturas 

permitem a formação de estoques de cepas é de 

grande importância para serem utilizadas nas 

rotinas laboratoriais e em centros de pesquisas 

(Paoli, 2005).  

 

O principal objetivo da preservação de culturas é a 

extensão do tempo de sobrevida das cepas 

armazenadas e proporcionar estabilidade genética 

do micro-organismo, evitando assim a formação 

excessiva de mutações que alterem suas 

características (Girão et al., 2004; Dellaretti, 2014).  

 

Métodos com maior sucesso são aquelas que 

reduzem o metabolismo do micro-organismo. Isso 

pode ser realizado por desidratação ou 

congelamento, onde se utiliza meios com baixa 

tensão de oxigênio e baixas temperaturas. O 

congelamento comum baseia-se na conservação de 

agentes em temperaturas relativamente baixas entre 

-4 e -20°C. Apresenta-se como um dos métodos de 

manutenção mais simples e baratos, além de 

oferecer boa segurança para o armazenamento de 

diversos micro-organismos por períodos de três 

meses a dois anos, devido a uma redução 

significativa no metabolismo celular (Sola et al., 

2012). 

 

Agentes crioprotetores são substâncias adicionadas 

à suspensão 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 

concentrações. Dentre os crioprotetores utilizados 

incluem-se o leite desnatado, caldo nutritivo 

tamponado com glicerol, dimetil sulfóxido (DMSO) 

ou glicerol (Hubálek, 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 preservação de 

bactérias e leveduras. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

No período de Dezembro de 2013 a Março 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 Ágar Tríplice Soja 

(TSA) a 37 ± 1ºC por 48 ± 2 horas. Após a 

confirmação da ausência de contaminação em 

meios seletivos e diferencias, foram semeadas com 

inóculo pesado em caldo infusão cérebro-coração 

(BHI) com 20% de glicerol e leite desnatado a 15%, 

distribuídos previamente em microtubos graduados 

de 1,5 mL. Após a distribuição nos microtubos, 

estes foram mantidos por refrigeração por 5 dias, e 

posteriormente armazenados em freezer  de -10 a -

20ºC.  

 

Para verificar a viabilidade das cepas, os 

microtubos foram retirados do congelamento mês a 

mês e as cepas foram semeadas novamente em 

Ágar Tríplice Soja (TSA) e Ágar seletivo, conforme 

o micro-organismo (Tabela 1). As placas foram 

incubadas a 37 ± 1ºC por 48 ±2 horas. 

 

Tabela 1. Descrição 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 Ágar Baird-Parker (ABP) 

Staphylococcus epidermidis   12228 Ágar Baird-Parker (ABP) 

Enterococcus faecalis   19433 Ágar m-Enterococcus 

Salmonella Typhimurium  14028 Ágar desoxicolato lisina xilose (XLD) 

Salmonella Choleraesuis  7001 Ágar desoxicolato lisina xilose (XLD) 

Klebsiella pneumoniae   13883 Ágar eosina azul de metileno (EMB) 

Escherichia coli  25922 Ágar eosina azul de metileno (EMB) 

Enterobacter aerogenes   13048 Ágar eosina azul de metileno (EMB) 

Pseudomonas aeroginosa   27853 Ágar m-PA-C 

Saccharomyces cerevisiae  9763 Ágar Sabouraud Dextrose 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

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 

eficiência do processo, pois 100% dos micro-

organismos apresentaram-se viáveis por 1 ano e 3 

meses. Neste período de armazenamento também 

não houve contaminação destes micro-organismos 

por outras bactérias e fungos. 

 

Oplustil et al. (2010) recomendam que bactérias 

Gram-positivas sejam armazenadas a -20 ºC 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 (gêneros 

Candida, Cryptococcuss, Trichosporon, 

Rodothorulla) preservadas no glicerol 20% e 

congelamento a -20ºC apresentaram viabilidade de 

99% por 3 anos e 6 meses (Silva et al., 2008). 

Cepas de Salmonalla Enteritidis foram avaliadas e 

não apresentaram diferença na redução bacteriana e 

tempo de armazenamento a -20ºC por 1, 3 e 7 dias 

em água 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 -80ºC e houve resultados 

acima de 90% na sua recuperação (Cody et al., 

2008). Outros micro-organismos como 

Lactobacillus lactis subsp lactis e Lactobacillus 

rhamnosus também apresentaram eficiência 

comprovada na preservação com do leite desnatado 

(Volkert et al., 2008; Leandro et al., 2013). 

 

A refrigeração entre 2-8ºC, anterior ao 

congelamento das culturas, impede que ocorra 

diferenças drásticas de temperatura evitando o 

choque térmico (Silva et al., 2008; Nery et al., 

2001).  Além disso, uma das condições mais 

importantes para o sucesso da criopreservação é a 

composição do meio usado para o congelamento. 

Agentes crioprotetores reduzem o estresse físico e 

químico derivado do congelamento e do degelo das 

células. As características físico-químicas ideais 

para um crioprotetor devem abranger baixo peso 

molecular, alta solubilidade em água e baixa 

toxicidade celular (Aguiar et al., 2012). 

 

O glicerol funciona como um bom crioprotetor e 

deve ser adicionado a concentrações finais de entre 

15 a 50% (Spencer & Spencer, 1996). Sua atividade 

de crioproteção foi inicialmente aplicada em 1913 

para a preservação de Escherichia coli durante seis 

meses à temperatura de -20 °C. Este crioprotetor é 

bioquimicamente compatível com as estruturas 

celulares e, desta forma, as células podem ser 

preservadas e recuperadas suas funções quando 

descongeladas (Abreu & Tutunji, 2003). Além 

disso, o efeito protetor do glicerol é representado 

por propriedades coligativas, diminuição do ponto 

de congelamento e consequente redução das 

concentrações de eletrólitos na fração não-

congelada da amostra (Aguiar et al., 2012). 

 

O leite desnatado pode atuar na proteção ao 

congelamento devido à atuação dos diferentes 

componentes do leite na estrutura da célula 

(Leandro et al., 2013). O cálcio pode também ser o 

responsável em contribuir para a estabilidade das 

enzimas celulares (Cody et al., 2008). 

 

CONCLUSÃO 

 

O estudo demonstrou que o congelamento comum 

entre -10 a -20ºC com os crioprotetores glicerol a 

20% e leite desnatado a 15%, após a refrigeração 

por 5 dias é uma técnica alternativa para a 

conservação de micro-organismos durante o 

período de 1 ano e 3 meses.  

 

O congelamento comum é um método simples e 

não requer equipamentos sofisticados, por isso é 

uma técnica prática para ser utilizada na rotina 

laboratorial. 
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