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PROCESSO DE LIOFILIZACAO PARA MANUTENCAO DE CEPAS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUSI
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Rossoni?

INTRODUCAO: A liofilizagio ou secagem a frio (freeze dry) é o mais nobre processo de
conservagdo de produtos biologico conhecido, porque envolve os dois métodos mais
confiaveis de conservagdo, o congelamento e a desidratacdo. Sem conservantes ou produtos
quimicos, ¢ o processo mais adequado para preservar células, enzimas, vacinas, virus,
leveduras, soros, bactérias, derivados sangiiineos, algas, bem como frutas, vegetais, carnes,
peixes e alimentos em geral. Para ser liofilizado, o produto deve estar congelado a uma
temperatura bem baixa, geralmente abaixo de -20°C, e depois ser submetido a uma pressao
negativa (vacuo), fazendo com que a dgua dos produtos seja retirada por sublimagao, ou seja,
passe diretamente do estado solido para o estado gasoso. O resultado final ¢ um produto com
uma estrutura porosa livre de umidade e capaz de ser reconstituido pela simples adicao de
agua. Desta forma, os produtos liofilizados ndo sofrem alteragdes de tamanho, textura, cor,
sabor, aroma, teor de vitaminas, sais minerais, proteinas, etc. e, quando conservados
adequadamente, mesmo em temperatura ambiente, resistem intactos por muitos anos.
Produtos liofilizados tém baixo peso (a maioria dos produtos naturais possui mais de 80% de
agua), se conservam mesmo a temperatura ambiente e, quando reconstituidos, retomam suas
propriedades originais como nenhum outro produto desidratado. Muito utilizada no meio
farmacéutico e em pesquisas, aos poucos a liofilizagdo ganha espago na industria alimenticia e
outros segmentos, como na preservagao de flores e animais, documentos e livros antigos ou
recuperados de enchentes, bancos de ossos e tecidos para implante, etc. O processo ¢ realizado
por um equipamento denominado liofilizador. Existem liofilizadores de pequeno porte
(laboratoriais) até com centenas de metros quadrados (plantas de liofilizacdo de alimentos).
No Brasil a maioria dos equipamentos esta localizada em industrias farmacéuticas, centros de
pesquisas, universidades e algumas plantas industriais de café e insumos para alimentos
institucionais. A liofilizagdo facilita largamente os processos de transporte € armazenagem e
desde que o produto seja adequadamente embalado, pode ser armazenado fora de refrigeracao
por até dois anos, sem perder sua aplicagio. MATERIAIS E METODOS: A pesquisa foi
realizada em janeiro de 2007. A partir de uma cepa de Staphylococcus aureus ATCC 13150,
fez-se o estriamento em agar Baird-Parker (BP) e incubando-se a 35°C + 1°C por 24 horas.
Uma coldnia isolada foi inoculada em agar nutritivo (tubo inclinado), incubando-se a 35°C +
1°C por 24 horas. Do crescimento obtido, foi feita uma suspensdo, utilizando a Escala
McFarland a fim de obter uma concentracao superior a 108 . A suspensdo foi quantificada em
agar Padrao para Contagem (PCA), onde se observou um crescimento >1,0x1011 UFC/mL.
Trés caldos foram testados para verificar a a¢do crioprotetora: leite desnatado 10% + inositol
5% (caldo I) , sacarose 7% + peptona 7% (caldo II), e inositol 5% + nutritivo 2,5% (caldo III).
Para a liofilizagdo foi utilizada a propor¢do de 2,5mL de cada caldo para 0,5 mL da
suspensdo com o microrganismo, € procedeu-se o congelamento em frascos, a
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aproximadamente -25°C em freezer, durante 2 dias. Apos esse periodo os frascos foram
levados ao liofilizador para a realizacdo do processo durante 18 horas. A verificagdo da
manuten¢do do nimero de células apos a liofilizacao foi testada hidratando o liofilizado com
solucdo salina a 0,85% e fazendo a contagem com dilui¢des entre 10-6 a 10-9 em agar Padrao
para Contagem (PCA) e incubagdo a 35°C + 1°C por 48 horas. Para a confirmacdo de
Staphylococcus aureus fez-se a passagem de uma coldnia do agar Baird-Parker para caldo
BHI, incubou-se a 35°C + 1°C por 24 horas. A partir do caldo BHI efetuou-se a confirmacao
de estafilococos coagulase positiva: 0,1 mL do cultivo para 0,3 mL de plasma de coelho e
incubou-se a 36°C £ 1°C por 4 a 6 horas, para verificar a formacdo de coagulo.
RESULTADOS E DISCUSSAO: Pela contagem de células observou-se a recuperacdo de
1011 UFC/mL de Staphylococcus aureus, demonstrando que o processo foi eficiente, nos
caldos I e II, pois ndo houve danos as células. Os caldos que apresentaram melhor resultado
foram: leite desnatado 10% + inositol 5% (caldo I) e inositol 5% + nutritivo 2,5% (caldo III).
Estes caldos agem como agentes crioprotetores, pois reduzem os danos na célula durante o
congelamento e descongelamento, e fornece estabilidade ao microrganismo contra os efeitos
adversos da estocagem. A confirmag¢do de S. aureus se deu pelo crescimento de coldonias
caracteristicas em agar Baird-Parker com conseqiiente confirmacao de Staphylococcus aureus
coagulase positiva, pela formagdo de coagulo. CONCLUSAO: Nio houve diferenca entre os
liofilizados a partir dos caldos I e caldo II, no que se refere a recuperacdo das células, na
caracteristica tipicas da colonia em agar Baird-Parker e no teste de coagulase. Entretanto, o
processo de liofilizacdo ndo foi eficiente a partir do caldo II e por isso ndo foi realizado o teste
para verificar a recuperagao das células. A liofilizagdo da bactéria Staphylococcus aureus foi
eficiente, assim como foi positiva a acdo de crioprotetores testados.
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