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01. OBJETIVO

Com o objetivo de estabelecer critérios no procedimento para a conservacao de bactérias a -
200C foi elaborado este POP.

02. CAMPO DE APLICACAO

Esta instrucdo se aplica na area de microbiologia da Colecdo de Bactérias da Amazonia,
auxiliando e orientando os profissionais da colecdo para a realizacdo do procedimento da
técnica de conservagao de bactérias a -20°C.

03. RESPONSABILIDADES

A execucdo da técnica é de responsabilidade dos usuarios da Colecdo de Bactérias da
Amazonia.

04. DEFINIGOES

A conservagdo a -20°C é uma metodologia de congelamento comum que consiste na utilizagao
de freezers com temperaturas entre -4 e -20°C. Considerada uma conservacdo de médio
prazo, diminui o metabolismo bacteriano e utiliza agentes crioprotetores como glicerol para
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reduzir ou eliminar fatores destrutivos das estruturas celulares durante o processo de
congelamento.

05. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

SMITH,D.; RYAN,M.].; DAY, 1J.G. The UK National Culture Collection (UKNCC) Biological
Resource: Properties, Maintenance and Management. Capitulo 04 Preservation methodology,
'%’g(F)(}I"ORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, C.L. Microbiologia. 10 ed, p.967, 2011.

06. SIGLAS:

ILMD - Instituto Lednidas e Maria Deane;

POP - Procedimento Operacional Padrao

TSB - Caldo Triptona de Soja

UV- Ultra violeta

07. CONDIGCOES DE BIOSSEGURANGA

Este ensaio deve ser realizado em cabine de seguranca bioldgica, utilizando jaleco, luvas,
mascara e pessoal devidamente treinado.

08. PROCEDIMENTOS

8.1 Materiais, reagentes e equipamento
8.1.1. Materiais

e Alga de niquel cromo

e Cabo de Kolle

e Tubos de criopreservacdo 2,0ml

8.1.2. Reagentes

e Meio de cultura TSB
e Glicerol

8.1.3. Equipamento
e Estufa bacterioldgica
Cabine de Seguranca Bioldgica
Freezer a -20°C
8.2 Descrigoes da Técnica

8.2.1. Desinfecgdo do ambiente de trabalho

Antes de iniciar o procedimento realizar a desinfecgdo da cabine de seguranca bioldgica com
alcool 70% e esterilizar por 15 minutos com luz UV.
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8.2.2. Conservacao de Bactérias a -20°C

A partir do crescimento de coldnias bacterianas identificadas e puras é realizada a
transferéncia de 2 a 3 colonias para o caldo TSB previamente esterilizado em tubos de
criopreservacgao de 2,0ml;

e Colocar os tubos de criopreservacdo com a cultura em estufa bacterioldgica a 37°C por
18-24 horas, dependendo do tempo de crescimento cada micro-organismo bacteriano;

e Apds o crescimento bacteriano, observado pela turvacdo do meio de cultura, sera
acrescentado glicerol a 20%;

e Armazena a cultura conservada em freezer a -20°C

09.ALTERAGCOES EM RELAGCAO A REVISAO ANTERIOR

Item alterado Descricao das alteracoes

10. ANEXOS

Nao se aplica
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