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01. OBJETIVO

Com o objetivo de estabelecer critérios no procedimento para a conservacdo de bactéria
através da técnica de nitrogénio liquido 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 conservacgao de bactérias em nitrogénio liquido.

03. RESPONSABILIDADES

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

04. DEFINIGOES

A criopreservacdo em nitrogénio liquido consiste em conservar o material biolégico em baixas
temperaturas, tendo como objetivo reduzir a taxa de metabolismo, através da pouca atividade
das reacdes bioquimicas esse metabolismo bioldgico dos micro-organismos sera reduzido.
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05. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ling, W. X. Liquid-nitrogen cryopreservation of three kinds of autotrophic bioleaching
bactéria. Transactions of Noferrous Metals Society of China, v. 18, p. 1386-1391, 2008;

Trabulsi, B. L. & Alterthum, F. Microbiologia, 5 ed. Atheneu, 2009.

06. SIGLAS:
ILMD - Instituto Lednidas e Maria Deane;
POP - Procedimento Operacional Padrao

TSB - Caldo Triptona de Soja

07. CONDICOES DE BIOSSEGURANCA

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

08. PROCEDIMENTOS
8.1. Materiais, reagentes e equipamento
8.1.1. Materiais

Alga de niquel cromo

Cabo de Kolle

Tubos de criopreservacao 2,0ml
Galdo para nitrogénio liquido

8.1.2. Reagentes
Meio de cultura TSB
Glicerol
e Nitrogénio liquido
8.1.3.Equipamento
e Estufa bacterioldgica
e Cabine de Seguranca Bioldgica
8.2. Descrigdo da Técnica

8.2.1. Desinfecgao do ambiente de trabalho

Antes de iniciar o procedimento realizar a desinfeccdo da cabine de seguranca biolégica com
alcool 70% e esterilizar por 15 minutos com luz UV.
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8.2.2. Crescimento bacteriano

e A partir do crescimento bacteriano coleta-se de 2 a 3 colbnias puras
macroscopicamente iguais e transfere para 2,0 ml de caldo TSB em tubos de
criopreservcao;

e Os tubos com a cultura serdo incubados em estufa bacteriolégica por 18-24 horas a
35-37°C;

e Apds o periodo de incubacdo, acrescenta-se 20% glicerol nas culturas bacterianas
como crioprotetor;

8.2.3. Criopreservacdo de Bactérias em nitrogénio liquido
e Primeiramente, os tubos serdo transferidos para uma temperatura de -20°C por 30 a
50 minutos;
e Em seguida, os tubos congelados serdo transferidos para galdes de nitrogénio liquido
a uma temperatura de 196°C.

09.ALTERACOES EM RELACAO A REVISAO ANTERIOR

Item alterado Descricao das alteracoes

10. ANEXOS

Nao se aplica
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