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1. INTRODUÇÃO 
 

O aumento da incidência das doenças imunossupressoras assim como o uso 
de antimicrobiano de amplo espectro e melhora nos métodos diagnósticos, tem 
resultado no crescimento dos números de casos de infecções fúngicas causadas 
por leveduras (SILVA et. al, 2008). Sendo assim há a crescente necessidade de 
se conhecer as formas de manutenção e principalmente preservação que devem 
ser realizadas com estes microrganismos, como reflexo da necessidade de 
utilização destes a qualquer momento, quer para fins experimentais, didáticos, 
industriais ou estudos comparativos (SOLAL et. al, 2012). 

As leveduras, em sua maioria, são microrganismos fáceis de manter, 
estocar, cultivar e isolar a partir de diferentes habitats. Sua estocagem, porém, 
apresenta algumas particularidades, como a possibilidade de pleomorfismo, e o 
risco de contaminação por outros fungos filamentosos ou bactérias (MARIANO 
et.al, 2006). Embora não se tenha pleno conhecimento dos fatores que afetam a 
sobrevida das leveduras estocadas, a baixa viabilidade celular pode estar 
relacionada, em parte, ao grande tamanho das células em relação às células 
bacterianas e a ausência de esporos de resistência dos tipos encontrados nos 
fungos superiores. Para tanto, a sobrevivência do agente não se constitui o único 
objetivo. Torna-se necessário considerar a viabilidade e principalmente a escolha 
de métodos que não promovam em maior ou menor grau a ocorrência de 
mutações ou variabilidades (SILVA et. al, 2008). 

A manutenção de microrganismos em micotecas é de fundamental 
importância para estudos retrospectivos e prospectivos, que enfoquem sua 
biologia, etiologia e aspectos epidemiológicos (GIRÃO et. al, 2004). Esta 
manutenção e estocagem vêm sendo feita através de repiques sucessivos em 
meios de cultivos específicos, congelamento, liofilização, entre outros, porém 
cada um apresenta suas limitações.  

Os métodos tradicionais de conservação de leveduras, por exemplo, os 
repiques sucessivos em Agar Sabouraud requerem muitos cuidados, pois 
consomem rapidamente o meio de cultura, necessitando de repiques frequentes, 
possibilitando a contaminação por patógenos e ainda podendo sofrer alguma 
alteração fisiológica ou morfológica (SILVA et. al, 2008). O congelamento é 
considerado o melhor método preservação de culturas de fungos, pois se 
baseiam na redução do metabolismo celular até um nível de dormência artificial, 
além de anular o risco de contaminação por ácaros. Já a liofilização envolve seu 
congelamento prévio a baixíssimas temperaturas seguido da secagem da amostra 
a vácuo (GIRÃO et. al, 2004).  
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Com isto, o objetivo deste trabalho é avaliar a água destilada estéril como 
meio e forma de conservação de leveduras em laboratório. 

 
2. METODOLOGIA 

 
Foram selecionadas 26 leveduras que previamente foram identificadas pelo 

Sistema Vitek 2 sendo classificadas dentre as espécies: C. albicans (2), C. 
guilliermondii (3), Rhodotorula spp.(5) C. parapsilosis (7), S. cerevisae (3), 
Candida sp (1), C. laurentii (2), C. famata (2) e S. ciferri (1). Todas estas 
leveduras foram isoladas do ambiente de Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) 
e então armazenadas previamente em meio de cultivo Sabouraud dextrose em 
temperatura de 4ºC com repiques mensais para conservação. 

 As leveduras foram semeadas em Placas de Petri contendo Agar 
Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e incubadas em estufa por 48 
horas a 36ºC, para serem selecionadas colônias jovens. Cada uma das amostras 
foi dispensada em tubos de ensaio contendo 5mL de água destilada (ADE) 
previamente esterilizada em autoclave a 121ºC por 15 minutos e 1ATM. 

Cada espécie de levedura ficou disposta em um tubo de ensaio com ADE 
para armazenamento. Durante nove meses após esse preparo das amostras, foi 
realizado repiques em diferentes períodos para verificar a viabilidade de cada 
levedura armazenada naquelas condições. 

Os períodos de armazenagem em que se realizou semeadura da água em 
meio de cultivo foram: 1 mês, 2 meses, 3 meses, 6 meses e 9 meses totalizando 
5 repiques. 

A semeadura em cada um dos períodos foi realizada no mesmo meio de 
isolamento Agar Sabouraud dextrose e estas placas foram incubadas a 36ºC por 
48 horas para verificação da viabilidade da levedura após armazenagem em 
água. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Em todas as semeaduras realizadas, com todas as amostras de leveduras, 

no período de nove meses, as leveduras cresceram nos meios propícios. Apenas 
uma amostra da C. ciferri foi contaminada no repique realizado no nono mês. 

Diante da necessidade de desenvolvimento biotecnológico e científico, a 
preservação e a manutenção de materiais biológicos vêm ganhando destaque no 
cenário mundial. Os métodos ideais de armazenamento de leveduras e outros 
microrganismos necessitam promover a sobrevida das células, bem como a 
pureza da cultura e a estabilidade de suas características. Alguns artigos, no 
entanto, têm mencionado a ocorrência de alterações fenotípicas e/ou genotípicas 
em amostras mantidas em laboratório, as quais podem influenciar estudos, 
tipagem e a aplicabilidade destes microrganismos. Ao longo dos anos, vários 
métodos de preservação têm sido desenvolvidos, visando à eliminação dos 
problemas encontrados em transferências seriadas (ASHCAR et al., 1988; GIRÃO 
et al. 2004; KWON – CHUNG e BENNETT, 1991; ODDS, 1991; RODRIGUES et 
al.,1992).Os métodos anteriormente descritos porem com diferentes resultados 
são: transferências seriadas em meio sólido, óleo mineral, água destilada, 
congelamento em glicerol a -70ºC e liofilização. Métodos que têm apresentado 
maior sucesso são aqueles que reduzem o metabolismo a ponto de induzir 
latência artificial. Isso pode ser conseguido através da desidratação ou 
congelamento, onde se utiliza meios pobres para o desenvolvimento dos fungos, 
incubando-se em baixas temperaturas ou em baixa tensão de oxigênio (KIRSOP 



 

e SNELK, 1984). No âmbito da ciência, a implantação e manutenção de coleções 
de culturas permitem a formação de estoques de cepas que podem ser utilizadas 
experimentalmente em diferentes momentos (GIRÃO et al., 2004). 

Conforme se verificou na literatura, há poucos relatos de uso da água 
destilada estéril como forma de conservação de leveduras. Entretanto, o 
armazenamento em água destilada esterilizada, além de ser um procedimento 
rápido e relativamente fácil, também é menos oneroso e produz bons resultados 
(GIRÃO et. al, 2004). 
 

4. CONCLUSÕES 

 
Pode-se concluir através desta metodologia que a Água Destilada Estéril 

utilizada como método de manutenção para leveduras de diferentes origens foi 
eficiente por no mínimo nove meses. 
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