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Avaliação de crioprotetores na produção de material de referência 
para enumeração de coliformes em leite em pó a ser utilizado em 
ensaio de proficiência

Evaluation of cryoprotectants in the production of reference material for 
coliforms counting in milk powder to be used for proficiency testing 

RESUMO
O desafio na produção de materiais de referência (MR) destinados a ensaios microbiológicos é a 
instabilidade natural dos micro-organismos. A liofilização é indicada para criopreservação de culturas 
bacterianas quando o número de células deve ser resguardado. Agentes protetores podem ser adicionados 
antes do congelamento para aumentar a estabilidade do material. Neste trabalho foram avaliados os 
crioprotetores na produção de MR liofilizados a serem utilizados em ensaio de proficiência para contagem 
de coliformes. Foram produzidos quatro lotes utilizando-se diferentes crioprotetores: solução de leite 
desnatado a 10 % (EC1), a mesma solução contendo glicerol (EC2), sacarose (EC3) e trealose (EC4). Uma 
cepa de Escherichia coli foi empregada no preparo dos materiais. A homogeneidade foi avaliada conforme o 
Protocolo Internacional Harmonizado. A estabilidade foi estudada durante quatro meses à ≤ -70 ºC (longa 
duração) e às temperaturas de -20 ºC, 4 ºC, 25 ºC e 35 ºC durante cinco dias (curta duração), segundo a 
ISO/GUIDE 35. Apenas EC1 foi considerado não homogêneo. Os lotes permaneceram estáveis à ≤ -70 ºC 
durante quatro meses. EC2 apresentou resultados insatisfatórios na estabilidade de curta duração. EC3 e 
EC4 foram homogêneos e estáveis nas temperaturas estudadas. A sacarose e a trealose foram consideradas 
crioprotetores adequados para o preparo do MR em questão.
Palavras-chave. material de referência, leite, crioprotetores, coliformes, ensaio de proficiência.

ABSTRACT 	
The challenge in producing reference materials (RM) for microbiological assays is the natural instability 
of microorganisms. Freeze-drying is suitable for bacterial cultures cryopreservation when the number of 
cells has to be retained. Protective agents can be added before freezing to increase the material stability. 
This study aimed at evaluating the use of different cryoprotectants during the production of RM, by freeze-
drying, to be used in proficiency testing for coliforms enumeration. Four batches were produced adding 
different cryoprotectants: 10 % skim milk solution (EC1), the same solution containing glycerol (EC2), 
sucrose (EC3), and trehalose (EC4). A strain of Escherichia coli was used for preparing the materials. 
Homogeneity was assessed according to the International Harmonized Protocol. Stability was analyzed 
during four months at ≤ -70 ºC (long-term stability) and during five days at -20 ºC, 4 ºC, 25 ºC and 35 ºC 
(short-term stability), in accordance with the ISO guide 35. EC1 only was regarded as non-homogeneous. 
All of the lots remained stable at ≤ -70 ºC during the four-month study. EC2 showed unsatisfactory results 
in the short-term study. EC3 and EC4 were homogeneous and stable at the studied temperatures. Sucrose 
and trehalose were regarded as suitable cryoprotectants to prepare these specific MR.
Keywords. reference material, milk, cryoprotectants, coliforms, proficiency testing.
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INTRODUÇÃO

A confiabilidade dos resultados das análises 
realizadas por laboratórios de ensaio é cada vez mais 
exigida por seus clientes1. Uma das formas de demonstrar 
a qualidade dos resultados laboratoriais é a participação 
em ensaios de proficiência (EP), que avalia a habilidade 
de um laboratório em realizar um determinado ensaio de 
modo competente2.

Os materiais de referência (MR) destinados a 
EP devem ser suficientemente homogêneos e estáveis, 
garantindo aos participantes o recebimento de itens de 
ensaio em concentrações aproximadas3. A produção de 
MR destinados a ensaios microbiológicos é dificultada pela 
instabilidade dos micro-organismos frente às variações 
ambientais durante as etapas de produção e de transporte4.

A matriz mais estudada na produção de MR 
destinados a ensaios microbiológicos em alimentos é 
o leite, por causa de suas propriedades crioprotetoras 
intrínsecas5,6. Um dos processos mais comumente 
utilizados na preservação de bactérias em leite é a 
liofilização7,8. A principal vantagem desse processo é 
permitir a estocagem dos liófilos por longos períodos, 
com menor risco de contaminação e sem demandar 
manipulação adicional9. Além disso, o material liofilizado 
pode ser mantido sob atmosfera de vácuo, diminuindo o 
metabolismo celular e as reações enzimáticas8.

Mesmo existindo alguns micro-organismos 
que possam ser liofilizados sem significativas perdas 
de viabilidade, esse método causa danos às células 
microbianas, podendo alterar a taxa de sobrevivência de 
determinados micro-organismos após a sua reidratação8. 
Como forma de contornar esses problemas, particular 
atenção tem sido dada ao estudo de crioprotetores, 
como carboidratos, proteínas e polímeros, com vistas a 
aumentar a resistência das células bacterianas dessecadas. 
Esses agentes protetores podem ser adicionados 
durante o crescimento celular ou antes dos processos de 
congelamento e liofilização, sendo a utilização diferenciada 
para os distintos grupos de micro-organismos7,8.

Os micro-organismos que são naturalmente 
capazes de sobreviver à desidratação acumulam açúcares 
intracelularmente, principalmente dissacarídeos como a 
trealose e a sacarose10. Essas moléculas de açúcares podem 
substituir moléculas de água intracelulares que hidratam 
proteínas e membranas, prevenindo a desnaturação de 
proteínas e a transição da fase liotrópica dos lipídeos 
das membranas10,11. Determinadas propriedades dos 

açúcares, como osmolaridade ou viscosidade, assim 
como as interações entre os componentes da matriz e 
da célula, podem influenciar as células antes e durante 
a liofilização e na subsequente reidratação12. Leslie et al11 

observaram em seus estudos que a adição de trealose e 
sacarose extracelular aumentaram a estabilidade das 
membranas de células liofilizadas de Escherichia coli. 
Wessman et al12 relataram uma melhora da viabilidade de 
bactérias Gram-negativas quando liofilizadas em solução 
de sacarose a 10 % (p/v).

As variações da resistência microbiana à dessecação 
também estão relacionadas à fase de crescimento na 
qual o micro-organismo se encontra. Devido à escassez 
de fontes de carbono e à exaustão de nutrientes na fase 
estacionária, diversas respostas fisiológicas são induzidas, 
fazendo com que a célula bacteriana tente resistir a essa 
insuficiência de nutrientes. Tais respostas de sobrevivência 
acabam também protegendo a célula de outras condições 
adversas, como a dessecação e as baixas temperaturas8. 
Logo, o sucesso na preservação dos micro-organismos 
na matriz irá depender da formulação da solução na 
qual a cultura será mantida antes dos procedimentos 
de contaminação da matriz, da fase de crescimento do 
micro-organismo no momento do congelamento, das 
condições de liofilização e da tolerância intrínseca do 
micro-organismo ao processo de desidratação7.

O desenvolvimento de métodos de produção de 
MR para a provisão de EP em microbiologia de alimentos 
é de grande relevância. A oferta de tais serviços com 
qualidade reconhecida pode contribuir no aprimoramento 
da qualidade analítica de laboratórios que atuam na 
área de microbiologia de alimentos. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar o uso do leite como matriz e também 
do leite com três diferentes crioprotetores adicionados 
separadamente (glicerol, sacarose e trealose) na produção 
de MR contendo E. coli. Os resultados obtidos subsidiarão 
a elaboração de um protocolo para a produção de um 
lote de MR a ser destinado ao ensaio de enumeração de 
coliformes a 45 ºC. A contagem de bactérias do grupo dos 
coliformes a 45 ºC consiste em um dos critérios descritos 
na legislação vigente13 para o controle da qualidade 
higiênico-sanitária de leite e outros alimentos.

MATERIAL E MÉTODOS

Cepa bacteriana
Uma cepa de E. coli tipo I isolada a partir de 

uma amostra de alface in natura no Setor de Alimentos 
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do Departamento de Microbiologia do INCQS/Fiocruz 
foi utilizada para contaminação da matriz. A cepa 
foi caracterizada fenotipicamente pelo Sistema semi-
automatizado VITEK 2.0 V. 04.02 (bioMerieux), pelo 
sistema miniaturizado API 20E (bioMerieux) e pelo 
método clássico do IMViC (I = produção de indol, M 
= reação de vermelho de metila, V = reação de Voges-
Proskauer, C = utilização de citrato)14.

Preparo do material
Foram produzidos quatro lotes de MR (EC1 

a EC4) tendo como matrizes as respectivas soluções: 
EC1 – solução de leite desnatado a 10 % (Skim Milk, 
Difco, EUA); EC2 – solução de leite desnatado a 10 % 
contendo 10 % (p/v) de glicerol (1,2,3-propanotriol) 
(Merck, Alemanha); EC3 – solução de leite desnatado a 
10 % contendo 100 mM de sacarose (C12H22O11) (Merck, 
Alemanha); EC4 – solução de leite desnatado a 10 % 
contendo 100 mM de trealose (C12H22O11.2H2O) (Merck, 
Alemanha). O preparo dos MR teve como base o estudo 
descrito por Rosas et al5. A cepa de E. coli foi cultivada 
em caldo LB (Difco, EUA) contendo 10 % de cloreto 
de sódio, com incubação a 35 ± 2 ºC. Após 28 horas, a 
cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. 
O sedimento foi ressuspenso em solução de trealose a 
100 mM (Merck, Alemanha) e a concentração de células 
ajustada em fotocolorímetro (Libra S2, Biochrom, 
Inglaterra) a uma transmitância de 2 %. A suspensão foi 
mantida a 4 ºC por 30 minutos, sendo posteriormente 
diluída até uma concentração de aproximadamente 5 x 
105/mL e utilizada para o preparo dos quatro diferentes 
lotes produzidos. Dois mililitros da suspensão obtida 
foram acrescentados a 198 mL de cada uma das soluções 
utilizadas como matriz. Volumes de 1 mL de cada 
suspensão foram distribuídos em frascos estéreis com 
capacidade de 4 mL (Schott, Brasil). Rolhas próprias 
para liofilização foram posicionadas nos frascos. 
Posteriormente os frascos foram transferidos para um 
ultrafreezer à temperatura aproximada de ≤ -70 ºC 
(Thermo, EUA) e submetidos a um ciclo de liofilização 
de 24 horas à temperatura inferior a – 40 ºC (K105, 
Liotop, Brasil).

Inspeção visual
Logo após a retirada dos frascos do liofilizador, foi 

realizada uma inspeção visual com o objetivo de avaliar o 
aspecto das amostras liofilizadas (liquefação, caramelização 
ou sinais de colapso estrutural das amostras).

Verificação de vácuo
Foi realizada a verificação do vácuo em todos 

os frascos de cada lote produzido, utilizando aparelho 
emissor de centelha elétrica (Bobina de Tesla Coil 2-12-8, 
Brasil), com o objetivo de avaliar a eficiência do processo 
de liofilização. Os frascos que não apresentaram vácuo 
foram descartados e os demais foram lacrados com 
tampa metálica, identificados e estocados em ultrafreezer 
à temperatura de ≤ -70 ºC.

Análises microbiológicas
A quantificação do número de células 

presentes no material liofilizado foi realizada segundo 
a técnica descrita por Schulten et al15. Os liófilos foram 
reconstituídos com 1 mL de solução salina peptonada 
0,1 % (Merck, Alemanha) e mantidos em repouso por 
15 min. Foram preparadas diluições decimais e estas 
semeadas, em duplicata, em ágar Padrão para Contagem 
(Merck, Alemanha). As placas foram incubadas a 35 
± 2 ºC por 4 horas. Em seguida, foi acrescentada uma 
sobrecamada de 10 mL de ágar Glicose Bile Vermelho 
Violeta (Merck, Alemanha) em dupla concentração nas 
placas, sendo novamente incubadas até perfazer um total 
de 48 horas. Posteriormente, foi realizada a contagem 
das colônias características presentes nas placas que se 
apresentaram dentro do limite de precisão da técnica 
(15 a 150 colônias). Os resultados foram expressos em 
número de unidades formadoras de colônias (UFC) por 
mL, conforme o cálculo: C = x * f (onde: C = concentração 
de células em UFC/mL; x = média das contagens das 
colônias características; f = inverso do fator de diluição).

Estudo de homogeneidade
Dez frascos de cada lote produzido foram 

selecionados aleatoriamente e quantificados conforme 
a técnica descrita previamente. Os resultados das 
contagens foram convertidos em log10 e submetidos à 
análise estatística descrita no protocolo harmonizado 
para avaliação da homogeneidade de cada lote. O valor 
de desvio-padrão alvo (σp) atribuído foi de 0,25 log10 
da concentração celular, conforme adotado em outros 
estudos de produção de MR utilizados em EP5,6.

Estudo de estabilidade em longa duração
A estabilidade dos lotes na temperatura de 

referência (≤ -70 ºC) foi avaliada por um período de 
quatro meses a partir da data de preparo do lote. Foram 
realizadas análises mensais até o 4º mês, a partir da 
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quantificação de seis frascos de cada lote selecionados 
aleatoriamente. A média das contagens obtida no estudo 
de homogeneidade foi considerada como ponto “zero” da 
concentração do lote. A análise estatística dos resultados 
foi realizada por regressão linear e avaliada segundos os 
critérios descritos na ISO/GUIDE 3516.

Estudo de estabilidade em curta duração
Foi realizado um estudo da estabilidade para 

transporte dos MR durante cinco dias nas temperaturas 
de -20 ºC, 4 ºC, 25 ºC e 35 ºC utilizando-se o modelo 
isócrono17. A cada dia, dois frascos de cada lote, 
selecionados aleatoriamente, foram acondicionados em 
embalagens próprias para transporte de material biológico 
(Concepta, Brasil) e incubados em cada uma das referidas 
temperaturas. No quinto dia, foi realizada a quantificação 
de todos os frascos incubados e de dois frascos estocados 
a ≤ -70 ºC (dia “zero”), conforme descrito anteriormente. 
A análise estatística dos resultados ocorreu por regressão 
linear, segundo a ISO/GUIDE 3516.

RESULTADOS

Na inspeção visual dos frascos, foi verificado que 
o material liofilizado dos lotes EC1, 3 e 4 apresentaram 
coloração branca com ausência de brilho, e nenhum 
frasco dos lotes apresentou liquefação, caramelização ou 
sinais de colapso estrutural. Todos os frascos do lote EC2 
apresentaram aspecto não uniforme com presença de bolhas 
no material. Os quatro lotes produzidos apresentaram  
100 % dos frascos com presença de vácuo após a liofilização.

No estudo de homogeneidade, nenhum dos 
lotes apresentou valores de contagem considerados 
aberrantes (outliers) segundo o teste de Cochran. O 
lote EC1 foi o único considerado insuficientemente 
homogêneo segundo os critérios estabelecidos pelo 
protocolo harmonizado3. Os lotes EC1, 2, 3 e 4 
apresentaram média de contagem de: 3,14; 3,10; 3,26 e 
2,85, respectivamente.

De acordo com a avaliação estatística 
preconizada na ISO/GUIDE 3516, os lotes EC1, EC3 e 
EC4 foram considerados suficientemente estáveis em 
todas as temperaturas estudadas (Tabela 1). O lote EC2 
não se apresentou suficientemente estável em nenhuma 
temperatura avaliada no estudo de estabilidade de 
curta duração (Tabela 1). Os resultados das médias das 
contagens dos frascos do estudo de estabilidade em curta 
duração estão apresentados na Tabela 2.

DISCUSSÃO

A utilização de aditivos crioprotetores tem 
sido uma estratégia para contornar o problema da 
instabilidade dos micro-organismos frente ao processo 
de liofilização12. Esses aditivos são geralmente 
avaliados com objetivo de aumentar a viabilidade 
celular após o congelamento e a liofilização, e não para 
analisar a estabilização da concentração microbiana 
ao longo do tempo de estoque dos micro-organismos 
liofilizados. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro 
estudo a avaliar diferentes aditivos crioprotetores 
(glicerol, sacarose e trealose) na produção de MR 
destinados a ensaios microbiológicos em alimentos. 
Neste estudo, a liofilização se mostrou adequada para 
preservação do material referentes aos lotes EC1, 3 e 
4, uma vez que todos os frascos do lote apresentaram 
vácuo e aparência satisfatória após a dessecação. Essa 
técnica já foi utilizada com sucesso na produção de 
MR contendo outros micro-organismos nas matrizes 
leite5,6, queijo18 e carne bovina19.

A cepa de E. coli tipo I foi selecionada uma vez 
que representa a espécie mais comumente isolada dentro 
do grupo dos coliformes termotolerantes14. A bactéria foi 
cultivada em caldo LB (meio de cultura com composição 
básica de nutrientes) contendo 10 % de cloreto de sódio, 
com o objetivo de estimular a produção de trealose dentro 
da célula. O acúmulo da trealose endógena promove uma 
proteção da estrutura terciária das proteínas, pela formação 
de pontes de hidrogênio, protegendo-as da desnaturação 
durante o processo de dessecação. O contato das células 
com a solução de trealose após a centrifugação da cultura 
bacteriana teve a finalidade de proteger a face externa 
da membrana citoplasmática, além de permitir que a 
trealose penetrasse e se acumulasse nas células por difusão 
passiva, aumentando, assim, ainda mais a estabilidade da 
membrana durante a liofilização8,20.

O glicerol tem sido o aditivo crioprotetor mais 
utilizado em microbiologia7. O lote produzido com 
glicerol (EC2) apresentou o menor valor em módulo 
do coeficiente angular no estudo de estabilidade em 
longa duração (Tabela 1). Tal resultado aponta o glicerol 
como o crioprotetor mais eficaz entre os avaliados, na 
manutenção da concentração celular a ≤ -70 ºC, uma vez 
que apresentou a menor taxa de declínio da concentração 
celular ao longo do tempo, em relação aos demais lotes. 
No entanto, o lote não se apresentou suficientemente 
homogêneo e as unidades do lote apresentaram aspecto 
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Tabela 1. Análise de regressão do estudo de estabilidade e avaliação de acordo com a ISO/GUIDE 35
Lote Temperatura (ºC) Coeficiente Angular Limite Inferior (95 %) Limite Superior (95 %) Avaliação

EC1a

≤ -70 ºC -0,134 -0,308 0,040 Estável
-20 -0,081 -0,260 0,097 Estável
4 -0,070 -0,404 0,263 Estável

25 -0,141 -0,291 0,010 Estável
35 -0,088 -0,267 0,090 Estável

EC2b

≤ -70 ºC -0,070 -0,233 0,094 Estável
-20 -0,130 -0,200 -0,061 Não estável
4 -0,148 -0,257 -0,039 Não estável

25 -0,694 -1,082 -0,305 Não estável
35 -0,670 -1,266 -0,073 Não estável

EC3c

≤ -70 ºC -0,147 -0,329 0,035 Estável
-20 -0,010 -0,064 0,045 Estável
4 -0,012 -0,154 0,129 Estável

25 0,010 -0,056 0,076 Estável
35 -0,049 -0,149 0,050 Estável

EC4d

≤ -70 ºC -0,126 -0,307 0,054 Estável
-20 -0,172 -0,366 0,022 Estável
4 -0,065 -0,282 0,152 Estável

25 0,019 -0,091 0,129 Estável
35 -0,280 -0,594 0,035 Estável

a matriz composta por solução de leite desnatado a 10 %; b  matriz composta por solução de leite desnatado a 10 % contendo 10 % (p/v) de 
glicerol; c matriz composta por solução de leite desnatado a 10 % contendo 100 mM de sacarose; d solução de leite desnatado a 10 % contendo 
100 mM de trealose

não uniforme após a liofilização. Além disso, os 
resultados da estabilidade no estudo de curta duração 
não foram satisfatórios, até mesmo a -20 ºC (Tabela 
1). Na análise dos frascos referentes ao quarto dia de 
estoque a 25 ºC e no segundo dia de estoque a 35 ºC não 
foi observado crescimento microbiano (Tabela 2). Esses 
resultados demonstram que a exposição do material a 
temperaturas mais elevadas em um curto período de 
tempo (cinco dias) já comprometeu a concentração 
celular do lote.

Estudos demonstraram que a sacarose e a trealose 
aumentam a tolerância à dessecação em diferentes 
micro-organismos devido à estabilização de membranas 
e proteínas8. A sacarose, em concentrações de 1 a 68 % 
(mediana de 10 %), tem sido frequentemente utilizada para 
criopreservação de micro-organismos7. A sacarose a 100 
mM, equivalente a 3,4 % (p/v), foi utilizada neste estudo 
na produção do lote EC3. Esse lote apresentou a maior 
concentração de células após a liofilização, com média de 
3,26 log10 UFC/mL. Esse resultado aponta que a sacarose 
proporcionou maior resistência às bactérias ao processo de 
liofilização e a reconstituição do liofílico. O lote apresentou 
os menores valores em módulo do coeficiente angular em 

todas as temperaturas avaliadas no estudo de estabilidade 
em curta duração (Tabela 1). Logo, a sacarose propiciou 
uma maior resistência às células bacterianas também na 
exposição a temperaturas de até 35 ºC no período de cinco 
dias. Esses resultados foram similares aos obtidos em um 
estudo de produção de MR contendo um Staphylococcus 
aureus subsp. aureus e outro Listeria innocua, produzido na 
mesma matriz (leite desnatado a 10 % contendo 100 mM 
de sacarose), que também foi considerado suficientemente 
homogêneo e estável6.

O número de células obtido no lote EC4 (2,85 
log10 UFC/mL) foi inferior ao do lote EC1 (3,14 log10 
UFC/mL), apresentando perda de 9,2 % da concentração 
de células. Esse resultado indica que o uso da trealose a 
100 mM, equivalente a 3,78 % (p/v), pode ter induzindo 
a morte celular durante o congelamento/liofilização ou 
no momento da reconstituição dos liófilos. Contudo, 
essa redução na concentração não comprometeu a 
homogeneidade e a estabilidade do lote, que foram 
consideradas satisfatórias. O produtor que optar por 
utilizar esse crioprotetor deve ficar atento a essa redução 
na concentração no momento do planejamento da 
produção do seu material.
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CONCLUSÃO

Considerando que os MR produzidos devem 
seguir requisitos de homogeneidade e estabilidade, o 
lote produzido sem adição de crioprotetor (EC1) e o 
lote produzido com glicerol (EC2) não foram adequados 
ao uso pretendido devido à falta de características de 
homogeneidade e de estabilidade, respectivamente. Os 
lotes produzidos com sacarose (EC3) e trealose (EC4) 
apresentaram todos os requisitos necessários de um MR 
de qualidade e poderiam ser utilizados em um EP. Esses 
MR poderão ser transportados à temperatura ambiente 
para os laboratórios participantes de um EP, respeitando-
se um prazo máximo de recebimento dos analitos de 
cinco dias e temperatura limite de transporte de 35 ºC, 
tendo em vista que temperaturas mais elevadas não foram 
estudadas.
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