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RESUMO

Os fungos estdo em todos 0s ecossistemas e apresentam ampla utilizacao e
importancia econémica na biotecnologia. Espécies do género Aspergillus, como
A. niger e A. oryzae, sdo amplamente utilizadas em processos biotecnol6gicos
que envolvem a producdo de agentes antibibticos, antitumorais, antifingicos e
enzimas. A importancia dos fungos para a humanidade gera a necessidade da
preservacao destes, para garantir sua disponibilidade em utilizagbes futuras.
Pesquisas recentes destacam a importancia dos métodos de preservacdo a
longo prazo, em especial a liofilizagdo, na manutencdo das caracteristicas dos
individuos. O objetivo do presente estudo busca, a partir de dados na literatura,
descrever a importancia da liofilizacdo na preservacado de fungos do género
Aspergillus de interesse biotecnolégico. Neste contexto, realizou-se uma
pesquisa bibliografica em bancos de dados e indexadores, selecionando 0s
artigos referentes as areas de micologia, colecao de culturas de fungos, métodos
de preservacao, liofilizacdo e a importancia de algumas espécies pertencentes
ao género Aspergillus. De acordo com os dados da literatura, sdo necessarios
estudos mais detalhados para verificar a eficacia desta técnica de preservacao
na manutencao das caracteristicas fenotipicas de espécies de Aspergillus.

Palavras-chave: Aspergillus niger. Aspergillus oryzae. Biotecnologia.
ABSTRACT

Fungi are found in all ecosystems, are widely used and present economical
relevance in biotechnology. Species of the genus Aspergillus, such as A. niger
and A. oryzae, are widely used in biotechnological processes involving the
production of antibiotics, antitumor, antifungal, and enzyme. The importance of
fungi for humanity generates the need for their preservation, to ensure their
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availability for future use. Recent research highlights the importance of long-term
preservation methods, especially freeze-drying in maintaining the characteristics
of individuals. The aim of the present study is, based on literature data, to
describe the importance of freeze-drying in the preservation of Aspergillus fungi
of biotechnological interest. In this context, a bibliographic search in databases
and indexers was performed and articles referring to the areas of mycology,
fungal culture collection, preservation methods, freeze-drying and the importance
of some species belonging to the genus Aspergillus were assessed and
discussed. According to literature data, more detailed studies are needed to verify
the effectiveness of this preservation technique in maintaining the phenotypic
characteristics of Aspergillus species.

Keywords: Aspergillus niger. Aspergillus oryzae. Biotechnology.
INTRODUCAO

O Reino Fungi € composto por espécies amplamente distribuidas na
natureza, encontradas em quase todos os ecossistemas, podendo ser uni ou
multicelulares de vida livre ou simbidtica, apresentando diversas morfologias
(STAJICH, 2017). E considerado como um grupo extremamente vasto e diverso
(MENOZZI et al., 2017), com uma riqueza estimada em torno de 5,1 milhdes de
espécies, das quais apenas cerca de 100 mil foram descritas até ao momento
(MENOZZI et al.,, 2017). A diversidade deste Reino torna necessaria a
preservacdo de seus integrantes em colecdes de culturas, pois tais
infraestruturas sdo de essencial relevancia na preservacao, identificacao,
disponibilidade e geracéo de conhecimento (PALACIO-CABRERA et al., 2016).

Dentre os fungos de importancia econémica, destacam-se espécies
pertencentes ao género Aspergillus por possuirem ampla distribuicdo e por
serem produtoras de varios compostos, tais como enzimas, antibidticos,
antitumorais e micotoxinas (KRIJGSHELD et al., 2013; ARZANLOU et al., 2016;
SILVA et al., 2018; COSTA et al., 2019; FRISVAD et al., 2019), como também
por algumas de suas espécies serem consideradas como patdgenas de
humanos e animais (RODRIGUES et al., 2011; SAMSON et al., 2014).

Aspergillus niger e Aspergillus oryzae sdo exemplos de espécies deste
género que possuem grande importancia econdémica e industrial na producédo de
enzimas, acidos organicos e na producédo de alimentos asiaticos. Estas espécies
sdo muito utilizadas na industria alimentar para a manufatura de produtos de
consumo humano seguros e, por isso, 0 seu potencial € reconhecido pela Food
and Drug Administration (FDA, Estados Unidos da América). Considerando a
grande importancia dos organismos pertencentes ao reino dos fungos, estes
necessitam de boas técnicas de manutencédo, preservacdao, como também de
identificacdo e caracterizacdo de linhagens que produzam compostos de
importancia biotecnoldgica, farmacéutica e industrial (ARZANLOU et al., 2016;
BRANDI; ANDERSEN, 2017; DI COLOGNA et al., 2017; SILVA et al., 2018;
MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008).

Entre as diversas técnicas de preservagao de microrganismos utilizadas para
preservar os fungos filamentosos, podem-se citar: subcultura, éleo mineral, agua
(método de Castellani), gel de silica, congelamento em nitrogénio liquido
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(criopreservacao) e liofilizagcdo (SOLA et al., 2012; BEZERRA et al., 2017a),
destacando-se dentre estas, a técnica de liofilizacao, por ser um método a longo
prazo e considerado como um dos mais confiaveis e que pode ser utilizado para
uma ampla gama de microrganismos (SOLA et al., 2012). Porém, pouco ainda
se sabe sobre os efeitos da preservacdo a longo prazo, na variabilidade das
caracteristicas fenotipicas dos organismos preservados. Com isso, é importante
a verificacdo desses fatores antes e depois dos microrganismos serem
submetidos a preservacdo. Portanto, o presente trabalho busca, a partir de
dados na literatura, descrever a importancia da liofilizacdo na preservacao de
fungos do género Aspergillus de interesse biotecnoldgico.

METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado por um levantamento bibliografico de
artigos disponibilizados nas plataformas de pesquisa Periodicos Capes, Google
Académico, Scielo, PubMed e Science Direct. Para direcionar as buscas nas
plataformas foram utilizadas as seguintes palavras-chaves: Aspergillus,
Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, culture colletions, fungi, freeze drying and
preservation methods. Dos artigos encontrados foram selecionados os que
estavam dentro do tema proposto na revisao.

DESENVOLVIMENTO

Os Fungos

O Reino Fungi encontra-se subdividido em sete filos, s&o eles:
Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (HIBBETT et al., 2007,
TAKAHASHI et al., 2017). Os fungos sao caracterizados por ter parede celular
composta por quitina e glucanas, por serem eucariotos, uni ou multinucleados,
homo ou heterocarioticos, haploides, dicariéticos ou diploides. Apresentando um
modo de reproducdo que pode ser sexual (cariogamia e meiose), parassexual
(cariogamia seguida de aneuploidia) e/ou assexual (divisdo nuclear mitética).
Além de serem quimio-heterotréficos (obtendo nutrientes por absorgéo) (MAIA;
CARVALHO-JUNIOR, 2010; TAKAHASHI et al., 2017).

Os Chytridiomycota sé@o caracterizados por possuirem centriolos e flagelos e
esporos sexuados chamados oosporos (MAIA; CARVALHO-JUNIOR, 2010).
Juntamente com os Blastocladiomycota e os Neocallimastigomycotafazem, os
Chytridiomycota compde o grupo de fungos aquaticos que produzem zodsporos
flagelados. Os Microsporidia sdo parasitas obrigatérios que crescem e se
reproduzem apenas dentro das células hospedeiras e seus esporos contém um
aparelho de infeccdo semelhante a um arpdo que penetra no plasma do
hospedeiro (MONEY, 2016).

Os Glomeromycota séo caracterizados por formar micorriza arbuscular,
unicelulares e multinucleados, ndo se conhece a reproducdo ou esporos
sexuados, contudo seus esporos assexuados sdo denominados glomerosporos.
Os Basidiomycota apresentam esporos de reprodugcéo sexuada denominados
basidospporos, os quais sdo formados em estruturas especializadas (basidios),
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localizados em basidiomas, os quais podem se apresentar com tamanho
ressaltado.

Os Ascomycota apresentam reproducéo sexuada formados em estruturas
especializadas denominadas ascos, que de maneira geral ficam protegidos
dentro de ascomas, este filo se destaca por apresentar espécies importancia
econdmica mundial, como as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium (MAIA; CARVALHO-JUNIOR, 2010; MONEY, 2016).

Os fungos sao considerados como decompositores, simbiontes,
mutualistas e parasitas, desempenhando assim um papel fundamental na
natureza (KNIEMEYER, 2011; JONES et al., 2011; ABREU; ROVIDA;
PAMPHILE, 2018).

Apesar da sua grande importancia, estes microrganismos ainda s&o
pouco conhecidos no que diz respeito a sua diversidade. O numero total
estimado de espécies de fungos é de 1,5 milhdo. Porém, até ao momento apenas
cerca de 100.000 espécies foram descritas (KNIEMEYER, 2011; SIMOES et al.,
2013), o que ressalta ainda mais a importancia da preservagcdo e manutencao
de tais organismos.

Segundo Takahashi et al. (2017), s6 no Brasil existem cerca de seis mil
espécies, as quais estdo subdivididas em 1.246 géneros, 102 ordens e 13
divisbes. Dentre as espécies fungicas com potencial biotecnol6gico podemos
destacar as do género Aspergillus, por ser amplamente distribuido mundialmente
e pela sua grande importancia em diversos setores, como por exemplo, pela sua
capacidade de produzir enzimas recombinantes (JONES et al., 2011; ABREU;
ROVIDA; PAMPHILE, 2018).

O género Aspergillus

O género Aspergillus estd contido na ordem Eurotiales, familia
Trichocomaceae (BATTAGLIA et al., 2011). Trata-se de um género amplamente
distribuido e frequentemente encontrado em regides de clima tropical a
subtropical (MAIA; FRAGA, 2017), crescendo em uma ampla faixa de
temperatura que varia de 6-55 °C (KRIJGSHELD et al., 2013). Foi descrito pela
primeira vez em 1729 por Micheli (ARZANLOU et al., 2016). e atualmente,
compreende cerca de 260 espécies de fungos filamentosos.

Sao caracterizados como saprofitos (presentes no solo e matéria organica
em decomposicdo), patdégenos de humanos (KRIJGSHELD et al., 2013;
ARZANLOU et al., 2016; SILVA et al., 2018), animais e plantas (KRIJGSHELD
et al., 2013), e também sao conhecidos por produzirem metabdlitos secundarios
bioativos e enzimas extracelulares, tais como proteases, lipases, amilases e
celulases (ARZANLOU et al., 2016; SILVA et al., 2018) e 4cidos organicos, tal
como o &cido citrico, produzido largamente por Aspergillus niger (KNIEMEYER,
2011).

Dentre as espécies do género Aspergillus mais utilizadas em processos
biotecnolégicos para a producdo enzimatica, podem-se mencionar Aspergillus
flavus, A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A.
glaucus, A. ustus, e A. versicolor. Evidenciando as espécies da sec¢do Nigri, as
quais sdo mais estudadas devido ao seu potencial na producédo de amilase,
celulase, pectinase, protease e fitase (MAIA; FRAGA, 2017).
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A FDA reconhece a utilizacdo de tais microrganismos na producao de
enzimas e também considera que os produtos derivados destes podem ser
utilizados para o consumo humano de forma segura. Algumas espécies até
detém o estatuto de Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS), por
apresentar baixa toxicidade e por apresentar um historico de uso no preparo e
na producédo de alimentos e bebidas (ex. cerveja) (MAIA; FRAGA, 2017).

Os fungos pertencentes a este género também desempenham grande
importancia na saude, podendo causar doengas em humanos e animais como &
0 caso da aspergilose, causada especialmente pelas espécies Aspergillus
fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. versicolor, A. lentulus, A. nidulans, A. glaucus,
A. ustus, A. niger e A. oryzae (KNIEMEYER, 2011; VIVEK-ANANTH et al., 2018).

Segundo Vivek-Ananth et al. (2018) os resultados de estudos realizados
com analises “6micas” tem se mostrados promissores para a descoberta de
novos biomarcadores, por meio da andlise de proteomas e secretomas fungicos,
como os das espécies do género Aspergillus, levando assim ao melhor
entendimento da relacao fungo-hospedeiro e patogenicidade.

Aspergillus niger

O Aspergillus niger € uma espécie que se encontra taxondmicamente
inserida na secdo Nigri do género Aspergillus, a qual inclui os Aspergillus negros
(MEIJER et al., 2011). Aspergillus niger € uma espécie de fungo filamentoso
encontrada no solo, caracterizada por apresentar colénia negra e por crescer
geralmente em matéria organica em decomposicao (SCHUSTER et al., 2002).

Muito isolados desta espécie tém sido encontrados em diferentes
posi¢des geograficas do globo, contudo, com maior frequéncia em regiées mais
quentes (SAMSON et al., 2010). Esta espécie é capaz de se desenvolver em
uma ampla faixa de temperatura que varia entre 6 a 47 °C, apresentando
crescimento 6timo em temperaturas entre 35 a 37 °C (SCHUSTER et al., 2002;
PALACIOS-CABRERA et al., 2005). Além dessa ampla faixa de temperatura,
esta espécie também é capaz de crescer em uma ampla faixa de pH que varia
entre 1,4 a 9,8. Desta forma, pode-se dizer que estas caracteristicas conferem a
este microrganismo a capacidade de sobreviver em varios ambientes,
principalmente ambientes quentes e Umidos (SCHUSTER et al., 2002).

A espécie Aspergillus niger possui grande interesse em Vvarios setores
econdbmicos, para industria quimica (HOSSAIN et al., 2016) e principalmente
para a industria alimenticia. Consequentemente, A. niger tem sido relatada como
promissora para a producdo de poligalacturonases (PG) a nivel industrial
(MACIEL et al., 2013) e apresenta um importante potencial na producao
industrial de &cidos organicos como o acido citrico; sendo um dos fungos
filamentosos mais utilizados, por desempenhar uma alta producdo do acido e
uma minima producdo de metabdlitos secundarios.

Esta espécie também apresenta importancia na producao de varias outras
enzimas de interesse comercial (SCHUSTER et al., 2002; BRAAKSMA et al.,
2010; KNIEMEYER, 2011; ODONI et al., 2017). Dentre estas enzimas podemos
citar as amilases, proteases, hemicelulases, lipases, tanases, celulases,
pecninases (SHI et al., 2016), asparaginases, beta-galactosidases, glicose
oxidase, glicosidases, fosfolipases e fitases (BRAAKSMA et al., 2010).
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De acordo com o tipo de utilizacdo desses microrganismos, eles podem
receber o titulo de GRAS pela FDA, que considera seguro para 0 cConsumo
humano os produtos derivados obtidos de isolados de A. niger, mesmo quando
sdo produtores de micotoxinas em baixas concentracfes (SCHUSTER et al.,
2002; NASSER et al., 2003; BRAAKSMA et al., 2010; PERRONE et al., 2011;
SHI et al., 2016).

Aspergillus oryzae

O Aspergillus oryzae € uma espécie que se encontra inserida da secgéo
Flavi do género Aspergillus. Esta espécie é considerada como ndo patogénica,
nao apresentando potencial producdo de aflatoxinas (FRISVAD et al., 2019).
Durante o periodo de crescimento, apresenta col6nias inicialmente brancas e
posteriormente amarelo-esverdeadas. A sua temperatura 6tima de crescimento
€ entre 32 a 36 °C. Quanto a sua distribuicdo geogréfica, € encontrado nos cinco
continentes. E amplamente utilizado na industria biotecnoldgica alimenticia,
principalmente na China e no Japéo, onde é usado para a producao de alimentos
fermentados (BARBESGAARD; HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991,
KATAYAMA et al., 2015).

O Aspergillus oryzae é considerado como uma variedade domesticada de
A. flavus (BARBESGAARD; HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991; UDATHA
et al.,, 2015; FRISVAD et al., 2019), gerada através da sua ampla utilizacdo
biotecnoldgica, que fez com que esta espécie fosse domesticada, perdendo
algumas de suas caracteristicas (como caracteres morfoldgicos e capacidade de
producdo de aflatoxinas). A origem do seu nome se deu devido ao tipo de
aplicacéo, pois tem sido muito utilizado, em alguns paises asiaticos, na
fermentacdo de arroz e soja (BARBESGAARD; HELDT-HANSEN,;
DIDERICHSEN, 1991).

Ha muitos anos, a aplicacdo deste fungo ja havia sido autorizada pelo
Ministério de Saude da Dinamarca (MSD) através de uma permissao para o seu
uso na producao de enzimas. O MSD considerou que este organismo cumpre
com o0s requisitos para Good Industrial Large Scale Practice Organisms
(BARBESGAARD; HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991). Além disso, o
longo historico de uso desse fungo o conduziu ao estatuto de GRAS, atribuido
pela FDA (MACHIDA et al., 2005; ODA et al., 2006; KRIJGSHELD et al., 2013;
BRANDI; ANDERSEN, 2017). Sua utilizacdo como segura também é apoiada
pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) (MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008).

Colecdes de culturas

Para se entender melhor o que sdo cole¢des de culturas temos que ter
alguns termos bem definidos, sdo eles: cultura, colecédo e cepa. O termo cepa
segundo Dijkshoorn, Ursing e Ursing (2000) é comumente usado para indicar
uma cultura pura. Na microbiologia, a palavra cultura é aplicada para referir-se a
cultivos de microrganismos, como fungos, em substratos especificos (chamados
meios de cultura). O termo colecao significa reunido de objetos da mesma
natureza. Portanto, cole¢cdes de culturas podem ser definida como uma local
onde se encontram preservados ex situ organismos vivos (RAMIREZ-GARCIA
et al., 2016; SBM, 2018), suas células e partes replicaveis; tais como genoma,
plasmideos, virus e cDNAs (SBM, 2018). As colecdes de culturas tém como
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objetivo a preservacao, manutencao e fornecimento de informacdes associadas
a estes microrganismos, contribuindo de forma direta para estudos de
classificacéo e biodiversidade (SIMOES et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

De acordo aos dados disponiveis no Centro Mundial de Microrganismos
da Federacdo Mundial de Cole¢bes de Culturas (WFCC), atualmente as
colecbes de culturas estdo distribuidas nos 5 continentes: Africa com um total de
18 colecdes e 17.277 culturas, América com 196 colecGes e 583.498 culturas,
Asia com 281 colegbes e 1.266.274 culturas, Oceania com 42 colecBes e
120.379 culturas e Europa com 250 colecbes e 1.126.150 culturas. As trés
primeiras posi¢des do ranking mundial de paises e regides com maior nimero
de cepas esta ocupada atualmente pelos EUA, Bélgica e China, com
respectivamente com 32 colec¢des de cultura e 337.006 cepas, 7 colecbes de
culturas e 281.040 cepas, e 44 colecdes de cultura e 267.982 cepas. O Brasil
ocupa a sétima posicdo com cerca de 84 cole¢Bes de culturas registradas e
121.186 cepas (Tabela 1) (WFCC, 2019).

Tabela 1 — Distribuicdo das colecdes de culturas e culturas mundialmente.

Continentes Colecdes de Cultura Culturas
Africa 18 17.277
América 196 583.498

Asia 281 1.266.274

Europa 250 1.126.150
Oceania 42 120.379

Fonte: WFCC (2019).

Mediante um levantamento realizado pelo Centro de Referéncia em
Informacgdo Ambiental (CRIA) e pelo Sistema de Informagéo de Colegdes de
Interesse Biotecnoldgico (SICo), foram reconhecidas 26 cole¢des brasileiras,
das quais sete destacam-se por fornecer colecbes microbianas e dispor de
controle de qualidade, séo elas: a Colecdo de Culturas do Instituto Adolfo Lutz -
Sé&o Paulo/SP; Fiocruz — RJ; EMBRAPA; CBMAI (CPQBA — UNICAMP) Colecéo
de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldégico de Campinas e a Micoteca
URM da Universidade Federal de Pernambuco. A Micoteca URM se destaca por
ser um dos mais importantes centros de preservacao da biodiversidade fungica
brasileira, contribuindo com a preservacdo ex situ de parte da diversidade de
fungos tropicais do Brasil, principalmente das Regifes Norte e Nordeste
(BEZERRA et al., 2017).

O aumento de numero de colecdes de culturas de microrganismos no
mundo ocasionou a necessidade de harmonizacdo e acesso a informacgdes
disponiveis por estes, surgindo assim em 1972, o primeiro Diretério Mundial de
Colecdes de Culturas de Microrganismos, o qual estabeleceu o banco de dados
CCINFO (Culture Collections Information Worldwide) criado a partir da World
Data Center For Microorgannisms (WDCN) (MCCLUSKEY, 2017; WU et al.,
2017).

De acordo com CCINF existem 785 cole¢Oes de culturas registradas na
WFCC, distribuidas em 76 paises e regides, as quais armazenam um total de
3.120.602 cepas de microrganismos, distribuidas entre 1.341.819 bactérias,
824.897 fungos, 38.622 virus e 32.220 linhagens celulares. Estas cole¢cfes de
culturas estdo inseridas em universidades (323), 6rgaos governamentais (299),
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semigovernamentais (61), privados (52) e em industrias (24). Dentre 0s servi¢os
prestados podemos citar: depdsitos de patente (112), servicos de
armazenamento (350), distribuicdo (355), identificacdo (388), treinamento (312)
e consulta (314) (Tabela 2) (WFCC, 2019).

Tabela 2 — Distribuicdo das colecdes de culturas nos diversos seguimentos.

Apoiado por N° de colecdes
Universidade 323
Governamental 299
Semigovernamental 61
Privado 52
IndUstria 24

Fonte: WFCC (2019).

Importancia das Colec¢des de Culturas

As colecdes desempenham um papel muito importante na preservagao
de materiais biologicos (SIMOES et al.,, 2013; LIMA-NETO et al.,, 2014;
RAMIREZ-GARCIA et al., 2016; SANTOS et al.,, 2016) — como os fungos —
principalmente no que se refere a conservagdo da biodiversidade ex situ e a
informagdes relacionadas a estes (LIMA-NETO et al., 2014; RAMIREZ-GARCIA
et al., 2016). Desta forma, a manutencdo desses microrganismos pode levar a
estudos que buscam compreender seu papel no meio ambiente (SOLA et al.,
2012), gerando conhecimento, desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
(ABREU; TUTUJIN, 2008; PRAKASH; NIMONKAR; SHOUCHE, 2013; SBM,
2018). Tal compreensdo tem grande importancia, pois contribui com a
biotecnologia através do desenvolvimento de novas aplicagfes, como também
com a biosseguranca, fornecendo informacdes essenciais sobre a
patogenicidade de muitos agentes (SMITH, 2012; SIMOES et al., 2013; FORTI
et al., 2016; SMITH; MARTIN; NOVOSSIOLOVA, 2016).

Alguns estudos evidenciam a importancia das cole¢des de culturas para
a preservacdo da biodiversidade relatando principalmente a relevancia na
manutencao de culturas, suas aplicacbes e o fornecimento seguro (SMITH,
2012; SIMOES et al., 2013; SMITH; MARTIN; NOVOSSIOLOVA, 2016) de
culturas de interesse biologico e historico, como por exemplo a preservacao das
linhagens de Penicillium de Fleming (SMITH, 2012).

Métodos de preservacao

Inicialmente os fungos eram preservados e mantido pelo método de
repicagem continua. Este método é de curta duracdo e as cepas ficam sujeitas
a mudancas, tanto fisiolégicas quanto morfolégicas, devido a necessidade de
adaptacdo destas aos meios quimicamente definidos utilizados em sua
manutengcdo. Esta desvantagem fez com que houvesse a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos de preservacdo, que foram sendo
desenvolvidos com o objetivo de manter a viabilidade, pureza, evitando
mudancas genéticas nos individuos, como também levando em considera¢ao o
custo, o transporte, a frequéncia de uso e importancia do microrganismo
(BLATNIK; GUNDE-CIMERMAN; CIMERMAN, 1994; HOMOLKA, 2012).
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Dentre os meétodos de preservacdo empregados para os fungos
filamentosos estdo: subcultura, 6leo mineral, Castellani, gel de silica,
criopreservacado e liofilizagdo (SOLA et al.,, 2012; PRAKASH; NIMONKAR;
SHOUCHE, 2013; BEZERRA et al., 2017). Porém, cada técnica possui suas
vantagens e desvantagens, e a escolha do meétodo ideal depende das
caracteristicas de cada microrganismo (BLATNIK; GUNDE-CIMERMAN;
CIMERMAN, 1994; SIMOES et al., 2013).

Apesar do desenvolvimento de métodos de preservacdo de
microrganismos, pouco ainda se sabe sobre se estes protocolos utilizados
realmente garantem, a longo prazo, o potencial biotecnolégico do material
biolégico. Porém, nenhum meétodo de preservacdo assume garantir a
estabilidade fisiologica total de um individuo. E necessario garantir tais aspectos
para que essas culturas possam ser usadas por muitos anos em aplicacdes
biotecnologicas, além de atividades didaticas, em estudos comparativos,
industriais e experimentais (SOLA et al., 2012; SIMOES et al., 2013).

Dentre as técnicas mais utilizadas destaca-se a liofilizag&o, por ser um
método de longo prazo e por poder ser utilizada para a maioria dos
microrganismos (SOLA et al., 2012; PRAKASH; NIMONKAR; SHOUCHE, 2013).
Apesar do principal receio quando se trata de métodos de preservacdo esta
relacionado aos efeitos sobre a estabilidade das linhagens, pouco ainda se sabe
a respeito das reacfes e transformacGes morfofisiolégicas decorrentes das
circunstancias de armazenamento (SOLA et al., 2012; PRAKASH; NIMONKAR;
SHOUCHE, 2013).

Liofilizac&o

A liofilizacdo € uma das técnicas de preservacdo de microrganismos, a
longo prazo, mais utilizadas e considerada até ao momento, como uma das mais
eficientes, devido a capacidade de ser utilizada para a maioria dos organismos,
garantindo a viabilidade destes por um longo periodo. Assim como 0S outros
métodos de preservagcdo, a liofilizagdo tem por finalidade manter as
caracteristicas dos microrganismos (viabilidade e estabilidade genética), com o
intuito de evitar alteragBes que possam a vir modificar as suas caracteristicas
(SIMOES et al., 2013).

Segundo Sola et al. (2011) esta técnica pode garantir a viabilidade dos
organismos por 17 a 20 anos, podendo ser usada para a maioria deles, exceto
para algas e protozoarios. Por estes motivos a técnica € utilizada por diversas
colec@es de culturas no mundo todo, e considerada como método de referéncia,
guando se trata de conservacgao a longo prazo.

O processo consiste no congelamento das amostras, seguido de
desidratacdo a vacuo (remocdo da agua por sublimacéo), até a formacdo do
material liofilizado estavel. Apesar de ser um método bastante utilizado, as
etapas da técnica podem causar danos celulares, degradacdo de enzimas e até
mesmo morte dos agentes (SOLA et al., 2011). Contudo, o uso desta técnica
tem como vantagem garantir o maximo de estabilidade possivel para as culturas
preservadas, permitir que estas sejam estocadas (ocupando pouco espaco) e
transportadas com facilidade em temperatura ambiente, ndo necessitando
inspecéo e manutencéao frequentes (SOLA et al., 2011; HOMOLKA, 2012).
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Por outro lado, a liofilizagdo como método de preservacdo, tem como
desvantagem a necessidade de equipamento para a desidratagdo do material, o
tempo gasto pelo método, o seu custo e a caréncia com relacdo a protocolos
especificos para cada grupo taxondmico de microrganismo (SOLA et al., 2011;
ROJAS-TOBIAS et al., 2013; SIMOES et al., 2013).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos avaliando a capacidade deste
método em preservar as caracteristicas fenotipicas dos fungos, utilizando para
este fim o método de caracterizagdo morfolégica e/ou fisiologica de alguns
fungos antes e apés serem liofilizados, obtendo resultados positivos quanto a
manutencdo de tais caracteristicas. Alguns dos trabalhos realizados avaliando
este método foram realizados por Ashcar (1973), Berny e Hennerbert (1991),
Garcia (2007), Simoes et al. (2013), Smith (2012) e Soto et al. (2017).

CONCLUSOES

A preservacado de fungos é um recurso pratico necessario para a atividade
didatica, de pesquisa e industrial. Para isso, faz-se necessario o uso de técnicas
de logo prazo, tal como a liofilizag&do, para garantir manutencéo da viabilidade,
da pureza, bem como evitando mudancgas genéticas nos individuos. Portanto,
realizar a manutencao, estoque e preservacdo de fungos por métodos que
garantam a longo prazo as caracteristicas do individuo, significa assegurar um
patriménio de culturas permitindo assim uma ampla exploragéo biol6gica deste.
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