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Este livro foi preparado para
preencher os requisitos da
disciplina de microbiologia
agricola em seu contetdo
prético, introduzindo gradual-
mente o discente da area de
agrarias os diferentes aspectos
de um laboratério basico de
microbiologia e as técnicas
basicas de trabalho e experi-
mentos envolvendo aspectos
aplicados da microbiologia
agricola. Neste livro daremos
foco as Normas Gerais do
Laboratério de Microbiologia
Agricola e a Limpeza do
Laboratério, o que é
Microscopio e Microscopia,
como devemos Acondicionar
as Vidrarias e outros Materiais,
modos de preparo de Meios de
Cultura para os microrganis-
mos, quais sdo e as funcoes dos
Métodos de Esterilizacao, o que
é e técnicas de Isolamento de
Cultura Pura, como montar as
Preparacbes Microscopicas e a
Coloracdo de Gram, uma
metodologia para o Isolamento
de Azotobacter, como
Identificar de Bactérias através
de Provas Bioquimicas, quais as
Relagdes Interespecificas dos
Microrganismos, demonstrar o
que sao as Micorrizas, como
isolar Fungos e observa-los e
uma metodologia para Analise

Bacterioldgicada Agua.
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. Normas gerais do Laboratério de Microbiologia Agricola

Nos Laboratérios de Microbiologia, os acidentes ocorrem com certa
frequéncia, compreende desde infec¢des devido a manipulacio de microrga-
nismos até acidentes com produtos quimicos.

No Brasil, € quase inexistente um sistema de controle de Laboratérios
de Microbiologia. Porém, em paises em que este controle € mais rigoroso,
sao relatados milhares de infecgdes adquiridas nestes locais de trabalho. Em
geral, as principais vitimas sao: pesquisadores, auxiliares e alunos. Os princi-
pais motivos para tal: falta de conhecimento, falta de protegéo e descuido no
manuseio dos materiais durante os experimentos.

Para quer fatos assim nao ocorram, verifica-se a necessidade de um
treinamento adequado para os que trabalharao ou usaréo o laboratério, bem
como os usuarios esporadicos (como os trabalhadores da limpeza), ou seja,
prevencao para a maioria dos acidentes.

Para que se tenha a seguranga dos usuarios e o0 bom desempenho dos
trabalhos no Laboratério de Microbiologia, ha de se seguir certos principios
basico. Sendo eles:

1. Nao permitir a entrada e permanéncia de pessoas estranhas no la-

boratério e sempre ter o habito de limpeza e organizagao.

2. Lavar as maos antes e apoés o término dos trabalhos.

3. E obrigatério o uso jaleco no laboratério e, quando necessario,
luvas estéreis descartaveis; colocar paletds, blusas e outros objetos
nos lugares apropriados para este fim e nunca sobre as mesas do
laboratdrio.

4. Pessoas com cabelos compridos: manté-los presos com elastico.
Caso forem muito compridos: prender toda sua extensao, formando
um “coque”. Se possivel, colocar uma touca ou gorro, assim perma-
necerao protegidos caso desmanche.

5. Limpar e desinfestar as bancadas e capela no inicio e final do tra-
balho.

6. A alga e/ou agulha de repicagem devem ser esterilizadas (flamba-
gem) na chama do bico de Bunsen antes e depois de usadas. Colo-
ca-las sempre em posigao vertical no suporte e nao sobre a mesa.

MANUAL DE AULAS PRATICAS EM MICROBIOLOGIA



10.

1.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

o CENTRO UNIVERSITARIO

Nunca usar frascos do laboratério (Becker, erlenmeyer etc.) para
beber agua.

Os refrigeradores, micro-ondas e estufas nao séo apropriados para
aquecer ou conservar alimentos a serem consumidos.

N&o colocar na boca qualquer material que tenha entrado em con-
tato com os agentes microbianos, isso inclui lapis, canetas e bor-
rachas.

As mesas ou bancadas devem ter a superficie lisa, sendo resisten-
te, de facil limpeza e desinfecgéo.

Ler atentamente as especificagbes sobre os produtos quimicos
que serdo utilizados.

Ter todo cuidado possivel no uso de aparelhos e materiais do labo-
ratério, principalmente, aos que possam causar ferimentos na pele.
Se néo estiver familiarizado com o uso de qualquer aparelho e/ou
materiais, pecga orientagdo ao Professor ou Técnico responsavel.
N&o cheirar os meios de culturas inoculados.

Apods a utilizagdo de lamina e laminulas, colocar as mesmas em
um recipiente com desinfetante.

Nao colocar qualquer material contendo contaminantes na mesa
ou na bancada, mas sim em um recipiente que permita a identifica-
¢ao para sua limpeza e esterilizagao.

Fazer o descarte apropriado de materiais microbiolégicos e quimi-
Ccos.

Antes de deixar o laboratério, ordenar todo material usado colo-
cando-o em seus respectivos lugares, bem como fechar a agua,
gas, desligar o interruptor e a tomada do microscépio.

Identificar todo material utilizado em aulas praticas e/ou trabalho
pratico (nome do microrganismo, nome do aluno ou responsavel,
data de repicagem, meio de cultura) antes da incubagéao.

E expressamente proibido fumar e ingerir alimentos no labo-
ratorio.

Em caso de acidente pessoal, levar o caso imediatamente ao co-
nhecimento do Professor.
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Além das normas anteriores, durante as aulas de laboratorios, as se-

guintes normas devem ser seguidas:

1.

Nao trabalhar em corrente de ar e, se possivel, nem em ambiente
agitado pelo acumulo de pessoas.

Nunca falar e nem respirar forcgosamente em frente ao recipiente
aberto contendo material de estudo.

Sempre abrir o recipiente inclinado junto a chama e do lado oposto
em que o ar esta rarefeito de formas vivas e goticulas de saliva,
assim estas serao incineradas pela chama.

Retirar o tampéo de algodao com o dedo minimo e a palma da
mao sem tocar na boca do recipiente e sem encostar o tampéo em
lugar algum.

Flambar a boca do recipiente sempre que for iniciar uma inocula-
¢ao, para que uma corrente de ar quente seja formada de dentro
para fora.

Introduzir o mais rapido possivel a alga ou pipeta sem tocar nas
paredes do recipiente.

Ao terminar a inoculagao, flambar a boca do recipiente e ajustar o
tampao, conservando o material ao abrigo da poeira e umidade.
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Il. Limpeza do Laboratério

O laboratério possui equipamentos e produtos quimicos utilizados nos
procedimentos realizados internamente, os quais podem apresentar riscos
eminentes para quem transita nesse recinto.

O ambiente laboratorial sempre sera um local destinado aos estudos
experimentais em qualquer ramo da ciéncia. Esse local concentra pessoas,
equipamentos, vidrarias e outros materiais e, por isso, a execugao do servigo
de limpeza do Laboratério de Microbiologia deve observar cuidados espe-
ciais.

A limpeza do piso, aparentemente, é um trabalho comum. Utiliza-se
agua sanitaria, limpa-manchas, entre outros produtos comumente usados
para limpeza de salas, mas que podem ser incompativeis com produtos e
materiais que sdo manipulados no laboratério, pois esses produtos normal-
mente possuem acidos em sua composi¢ao, podendo gerar risco de aciden-
te. Assim o0 uso negligente desses produtos, em laboratérios, acarretara des-
de uma simples intoxicagdo quimica, passando por queimaduras, chegando
até a morte.

Por exemplo, agua sanitaria comprada em supermercados, que sao
usadas para a limpeza de vasos sanitarios, pisos, mesas e outros locais, é
um poderoso oxidante, mas com acgao corrosiva em metais e em contato com
acidos e amonia libera gases toéxicos, por isso, informar os funcionarios da
limpeza sobre os procedimentos a serem adotados sempre quando for feito
uma limpeza ao final de uma aula e/ou experimento.

A limpeza geral do laboratorio deve ser feita em fungdo da quantidade
de lixo produzida e o seu nivel de sujidade; em relagéo a limpeza do piso: ne-
cessario que seja feita uma vez ao dia ou quando solicitado, informar sempre
quais os produtos quimicos foram utilizados no local.

Mensalmente, incluir na limpeza geral: teto, vidros das janelas, pare-
des, bancadas e pisos, mas sempre com a presenga do técnico, professor
ou responsavel pelo laboratério, pois a limpeza de bancadas e vidrarias € de
sua atribuicdo, ndo sendo executada por terceiros; existem equipamentos
delicados que necessitam de cuidados para sua remogéao de lugar e limpeza.
Os responsaveis sao instruidos para essa execugao, bem como sabem quais
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sdo os aparelhos que, em hipotese alguma, podem ser removidos de seu
local.

Deve-se evitar ou abolir o uso de ceras e outros produtos que deixem o
piso escorregadio; deve-se proibir 0 uso de aerossois, por dois motivos: evitar
a contaminagédo das amostras e, principalmente, para evitar que o0 mesmo
se torne um laga chamas em locais que possuam bico de gas ou lamparinas
ligados.

Ja para evitar uma “contaminagédo cruzada” é necessaria uma aten-
¢ao especial, principalmente em laboratérios em que o ambiente asséptico
seja imprescindivel, assim evitando a perda total ou parcial de experimentos.
Para evitar esse problema, manter as roupas e maos limpas mesmo antes
de entrar no laboratdrio e os materiais de limpeza ser exclusivos para aquele
laboratério.

Os principais motivos da ocorréncia da “contaminagéo cruzada” sao:
uso de equipamentos, panos, flanelas, méos etc., transferindo microrganis-
mos de um local contaminado para um esterilizado.

Nos periodos de utilizagado do laboratdrio, € necesséria uma limpeza
minuciosa no inicio e no fim de seu uso; a limpeza da bancada sera com
uma solucéo detergente, seguida de uma solugéo alcoolica a 70%. A vidraria
e materiais: previamente esterilizados e a cAmara de fluxo laminar e/ou a
capela devem estar limpos, do mesmo modo como foi limpo a bancada do la-
boratério. Em alguns laboratérios, as vidrarias sdo lavadas com uma solugao
sulfocrémica, porém esta em desuso por conter cromo, metal pesado, pode
intoxicar células vivas e é de dificil remogao no material.

O trabalho dentro de um laboratério de microbiologia exige muita con-
centragao e, por isso, conversas desnecessarias sdao dispensadas. Nao
distrair os técnicos e professores quando estiverem realizando algum proce-
dimento, mesmo que seja 0 mais simples de todos.

Questoes:
a) Por que ter cuidado ao usar agua sanitaria na limpeza do laboratério?
b) Como proceder nas limpezas diarias e mensais do laboratério?

c) O que é “contaminagédo cruzada” e como pode ocorrer no laboratério?

MANUAL DE AULAS PRATICAS EM MICROBIOLOGIA
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1. MICROSCOPIO E MICROSCOPIA

O microscopio € um instrumento muito util em laboratério de microbio-
logia, pois permite a visualizagdo de organismo e de estruturas invisiveis a
olho nu. Existem diversos tipos de microscopios e técnicas ja desenvolvidas
para preparagao a exames de microrganismos com vantagens especificas.

Exemplo: Microscépio de campo escuro: fundo escuro, contra o qual
os objetos focalizados s&o iluminados. Microscopio eletrénico: aumento de
300.000 a 400.000 vezes.

O microscoépio luminoso € o rotineiramente utilizado em trabalhos mi-
crobiolégicos e, nesse caso, 0 campo microscopio ou area observada apare-
ce iluminada e os objetos estudados apresentam-se escuros. Os microsco-
pios luminosos sao do tipo simples ou composto de acordo com o niumero de
lentes empregadas.

O microscopio que sera utilizado neste laboratério € do tipo composto,
empregando dois sistemas de lentes: a lente ocular e a objetiva.

Partes do Microscoépio:

e Base e Charriot

o Fonte de lluminagao e Parafuso Macrométrico

e Botdo do Condensador e Parafuso Micrométrico

e Condensador e Braco

e Diafragma ¢ Lentes Objetivas (4x, 10x, 40x, 100x)
¢ Platina (ou Mesa) e Lentes Oculares (10x)

e Presilha ¢ Revolver

¢ Canhao

MANUAL DE AULAS PRATICAS EM MICROBIOLOGIA
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Tipos de objetivas:

imersao
]

retratil retratil
[ ] [ | [ 1 [

laminas . 0leo de imersao

Fonte: Nikon Inc., 2012, s/p.

Obs.: Ampliagdo = aumento da objetiva x aumento da ocular (grava-
¢Oes encontradas nas objetivas do microscopio).

Exemplo: 40; 0,65; 0,17.

40: poder de aumento da lente (40x)

0,65: abertura numérica da lente objetiva

0,17: espessura numérica da laminula que deve co-
brir o objeto, dada em milimetros.

Fonte: Nikon Inc.,

- Consideracgobes: 2012, s/p.

a) Poder de resolugao: é a capacidade de distinguir, separadamente,
dois pontos adjacentes, ou seja, o maior aumento produzido por um micros-
copio pode ser o mais util, porque a imagem obtida pode ser pouco definida.
O poder de resolugdo de um microscépio € em fungdo do comprimento de
onda da luz utilizada e dos valores de abertura numérica (AN) que é caracte-
risticas do sistema de lentes e esta gravada na objetiva.
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b) Abertura Numérica (AN)

AN=nsen©

Onde:
© - é a metade do angulo do cone de luz que entra na objetiva.

n - indice de refragdo do meio que preenche o espacgo entre a objetiva

e a lamina.

Para objetiva 4X, 10X, e 40X o valor de n = 1 (indice de refracdo do

ar) e para a objetiva 100X, n = 1,56 (indice de refragao do 6leo de imersao).

c) Limite de Resolugao: dimensédo do menor objeto que pode ser vi-

sualizado.

- Procedimento correto para focalizagao:

a)
b)

c)

d)

e)

¢)]

Acenda a luz do microscépio;

Destrave o microscépio movimentando a alavanca. Verifique a po-
sicdo da alavanca se esta travada e destravada;

Gire o revolver, encaixando a objetiva de menor aumento (4X).
Faca isso olhando lateralmente, facilitara a operagéo;

Coloque a lamina na platina, segurando-a com a méo direita e
abrindo a presilha com a mao esquerda. Nao toque no corpo da
lamina; segura-la como se fosse um negativo fotografico. Verifique
sempre se a lamina esta voltada para cima e se esta bem encai-
xada. Solte a presilha. Centralize o material no orificio da platina
utilizando os parafusos da Charriot;

Levante a mesa (ou platina) movimentando o parafuso macromeé-
trico até o ponto maximo. Nao force o parafuso quando chegar ao
final, pois danificara as roscas;

Verifique se o diafragma esta aberto, olhando lateralmente (se nao
tiver, abra-o movimentando a alavanca correspondente); o con-
densador deve ser mantido em sua posi¢cao mais alta;

Agora, olhando através da ocular, com os dois olhos abertos, e
utilizando o parafuso macrométrico, desga lentamente a mesa até
o material a ser observado. Assim que isso ocorrer, corrija a focali-
zagéo utilizando o parafuso micrométrico;

MANUAL DE AULAS PRATICAS EM MICROBIOLOGIA
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h) Apds percorrer o campo, passe para objetiva de aumento médio
(10X) e corrija a focalizagdo utilizando o parafuso micrométrico.
Observe o campo atentamente procurando percorré-lo totalmente
utilizando os parafusos da Charriot. Feito isso, passe para objetiva
de 40X;

i) Verifique se a focalizagdo modifica ao abrir ou fechar o diafragma.

j) Para uma postura correta do usuario do microscopio, faz-se neces-
sario que a mao direta fique nos parafusos do “Charriot” € a mao
esquerda, no parafuso micrométrico. Assim percorrera e estudara
o0 campo todo da preparacéo. A atividade ao microscopio é estrita-
mente dindmica.

k) Terminando a observacao:

- Encaixe a objetiva de menor aumento;

- Abaixe a mesa (ou platina) com o auxilio do Macrométrico;
- Desligue a luz;

- Retire a lamina.

Observagao: ndo movimente a mesa do microscopio com a objetiva

de maior aumento encaixada.

Exercicio Pratico

Material:

- L&minas e laminulas; - Corantes; - Culturas de fungos, leveduras e
bactérias.

Focalizar as preparagdes entre ldminas e laminulas (preparagédo a
fresco) disponiveis e observar. Esquematizar o(s) microrganismo(s) observa-
do(s) anotando o aumento, bem como citar as principais caracteristicas das
formas microbianas observadas.

Aumento: Aumento:

MANUAL DE AULAS PRATICAS EM MICROBIOLOGIA
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Questoes

1) Enumerar os cuidados a serem observados para a conservagao do
microscoépio.

2) Nomear as partes do microscoépio assinaladas na Figura abaixo

B e

5)

14)

13)

2)

Fonte: Autor - adaptado da internet.
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10-

11-

12-

13-

2. ACONDICIONAMENTO DE VIDRARIAS

Todo material utilizado em trabalhos microbiolégicos deve ser perfeita-
mente limpo e estéril, isto &, isento de microrganismo. A vidraria, apds lava-
gem (agua e sabao) e secagem (estufa), deve ser acondicionada em papel e
esterilizada por autoclavagem (121 °°C / 20-30 min).

Porém, antes da autoclavagem, observar os seguintes procedimentos:

- 0 bocal das vidrarias, como tubos de ensaio, erlenmeyer e pipetas:
vedar com tampéao de algodéao e proteger com invélucro de papel;

- os tubos de ensaio: acondicionar em numeros impares, a partir de
trés. Amarrar e colocar em cesta metalica; a parte superior do conjunto é
recoberta por papel manilha ou jornal,

- as pipetas: acondicionar individualmente e identificar seu volume no
papel ou acondicionar em pacotes de papel (todas do mesmo volume).

- as placas de Petri: embrulhar em papel, conjuntos de trés.

Os principais materiais e vidrarias sao:

Erlenmeyer (1), proveta (2), béquer (3), placas de Petri (4), tubos de
ensaio (5), ldminas e laminulas (6), alca de Drigaslky (7), pipeta de Pasteur
(8), camara de Neubauer (9), alga de inoculagéo (ou de platina) (10), pipetas
automaticas (11) e pisseta (12).
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Fonte: Silva e Batista et. al., 2016.

Exercicio Pratico

Material:

- erlenmeyer (1)

- placas de Petri (3)
- pipeta (1)

- tubos de ensaio (3)
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Acondicionar as vidrarias (figura abaixo) de acordo com as instru¢des
do Professor e o Técnico do Laboratdrio.

Fonte: Schwan-Estrada, 2018.

Questodes

a) Descreva as fungdes dos materiais apresentados em aula.

b) O que é e qual a importancia do acondicionamento de vidrarias?
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3. PREPARO DE MEIOS DE CULTURA

Todos os organismos vivos necessitam de uma variedade de elemen-
tos quimicos como nutrientes. Esses elementos sao imprescindiveis para a
sintese e para as fungdes normais dos componentes celulares. Eles existem
na natureza na forma de compostos organicos ou inorganicos.

O meio de cultura ou de cultivo € um substrato que fornece todos os
nutrientes necessarios ao crescimento e desenvolvimento em laboratério de
uma estirpe, espécie ou grupo de microrganismos. As exigéncias nutricionais
dos microrganismos, em relagédo aos elementos requeridos, sao bastante se-
melhantes aquelas exigidas pelas plantas ou animais, ou seja, necessitam de
carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, enxofre, fésforo, célcio, potassio,
magnésio, além dos micronutrientes e vitaminas.

A diferenga basica entre os microrganismos, as plantas e os animais
sdo quanto a fonte de cada elemento.

Os microrganismos podem utiliza-los tanto na forma organica como
inorganica. Ha os microrganismos capazes de se desenvolver em meios intei-
ramente inorganicos, que sao chamados de autotréficos, bem como os que
exigem compostos organicos, que sdo chamados de heterotréficos.

As plantas utilizam os elementos na forma inorgénica predominante-
mente; 0s animais, na forma organica.

A composi¢ao quimica dos meios de cultura destinados ao crescimen-
to de fungos e bactérias é extremamente variavel. Em fungdo da composigéo
quimica, os meios de cultura séo divididos em trés tipos:

Meios de cultura complexos ou indefinidos: sdo os componentes
que possuem todas as fontes de nutrientes requeridas pelos microrganis-
mos, contudo a quantidade exata nao é especificada. Esses meios de cultura
séo preparados a partir de produtos naturais, como: Extrato de carne - solu-
¢ao aquosa de carne bovina concentrada em pasta; Peptona - proteinas que
foram parcialmente degradadas por enzimas (como hidrolisado de caseina
do leite, hidrolisado de proteinas da soja, carne, gelatina e outras fontes de
proteinas); Extrato de levedura, sangue, soro, leite, extrato de solo e fluido
de rumen - todos esses materiais sdo complexos e contém agucares, amino-

acidos, vitaminas e sais.

MANUAL DE AULAS PRATICAS EM MICROBIOLOGIA



o CENTRO UNIVERSITARIO

Meios quimicamente definidos: sdo os meios nos quais a composi-
¢ao exata de cada nutriente ou elemento quimico € conhecido. Adicionar ou
retirar um determinado elemento do meio permite conhecer se aquele cons-
tituinte em particular é essencial para o crescimento de determinado micror-
ganismo (fator de crescimento). Ex.: Meio de cultura quimicamente definido
para o crescimento de bactérias heterotroficas.

Meios seletivos: sdo designados para o aumento do crescimento de
um determinado microrganismo em detrimento de outros.

Meios Diferenciais/seletivos: utilizados para diferenciar microrganis-
mos, entre varios tipos, em uma mesma placa. Empregados para determinar
qualidade de 4gua e de alimentos em geral. Ex.: Agar MacConkey, que con-
tém sais biliares e cristal violeta para inibir o crescimento de bactérias Gram
positivas e, portanto, permite o crescimento de bactérias Gram negativas.
Além disso, esse meio permite uma diferenciagdo entre as bactérias Gram
negativas a partir da produgédo de acido por meio da lactose presente no
meio. Colbnias que usam a lactose acidificam o meio e ficam na cor vermelha.

Meios de Enriquecimento: esse favorece o crescimento de uma de-
terminada espécie, mas nao o de outras presentes numa populagao mista.
Técnicas de enriquecimento (fisicas e quimicas) favorecem o meio ambiente
para o crescimento do microrganismo. Nenhum produto inibidor é utilizado
para prevenir o crescimento de microrganismos indesejaveis (como acontece
nos meios seletivos). Ex.: Bactérias que oxidam fenol podem ser isoladas de
amostra de solo utilizando meio de cultura com sais de amonia e fenol como
Unica fonte de carbono. Somente microrganismos que utilizem fenol estardo
presentes.

Ja em relagdo aos estados fisicos, os meios de cultura classificam-se
em: liquidos, solidos e semissolidos. Para o preparo dos meios sélidos e se-
missolidos, deve-se adicionar um agente solidificante a solu¢ao de nutrientes
previamente preparada. O Agar € hoje o agente solidificante mais utilizado,
sendo considerado também o melhor, porque pode ser liquefeito a tempe-
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ratura de fervura e pode ser resfriado a temperatura de 42-45°°C, antes de
solidificar. O seu ponto de fusédo é de 80°°C a 100°°C.

O Agar é um excelente agente solidificante, porque ndo é degradado
por microrganismos, sendo um polimero composto principalmente de D-ga-
lactose, 3,6-anidro-L-galactose e acido D-glucurénico. E normalmente extrai-
do de algas vermelhas (Gelidium corneum - alga marinha japonesa) a 80°°C
com H,SO, diluido. O Agar é utilizado, normalmente, nos meios de cultura a
1,5-2,0 % para os meios solidos e a 0,5-0,7% para os meios semissolidos.

Exercicio Pratico

Material:

- Extrato de carne, peptona, batatinha, dextrose, Agar;
- Frascos Erlenmeyer de 250 e 500 ml;

- Proveta de 500 ml;

- Agua destilada;

- Tubos de cultura;

- Algodéo, papel de filtro;

- Pipeta.

Preparar os meios de cultura descritos abaixo:

1. Caldo nutritivo ou caldo simples

Extrato de carne 3,09
Peptona 5049
Agua destilada 1000 m

2. Agar nutritivo
Caldo nutritivo 1000 ml
Agar 159

3. B.D.A. (Batata-Dextrose-Agar).

Batata 200 g
Dextrose 18 ¢
Agar 159
Agua destilada 1000 ml
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Preparo de meio de cultura:

Cuidados:

- Pesar corretamente todos os componentes;

- Os produtos de baixa solubilidade devem ser dissolvidos separada-

mente;

- Distribuir o volume total em recipientes menores, conforme necessi-
dade de uso;

- Esterilizar imediatamente apds o preparo;

- Identificar os frascos;

- Evitar esterilizagdes sucessivas.

1. Caldo nutritivo

a)
b)

c)
d)

e)

Colocar 300 ml de agua destilada num frasco Erlenmeyer;
Adicionar 0,3% de extrato de carne e 0,5% de peptona. Dissolver
por aquecimento ligeiro. Esfriar a temperatura ambiente;

Distribuir 100 ml em tubos;

Colocar tampéao de algodao e fazer a esterilizagdo em autoclave
(121°C/20 min);

Incubar o tubo ndo esterilizado e um tubo esterilizado a 37 °C /
24 - 48 horas.

2. Agar nutritivo

a)
b)

c)
d)

e)

Acrescentar ao restante do caldo nutritivo 1,5% de agar-agar;
Aquecer em banho-maria, sob agitacdo constante, até completa
dissolugéo do Agar;

Distribuir o meio de cultura nos tubos;

Colocar tampéo de algodao, papel aluminio e fazer a esterilizagao
em autoclave (121°°C/15 min), deixando um tubo sem esterilizar.
Colocar os tubos em posigéo inclinada para solidificagdo do meio.
Incubar um tubo esterilizado a 37 °C e um néo esterilizado de 24
a 48 horas.
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3. B.D. A (batata-dextrose-agar).

a)
b)
c)

g)

Cortar a batata e cozinhar em 500 ml de agua destilada;

Extrair todo o liquido e filtrar;

Fundir o Agar em 500 ml de agua, em banho-maria;

Dissolver a dextrose em 50 ml de agua;

Misturar os trés e completar com agua destilada até 1000 ml;
Distribuir

em tubos de ensaio, colocar tampao de algodao, acondicionar e
esterilizar a 121°C / 20 min;

Inclinar os tubos de cultura apds a esterilizagao, incubar a 37 °C /
24 - 48 horas.

Questoes:

1- O que é peptona?

2- Nos meios usados, quais sao os componentes utilizados como fonte

de energia?

3- Discutir os seguintes pontos com relagdo ao 4gar-agar:

a)
b)
c)
d)
e)

Fonte;

Composigao quimica;

Ponto de fusao e solidificacao;
Concentragao utilizada;
Utilizagao por microrganismos.

Respostas:
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METODOS DE ESTERILIZAGAO

A esterilizacdo e a desinfecgao, as quais tém como objetivo destruir,
inibir ou remover microrganismos de materiais, sao realizadas ha milhares de
anos, mesmo antes de estudar os microrganismos.

Essas operagdes permitem inativar todas as formas vivas de um mate-
rial ou ambiente e podem ser efetuadas por meio de varios processos: Calor

umido; Calor seco; Irradiagao; Filtragdo; Substancias quimicas.

- Esterilizagao - processo pelo qual se visa eliminar, por remogao ou
morte, todos os microrganismos de um material ou meio, incluindo esporos.
E fundamental em todos os procedimentos microbiolégicos. Os materiais, a
agua e os vasilhames utilizados na preparagdo de meios de cultura e solu-
¢bes nutritivas para o crescimento de microrganismos devem estar isentos de
qualquer forma de vida. Portanto os termos estéril, esterilizar e esterilizacao
referem-se a auséncia total ou a destruigéo total de todos os microrganismos

(n&o existe ambiente “quase” estéril).

- Desinfecg¢éao - tratamento de objetos inanimados (utensilios, equi-
pamentos, paredes, chao, mesas) com agente quimico de forma a destruir
todas as formas vegetativas de microrganismos patogénicos, mas nao ne-

cessariamente formas esporuladas.

- Assepsia - conjunto de processos (técnicas) utilizados para impedir

a entrada de microrganismos em local que ndo os contenha.
Métodos de esterilizagado; desinfecgdo e assepsia.

1 - Agentes Fisicos:

a) Calor: O uso do calor (aumento da temperatura), como forma de es-
terilizacéo, foi o ponto determinante na caracterizagdo dos microrganismos.
Desde o século XVII até hoje, € o método mais viavel no controle dos seres

microscopicos.
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Para a esterilizagédo, pode-se utilizar o calor umido, calor seco, incine-
racéo e a flambagem.

Calor umido: utilizado principalmente para esterilizagdo de meios de
cultura, em que os microrganismos sao eliminados pela combinacao de tem-
peratura, umidade e pressao em Autoclave, vapor d’agua em torno de 121 ¢
C (15 libras de presséo) é eficiente em um tempo de 15 a 30 minutos, depen-
dendo do material utilizado.

A autoclave pode ser cilindrica ou cubica, horizontal ou vertical, dotada
com um dispositivo elétrico ou gas, que permita o aumento simultaneo da
temperatura e presséo. O calor umido inativa os microrganismos pela coagu-
lagao das proteinas vitais e € um processo muito mais eficiente que o calor
seco, porque a agua tem maior condutibilidade térmica que o ar.

O procedimento do funcionamento da autoclave baseia-se em uma ca-
mara de parede dupla da autoclave que é primeiramente preenchida com vapor
fluente para remover todo o ar, depois é preenchida com vapor puro e mantida
a temperatura 121°C e 1 atm de pressao por um periodo especifico. Para a
autoclavagem ser executada com sucesso, é essencial que todo o ar residu-
al inicialmente presente na camara seja completamente substituido por vapor
d’agua - se o ar estiver presente reduzira a temperatura interna da autoclave.

Agua fervente ou Fervura e Vapor Fluente: chega ao ponto de ebu-
licdo, matando os microrganismos na fase vegetativa presente no liquido. A
agua em ebuligdo nao é considerada como um método de esterilizagdo, uma
vez que alguns materiais e objetos ndo conseguem ser esterilizados com
seguranga, pois alguns endésporos podem suportar temperaturas acima de
100 °C por mais de uma hora.

Pasteurizagdo: método criado em 1864, levando o nome do micro-
biologista francés que o criou, Louis Pasteur. E o processo utilizado para
esterilizacdo de materiais liquidos e consiste em exp6-los a uma temperatura
inferior a seu ponto de ebulicdo e submeté-los, em seguida, a um resfriamen-
to subito, a fim de eliminar certos microrganismos.
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Tindalizagao ou esterilizagao fracionada: Método descrito por John
Tyndall, fisico irlandés (1820-1893), que consiste na exposigdo ao vapor de
agua a temperatura de 100-120 °C, repetido com intervalo adequado (12 as
24h). O calor umido a temperatura de 100°C ¢ insuficiente para a esteriliza-
¢ao, pois nao é capaz de destruir os esporos. Repetindo-se 0 aquecimento 2
ou 3 dias consecutivos, com periodos de resfriamento entre eles, consegue-
-se destruir todas as bactérias. No primeiro aquecimento destréi-se as formas
vegetativas; no segundo aquecimento ha morte das formas vegetativas dos
esporos poupados no primeiro aguecimento ou que germinaram no intervalo
e no terceiro aquecimento ha morte de formas vegetativas que ainda sobrevi-
veram apos o segundo aquecimento.

Tipos de tratamento por calor iumido:

Autoclavagem 121°°C/15 min
Fervura 100°°C
Vapor fluente 100°°C

Lenta — 652C por 30 min

Pasteurizagdo Rapida - 722C a 759C por 15 a 20 seg.

Tindalizagdo 30 min/ 3 dias a 100 - 120 °°C

- Calor seco: é o processo de esterilizagdo por elevagao da temperatura
em ambiente com umidade extremamente baixa. E utilizada para vidraria e
utensilios resistentes a altas temperaturas, entre 160 a 180° C, por um periodo
de 1 a 2 horas. O equipamento utilizado é a estufa esterilizadora. Nesse pro-
cesso, 0s microrganismos s&o inativados pela oxidagdo dos componentes ce-
lulares, sendo as células vegetativas mais sensiveis ao calor do que as formas
esporuladas. Existem materiais que ndo podem ser esterilizados utilizando o
calor umido por varias razdes e, nesses casos, o calor seco é o preferido.

Para evitar contaminagao apos a esterilizagdo das placas e pipetas,
estas sdo previamente embaladas em papel craft (Aula de Acondicionamento
de vidrarias). As pipetas podem, ainda, ser esterilizadas dentro de garrafas
metalicas proprias para essa finalidade e armazenadas por varios meses em
ambiente seco.
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a) Flambagem: € uma pratica de rotina, principalmente utilizando o

bico de Bunsen ou lamparina (A), para algas ou agulhas diretamente sobre o
fogo (B), também oxida todo o material até virar cinzas.

Fonte: Alfenas e Mafia, 2016.

b) Radiag6es: O material a ser esterilizado é submetido a agao de ra-
diagao ionizante (raios X, dd) e ndo-ionizantes (ultravioleta-UV), ou seja, uma
energia na forma de ondas eletromagnéticas transmitidas através do espago
ou através de um material.

A luz UV compreende comprimentos de onda entre 150 a 390 °A e é
utilizada para esterilizagdo de ambientes e superficies, devido a seu baixo
poder de penetracdo. A luz UV é absorvida por muitas substancias celulares,
mas de modo mais significativo pelos acidos nucléicos.

Camara de fluxo laminar com UV

Fonte: Schwan-Estrada (2018)
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As Radiagdes Gama (8) sao de alta energia, emitidas por certos is6-
topos radioativos, como o ®Co. Os raios gama possuem alta capacidade de
penetracdo, sendo letais para todas as formas de vida, incluindo os micror-
ganismos. Essa técnica € normalmente utilizada na esterilizagdo de materiais
espessos ou volumosos (alimentos empacotados) e é restrita aos grandes
centros de pesquisas ou industrias especializadas.

c¢) Filtragao: Normalmente utilizada para esterilizagcdo de meios liqui-
dos com componentes sensiveis ao calor (proteinas, aminoacidos, antibioti-
cos, vitaminas, o6leos). A esterilizagdo é para remogédo dos microrganismos.
Os filtros mais usados s&o: porcelana, cerdmica, papel celulose e filtros de
membrana (éster de celulose).

Meio nao esteril

Funil

[ Grampo d
fixagao

<> Membrana filtrante

Plataforma de
vidro

Base
Rolha de borracha

=

estéril

Fonte: Madigan, Martinko & Parker, 2004, s/p.

2- Agentes Quimicos:

Produtos usados na forma de solugao visando a desinfeccdo de ma-
teriais ou ambientes (salas cirdrgicas, camaras assépticas, bancadas de la-
boratério). Ex. Alcool (70%), fendis (&cido carbérico, &cido fénico); oxidantes
(dgua oxigenada, hipoclorito de sédio); metais pesados, como mercurio e
sulfato de cobre; gases ou vapores (formaldeido, brometo de etila etc.).

Nao existe um composto quimico que seja ideal para todos os propo-
sitos, desse modo, é importante conhecer algumas propriedades para que
possa escolher o composto mais adequado.
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Exercicio Pratico

Materiais:

- solo fértil, peneirado;

- agua esterilizada 90 mL;

- pipeta esterilizada 1 mL;

- 4 tubos com caldo nutritivo;

- autoclave;

- banho-maria a 60°C.

Procedimento:

1- Pesar 10 g de solo
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2- Colocar o solo em 90 mL de H,O esterilizada. Agitar bem por 5 minu-

tos e deixar em repouso (10’) para decantar as particulas maiores.

3- Adicionar, assepticamente, 1 mL de suspenséo a cada tubo com o

caldo nutriente e marca-lo para os seguintes tratamentos:

Tubo 1 — Controle: sem aquecimento;

Tubo 2 — Fervura por 30 min (100 °C). Esfriar o tubo em gelo + agua;

Tubo 3 - Autoclave a 1 atm de pressao, 121°C por 20 min.

4- Incubar todos os tubos a 30 °C por 24 a 48 horas.

Examinar os tubos, comparando a intensidade do crescimento pela

turbidez. Anotar no quadro os resultados obtidos.

Tubos Crescimento microbiano
o Tratamentos - - -
ia ia ia
(n°) Dia01 | Dia02 | Dia03
1 Controle
2 100 °C + resfriamento em gelo
3 121°C
() limpido.

(+) intensidade de turbidez: + pouco turvo; ++ médio; +++ altamente turvo.
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Por que a esterilizagao por calor umido € mais eficiente que a do calor

Questoes:

seco?

Como a presencga do ar no interior da autoclave afeta a temperatura, a
uma dada pressao?

Diferenciar Tindalizagado, Pasteurizacao e Solarizagao.

Fazer um esquema da autoclave existente no laboratério e assinalar
todas suas partes com legenda adequada.

Completar o quadro:

Esterilizacéo

Calor umido Calor seco

Temperatura utilizada para esterilizacdo

Tempo médio para esterilizacdo

Materiais que podem ser esterilizados

6. ISOLAMENTO DE CULTURA PURA

No meio ambiente, os microrganismos normalmente crescem em com-
plexas populagdes que contém varias espécies. Quando os microrganismos
crescem em meios de cultivo artificiais em laboratério, a massa celular obtida
€ denominada de cultura. Quando o meio contém duas ou mais espécies
de microrganismos, a cultura é denominada de cultura mista. Uma deter-
minada espécie de microrganismo s6 pode ser estudada devidamente se for
uma cultura pura, isto &, todas as células na populagdo sao idénticas, pois
se originaram de uma mesma célula mae (parental), porém, nao necessaria-
mente, podem ser geneticamente idénticas, assim essa cultura é axénica.
Esses microrganismos assim obtidos sao utilizados para estudos morfologi-
cos e fisiologicos.

Na execugdo, é muito raro, quase que impossivel para alguns géneros,
manter uma cultura pura, como por exemplo, as mutagdes que ocorrem na
populagcao de bactérias. Assim, normalmente uma cultura inicialmente pode
ser pura, mas ao final do tempo de crescimento, torna-se cultura axénica.
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Apesar disso, € comum referir-se a esses tipos de culturas como sendo pu-
ras, pelo fato de que, no inicio, foram obtidas a partir de uma unica célula,
mas os estudos microbioldgicos e suas aplica¢des sdo efetuados com a po-
pulacdo dos microrganismos e ndo com uma unica célula.

O isolamento de uma cultura pura consiste na separagao, a partir de
uma amostra mista em espécies individualizadas. Existem varias maneiras
de se preparar culturas puras, utilizando-se meios de cultura liquidos ou
meios solidos.

As técnicas mais comumente empregadas s&o: esgotamento em
meio liquido (diluicdo em série); método de estrias; semeadura em su-
perficie e “pour-plate”.

a) Isolamento em meio liquido — diluigdo em série

Normalmente, a técnica empregada € a de esgotamento por diluigées
sucessivas da suspensao microbiana em volumes conhecidos de meio liqui-
do, de tal maneira que a espécie, cujas células, que se encontrem em maior
numero, permanecga nas diluigbes onde as outras ja se esgotaram.

E uma técnica trabalhosa e demorada.

b) Isolamento em meio sélido

E o mais usado e baseia-se no principio de que quando se espalha
uma quantidade suficientemente pequena de material, pode-se obter células
individuais que crescem em colbnias completamente separadas umas das
outras, permitindo que o crescimento de uma célula n&o interfira com a outra.

As técnicas utilizadas sao:
a) esgotamento em superficie utilizando-se o método de estrias;
b) derramamento ou mistura (“pour-plate”).

O isolamento com esgotamento do inéculo ou em superficie (estrias)
€ 0 processo mais usado e consiste em esgotar uma pequena amostra da
cultura mista, por meio do processo de estrias feitas com algca de repicagem.
As estrias podem ser do tipo compostas (séries de listas paralelas) ou zig-zag
(simples).
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Fonte: Schwan-Estrada, 2018.

Fonte: Colella (2013)

Estrias compostas Estrias simples (zig-zag)

No isolamento em mistura (“pour-plate”), a amostra é diluida em tubos
com Agar liquefeito que é entdo derramado em placas que contém Agar-nu-
triente solidificado e, ap6s solidificacao, é incubado. Essa técnica é recomen-
dada para isolamento de microrganismos extremamente méveis ou quando
ha suspeita de microrganismo anaerdbio.

Exercicio Pratico [ | F:i.r |
aa
Materiais: oy ) T_I ki
~ . -I - L‘ d
- Suspensao bacteriana; o "N
47 -Fl .
- Agar nutritivo em placas; _‘. Y |
N L propy'
- Tubo com caldo nutritivo;
. . Como isolar colénias
- Alcool absoluto comercial; através da técnica de
estriamento

- Alca de repicagem;

Procedimento:

1 - Estrias Simples

a) Retirar uma gota de suspenséao bacteriana com alga de repicagem
esteéril;

b) Fazer estria (zig-zag) continua na superficie do meio de cultura.
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2 - Estrias compostas

a) Retirar uma gota de suspensao bacteriana com alga de repicagem
estéril;

b) Fazer de 3 a 4 estrias paralelas na superficie do meio de cultura da
placa mae, espagadas de 0,5 cm;

c) Flambar a alga;

d) Fazer mais 3 ou 4 estrias paralelas, cortando perpendicularmente as
anteriores, partindo da primeira estria;

e) Novamente flambar a alga e fazer mais 3 ou 4 estrias cortando per-
pendicularmente as anteriores;

f) Incubar todas as placas a 37 °C por 24 a 48 horas em posig¢ao inver-
tida.

Ap6s a incubagdo, examinar as coldnias, inicialmente a vista desarma-
da e, em seguida, com objetiva de pequeno aumento, sem remover a tampa
da placa.

Baseando-se nas caracteristicas culturais, anotar: a cor da colnia, for-
mato dos bordos, elevacao e tamanho.

O 3 N W WA

FORMA
Puntiforme Circular Filamentosa Irregular  Rizoide  Fusiforme
- m— A . i,
ELEVACAD _ .
’ Plana Elevada Convexa Crateriforme  Papilada

—pr

i

T

TR .

Inteira  Ondulada Lobulada  Filamentosa Espiral

Fonte: Silva e Batista et al (2016)
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1) Por que se devem incubar as placas de Petri em posicao invertida?

Questoes:

2) Por que se prefere o meio solido para isolamento de bactérias?

6. PREPARAGOES MICROSCOPICAS

Para a visualizagao da maioria dos microrganismos é necessario colo-
ca-los em condigbes de serem observados ao microscépio. Nas observagdes
microscopicas, o tipo de preparo deve ser de acordo com o interesse a que
se destina a observagdo: se for para visualizar os caracteres morfolégicos,
certos detalhes de estrutura celular, alguma funcao fisioldgica na célula, etc.
Portanto s&o varias as técnicas utilizadas para a observagao de microrganis-
mos. Essas preparagdes podem ser simples (a fresco sem coloracdo) até as
que exigem mais cuidados na montagem, como nos casos de preparagdes
fixadas e coradas.

As preparagodes a fresco sio:

a) Sem coloragao

- Entre laminas e laminulas: em uma |amina limpa, colocar uma gota
do material a ser observado e cobrir com laminula. Se o material ainda nao
estiver em suspensao, colocar primeiro uma gota de agua e, em seguida,
com a alga de repicagem, colocar uma pequena quantidade do material e
cobrir com laminula.

- “gota pendente”:

- micro cultivo: o microrganismo é cultivado em um pequeno pedago
de meio de cultura (normalmente BDA) e colocado em uma lamina limpa
e coberto com laminula. O conjunto (lamina + BDA com microrganismo +
laminula) é, entdo, depositado em cadmara umida e incubado por, aproxima-
damente, 7 dias.
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Os corantes podem facilitar a observagao tornando a célula mais vi-

b) Com coloragio

sivel. Em preparagdes a fresco entre laminas e laminulas, geralmente sdo
utilizados corantes vitais que ndo comprometem a vitalidade das células, sen-
do destituidos de acgao toxica. Utilizado, principalmente, para observagao de
estruturas fungicas.

Preparagoes fixadas e coradas
Sao preparagdes utilizadas na verificagao das caracteristicas morfolo-
gicas das bactérias. As etapas essenciais nesta preparagéo sao:

1- Preparo do esfregago: com a alga de platina, coletar uma amostra
da suspensao bacteriana e esfrega-lo (espalhar) no centro de uma lamina
limpa e flambada;

2- Fixagao: apos o esfregaco, a fixacao é feita passando a lamina trés
vezes diretamente sobre a chama do bico de Bunsen;

3- Coloragao: a coloragédo pode ser simples (direta ou indireta) ou
diferencial.

Coloragao simples direta: o esfregaco fixado é corado utilizando-se
apenas um tipo de corante (cristal violeta ou fucsina). Nesse tipo de colora-
¢ao, a bactéria adquire a cor do corante e contrasta com o fundo claro (trans-
parente) da lamina.

Coloragao simples indireta: € também denominada de coloragdo ne-
gativa; o esfregaco fixado é coberto com uma fina camada de tinta da China
ou nanquim. Nessa coloragao, a bactéria permanece incolor e contrasta com
o fundo escuro da lamina.

Coloragao diferencial: a coloragédo é realizada com a aplicagdo de

mais de uma solugéo corante. Ex: coloragdo de Gram; coloragao de esporos
bacterianos; coloragao de flagelos etc.
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Exercicio Pratico

Materiais:

- laminas e laminulas;

- corantes: azul de metileno; cristal violeta; nigrosina;

- culturas bacterianas e fungicas.

Preparar, observar e esquematizar: - bactérias: fixada e corada sim-
ples direta e indireta.

Procedimento (fixada e corada simples direta):

- Retirar, com auxilio de uma alga de platina e/ou agulha flambada e
fria, uma gota da cultura bacteriana;

- Espalhar, uniformemente, a gota em Iamina limpa e logo em seguida
fazer o esfregaco;

- Flambar a alga de platina e/ou agulha e recoloca-la no suporte;

- Deixar o esfregacgo secar ao ar e fixa-lo pela passagem rapida da face
da lamina sobre a chama, por 2 ou 3 vezes;

- Cobrir todo o esfregago com uma solugéo corante por 1 minuto;

- Escorrer o excesso de corante, lavar cuidadosamente com agua e
deixar o esfregago secar ao ar;

- Examinar a preparagao da objetiva de imersao (alta luminosidade).

Desenhar os varios microrganismos observados. Anotar as formas,
agrupamentos e tamanho relativo dos microrganismos presentes.

Aumento: Aumento:
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1) Citar os diferentes tipos de preparagdes microscopicas mostrando

Questoes:

a sua aplicagao usual.

2) Enumerar as estruturas e fungdes fisioldgicas que podem ser evi-
denciadas por meio das preparagdes microscopicas com o uso de
corantes.

3) Explicar a utilizagdo do micro cultivo. Esquematizar as etapas de
preparo explicando o objetivo de cada uma delas.

7. COLORAGCAO DE GRAM

As bactérias Gram positivas retém o cristal violeta, apresentando a co-
loragdo roxa, e as bactérias Gram negativas perdem o cristal violeta e sdo
coradas com o corante de contraste (Fucsina ou Safranina), tomando a cor
rosa ou avermelhada.

A caracteristica de Gram positividade esta correlacionada com outras
caracteristicas das células e pode ser afetada pelos fatores que, em algu-
ma extensao, condicionam o estado fisiolégico da célula com composi¢do do
meio de cultura, a idade da célula etc.

Exercicio Pratico:

Materiais:

- suspenséo bacteriana com 24 h em caldo nutriente;
- laminas;

- cristal violeta, lugol, alcool e safranina.

Procedimento:

a) Retirar, com auxilio de uma alc¢a de platina flambada e fria, uma gota
da cultura bacteriana;

b) Espalhar, uniformemente o material na lamina limpa e flambada;

c) Flambar a alga de platina e coloca-la no suporte;

d) Deixar o esfregaco secar ao ar, fixa-lo pela passagem rapida da
face oposta da lamina sobre a chama, por 2 a 3 vezes.
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e) Cobrir todo o esfregago com uma solugao de cristal violeta por 1
min;

f) Escorrer o excesso de corante, lavar cuidadosamente com agua,
drenando o excesso;

g) Aplicar a solugao de lugol por 2 minutos, escorrer o excesso e lavar
com agua;

h) Descorar com alcool, adicionando-o em gotas rapidas cuidadosa-
mente. Lavar com agua;

i) Cobrir o esfregago com safranina ou fucsina por 30 ou 60 segundos,
escorrer 0 excesso, lavar com agua e secar ao ar;

j) Examinar com objetiva de imerséo;

k) Usar o mesmo procedimento para cada cultura dada.

Desenhar as estruturas observadas e anotar as formas, tamanho rela-
tivo e o resultado do teste diferencial.

Aumento Aumento

Questoes:

1) Quais os fatores que afetam o Gram positividade das células?

2) O que distingue uma técnica de coloragédo simples de uma dife-
rencial?

3) Que generalizagdes podem ser feitas quanto a composigdo quimi-
ca das células Gram positivas e Gram negativas?

4) Dé trés exemplos de géneros diferentes que sejam Gram positivas
e trés Gram negativas.
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8. ISOLAMENTO DE Azotobacter

O género Azotobacter foi inicialmente descrito por Martinus Beijerinck,
em 1901, com a espécie A. chroococcum. Sao células pleomérficas, ou seja,
alteram de forma com a idade; as células jovens apresentam-se como bas-
tonetes méveis e, com o tempo, perdem a motilidade e tornam-se cocodides.
Observa-se, ainda, o acumulo de granulos citoplasmaticos com a produgao
de grande quantidade de substancia extracelular mucoide. Em meio sélido,
formam coldnias mucosas. Com o tempo, essas coldnias tornam-se pigmen-
tadas, o que constitui um carater taxonémico.

Uma das caracteristicas fisioldgicas de Azotobacter é a sua alta taxa
respiratéria, o que se traduz em uma alta eficiéncia na fixagdo biolégica de
nitrogénio. Desempenham um importante papel no ciclo do nitrogénio na na-
tureza; capta nitrogénio atmosférico, que é inacessivel as plantas, e liberta-o
em forma de ions aménio no solo. As fontes de nitrogénio podem ser nitratos,
ions amodnio ou aminoacidos, podendo fixar pelo menos 10 pg de nitrogénio
por grama de glicose consumida.

Em meios com grande disponibilidade de carboidratos, alcoois e sais
de acidos organicos como fontes de carbono, a sua vantagem seletiva é no-
tavel em relagdo aos demais microrganismos.-.

Geralmente, Azotobacter requer pH mais elevado para seu crescimen-
to (7,0 até 7,5), mas o crescimento € mantido no intervalo de pH entre 4,8 e
8,5, bem como uma boa disponibilidade de P, Ca, Mg e Mo. Ainda, para essa
fixacdo do nitrogénio, necessita de ions molibdénio, mas podem ser parcial-
mente substituidos por ions vanadio ou mesmo de ambos. Assim a ocorrén-
cia natural de Azotobacter é restrita aqueles solos com boa fertilidade.

Além da fixagdo assimbidtica do nitrogénio, Azotobacter também sin-
tetiza algumas substancias biologicamente ativas; entre elas fito hormdnios,

como as auxinas que sao estimulantes do crescimento das plantas. Também
facilitam a mobilidade de metais pesados no solo e assim podem potenciar
a biorremediacédo da contaminagao por metais pesados do solo, como o ca-
dmio, mercurio e chumbo. Alguns tipos de Azotobacter podem biodegradar
compostos aromaticos que contenham cloro, como o 2, 4,6-triclorofenol.
Esse composto foi inicialmente usado como inseticida fungicida e herbicida,

mas depois se descobriu que tinha efeitos mutagénicos e carcinogénicos.
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Materiais:

Amostras de solo;
Amido em po¢;
Placas de Petri;
Espatulas;

Procedimento:
1.

Pesar 100 g de solo e enriquecé-lo com adigdo de 5 g de amido.
Misturar bem o solo e 0 amido;

Umedecer o solo enriquecido com agua, até obter uma consistén-
cia pastosa;

Colocar uma porgéo dessa pasta em placa de Petri e, com auxilio
de espatula, moldar uma superficie convexa e espalhada;

Rotular e incubar de 7-15 dias. Examinar as placas. O crescimento
de Azotobacter é carateristico, formando colbnias escuras na su-
perficie da pasta de terra.

100g solo
rizosférico

o00r
L |

Fonte: Schwan-Estrada, 2018 (compilado).
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Desenhar células de Azotobacter observadas ao microscopio.

Resultado:

Aumento: Aumento:

Questoes:

1) O quer dizer sobre fixagdo assimbidtica de nitrogénio?

2) Citar ao menos 3 microrganismos capazes de fixar o nitrogénio de
forma assimbidtica.

3) Qual a fungéo do amido que é adicionado ao solo na técnica para
isolamento de Azotobacter?

4) Por que o Azotobacter cresce na superficie da pasta de solo e ndo
em seu interior?

5) Qual a caracteristica principal que deve ter um meio de cultura
especifico para isolamento de fixadores de nitrogénio?

9. IDENTIFICAGAODEBACTERIAS-PROVASBIOQUIMICAS

Existem muitas espécies bacterianas descritas, mas a identificagdo é
dificultada pela pequena variagdo de forma que elas apresentam, exigindo,
por esta razao, o estudo de caracteristicas culturais das atividades fisiologi-
cas e de caracteristicas tintoriais da célula. Ja as provas bioquimicas utilizam
meios de cultura e reagentes especificos para detectar metabdlitos resultan-
tes da atividade bacteriana, auxiliando na sua identificagéo.

Nas caracteristicas culturais, determina-se o aspecto, forma, cor e
tamanho das colbnias. Nas caracteristicas tintoriais, determina-se usando
diferentes coloragdes. Nas caracteristicas bioquimicas, sdo estudadas por
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meio de testes que mostram as transformagdes metabdlicas realizadas pelos
microrganismos.

Principais provas bioquimicas:

1) Produgéao de acetilmetilcarbinol - Teste de Voges Proskauer (VP).

2) Produgéo de catalase.

3) Prova do vermelho de metila (VM).

4) Redugéao do azul de metileno.

5) Produgéo de gelatinase.

6) Produgéo de amilase

7) Produgéo de indol.

8) Fermentacgéao de agucares.

1 - Producgao de acetilmetilcarbinol - Teste de Voges Proskauer.

Alguns microrganismos fermentam glicose produzindo, entre outros
compostos, o acetilmetilcarbinol (acetoina), butilenoglicol e pequenas quan-
tidades de acidos carboxilicos. Detecta-se o composto acetoina adicionando
hidréxido de potassio (KOH) ao meio.

O acetilmetilcarbinol em presenca de KOH e do ar é oxidado, formando
diacetila. Com a adi¢ado de alfa-naftol ocorre a catalise, que, em presenca de
peptona, da uma coloragao vermelha, enquanto uma cor amarela indica um
resultado negativo.

Para o teste de VP, as bactérias sdo inoculadas em meio Clark e apos
crescimento sdo adicionados os reagentes de Barrit | e II:

| =5 mL de a naftol e 95 mL de alcool etilico absoluto.
Il =40 g de KOH e agua destilada até completar 100 mL.

Resultado: positivo.........ccccceeeeeieeiiiiinene, coloragéo vermelha
negativo........ccccoveeeeeiiiiienn, coloragdo amarela

2 - Producgiao de Catalase

Certas bactérias produzem peroxido de hidrogénio (H,0,), em presen-
¢a de oxigénio livre. O acumulo de perdxido é controlado por: catalase bacte-
riana e grau de sensibilidade.
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A catalase € uma enzima capaz de decompor o H,0, formando agua e

oxigénio molecular.
CATALASE

2H,0, ———2H,0 + 1/, 0,

Para o teste, as bactérias sdo inoculadas em meio de cultura liquida e
ap6s crescimento é adicionada algumas gotas de agua oxigenada.

Resultado: positivo.........ccccceevviiieenn. desprendimento de bolhas de ar
negativo........cccoeeeeeeenne auséncia de bolhas de ar

3 - Prova do Vermelho de Metila (VM)

Algumas bactérias fermentam a glicose com produg¢édo de acido, até
que o pH do meio chegue a cerca de 5,0. Essa prova tem como objetivo de-
terminar a capacidade dos microrganismos para oxidar a glicose com produ-
¢ao e manutencao de concentragdes altas de produtos finais acidos.

Para o teste do VM, as bactérias sdo inoculadas em meio de cultura
Clark e apds o crescimento é adicionado um indicador de acidez, o vermelho
de metila, que detecta a presenga de grandes concentra¢des de produtos
finais acidos, pois tem um ponto de viragem baixo.

Resultado: positivo...........cceeeeeeee. coloragéo vermelha
negativo..........cccueeeeeeen. coloracéo amarela
duvidoso.........cccveeeeenneen coloragéo intermediaria

4 - Redugao do Azul de Metileno

Azul de metileno, quando introduzido numa cultura bacteriana, com-
porta-se como um pigmento respiratorio, isto €, age como aceptor de hidro-
génio, ocasionando uma oxidacao intracelular em condi¢cbes de anaerobiose.
Ao mesmo tempo, o corante torna-se incolor. A descoloragdo do corante se
da em razado do consumo de oxigénio pelas bactérias em crescimento.

Resultado:
positivo........ meio completamente claro, exceto na parte superior do meio
negativo....... meio com a coloragao azul inicial.
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Fonte: Schwan-Estrada, 2018.

5 - Producgao de Gelatinase

Certas bactérias elaboram uma enzima extracelular que tem a pro-
priedade de hidrolisar a gelatina: gelatinase. Demonstra-se a presencga de
gelatinase inoculando o meio com gelatina como agente solidificante. Apds

incubacgéo, verificar se a gelatina foi hidrolisada, deixando, se necessario, o
meio em 4gua fria ou geladeira.

Resultado: positivo............. se 0 meio ficar liquido

negativo............ se o meio ficar solido

6 - Producao de Amilase

A amilase é uma enzima extracelular que tem fungao catalisadora, que
hidrolisa o amido em glicose, e pode ser sintetizada por algumas bactérias.
Para a visualizagdo da hidrélise do amido, a bactéria é cultivada em meio
soélido contendo amido, em placas de Petri, e apds o crescimento, cobre-se a
superficie das colbnias com solugao saturada de iodo ou lugol.
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Resultado:

positivo .......... presenga de zonas claras em torno do crescimento da
bactéria.

negativo......... todo o meio fica azul.

| ¥ L

Fonte: Schwan-Estrada, 2018.

7 - Produgéo de Indol

Algumas bactérias produzem a enzima triptofanase que atua sobre o
triptofano e libera o indol. Existem varias técnicas para detectar presenca
de indol, entre elas a técnica de Gnezda. Para esse teste, 0 microrganismo
€ inoculado em meio rico em triptofano. Sdo preparadas tiras de papel im-
pregnado com solucao saturada de acido oxalico. A tira de papel é colocada
suspensa dentro do tubo, segurada pelo tampao de algodéo e os tubos sao

incubados.
Resultado:
positivo ........... tira de papel fica com coloragao résea avermelhada.
negativo.......... branco.

8 - Fermentacgéo de aguicares

Os carboidratos podem ser fermentados pelas bactérias com formacao
de acidos e gas. Esses acidos acumulam-se no meio de cultura e baixam
gradativamente o pH. A verificacdo da acidez pode ser feita pela adicdo de
indicadores ao meio, como, por exemplo, o indicador de Andrade, que passa
da cor résea para a avermelhada a medida que a acidez do meio aumenta.
Em meios liquidos, verifica-se a produgéo de gas com tubos de Durhan.
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Geralmente, séo testados diferentes agucares e verificada a capacida-
de do microrganismo em formar 4cido e gas.

Exercicio Pratico

Materiais:

- Cultura pura de bactéria;

- Placa com agar-amido,

- Alca de repicagem;

- Tubo contendo gelatina, Azul de Metileno
- Agua oxigenada;

Procedimento:

1- Inocular todos os tubos com diferentes meios de cultura usando a
alca de repicagem.

2- Fazer a inoculagdo em Placa de agar-amido, pelo processo de es-
trias simples.

3- Com a alga de repicagem, inocular o tubo contendo gelatina, fazen-
do uma picada no meio de cultura.

4- Incubar todos os tubos a 37 °C por 16 a 72 horas.

Fazer as diversas observagdes conforme recomendacao do instrutor.
Identificar a espécie bacteriana por comparagdo com os dados forne-
cidos pelo instrutor.

Questoes:

1) Explique o principio da prova de reduc¢ao do Azul de Metileno.

2) Todas as bactérias apresentam motilidade? Como é produzido o
movimento bacteriano?

3) O que é solugao de lugol? Qual a reagao entre o lugol e amido?
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Principais Provas Bioguimicas empregadas na identificacdo das bactérias

Metabolis-
Nome da prova | mo explo- | Tipo de reacao Substrato Reacao Produto final
rado
Producéo de Indol | Nitrogenado Mista (h|c’|r.oI|se Triptofano Complexa Indol
e desmoodlise)
Producéo de H,S | Nitrogenado Mista (h|C!rpI|se C|lst|na e Cis- Complexa H,S
2 e desmodlise) |teina 2

Nit d idroli
Hidrélise da gela- rogenado S ) H|qrol|se dando Proteoses, pepto-
) ) % Hidrolise Gelatina proteses, pepto-
tina (liquefacéo) .. nas, etc.

(Protéico) nas etc.

Nit d idroli
Hidrdlise de trogenado - . H|c'irol|se dando Proteoses, pepto-

. Hidrolise Caseina proteses, pepto-

caseina .. nas, etc.

(Protéico) nas etc.
Prod. Aménia Nitrogenado Mista (h|c’|r.oI|se Amonia acidos | Desaminagao Amonia

e desmoodlise)
Hld_rollse do Carbohi- Hidrolise Amido Amido > Dextri- Maltose
amido drato na + maltose
. Forma &cidos
Prova do verme- | Carbohi- Desmolise Glicose pela fermenta- | Acidos
Iho de metila drato = )
¢ao de glicose

Provade VP ((j)rz;rtt;om- Desmdlise Glicose Acetil metil Acetona

Respiratério Doadores de Transferéncia Azul de metileno
Reducéo do azul o o do H, do sub. sofrendo redugéo

- L. Desmolise H, constituintes 2
de metileno (6xido-redu- d 2 . P/ MB-aceptor passa a leucode-
= 0 meio .

G&0) deH, rivado
Producéo de N o 2H,0,
catalase Respiratério | Desmdlise H,0, a2H G+%40, H,0eO,

Principais Provas Bioquimicas empregadas na identificagdo das bactérias (continuagao)

Nome da prova Reativo para det_ecgao do pro- Enzima responsavel Leitura da
duto final prova
Producéo de Indol Ehriich ou K_ovacs (paradimetilami- Complexo enzimatico 2-4 dias
nobenzaldeido)
Producéo de H,S Acetato de chumbo (sais de metais Complexo enzimatico 2-3 dias
2 pesados)
Hidralise da gelatina Nao havendo hidrolise, a proteina
) cag integra é revelada com reativo Gelatinase 7-14 dias
(liquefagdo)
adequado
A hidrélise é evidenciada pela
Hidrdlise de caseina | classificagéo do meio em torno das | Casease ou caseinase 2-4 dias
colonias
Producédo de amonia | Reagente de Nessler Desaminases 24-48 horas
Hidralise do amido Lugol (indica se o amido foi hidroli- | A e 4-10 dias
zado ou nao)
Prova do vermelho de | Vermelho de metila que indica a - .
: = Varias 2-7 dias
metila queda do pH (coloragédo vermelha)
Provade VP Barrit (alfa naftol e KOH) Vérias 24 horas
Red_ugao Do azul de Reacao I|da‘ pela descoloragdo do Dehidrogenases 24-48 horas
metileno azul de metileno
= Areacao é lida pelo borbulhamen-
Produgéo de catalase Catalase 24-48 horas
to do O, que se desprende

Fonte: Cassini (1983)
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10.RELAGOES INTERESPECIFICAS

Os microrganismos podem interagir entre si formando relagdes benéfi-
cas ou néo. As interagbes microbianas sao:

1- Neutralismo

2- Comensalismo

3- Protocooperagao

4- Predacéao

5- Competigao

6- Simbiose mutualistica

7- Simbiose antagdnica (= parasitismo)
8- Antagonismo (ou amensalismo)

Quando o microrganismo interage com outros microrganismos, criando
condi¢des desfavoraveis ao desenvolvimento destes a interagao € denomina-
da de antagonismo. Em controle biolégico, antagonistas sdo usados como
agentes bioldgicos que interferem no ciclo vital, por exemplo, de fitopatdége-
nos.

Um antagonista pode interagir com seu oponente por meio dos seguin-
tes processos:

- Predagéo

- Competigao

- Parasitismo (simbiose antagbnica)

- Antibiose

Predagdo: E uma relagdo antagénica em que um organismo (preda-
dor) destréi seu oponente (presa) com violéncia, para entdo obter seu alimen-
to deste Ultimo. E um mecanismo mais frequente entre nematéides, insetos,
protozoarios e animais, com poucos exemplos entre microrganismos.

Competigao: Refere-se a interacédo de dois microrganismos que “dis-

putam” um recurso ambiental limitado (espago, nutrientes, oxigénio etc.), mui-
to comum em ecossistemas naturais, onde a competi¢ao intra e intergenérica
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€, em grande parte, responsavel pelo equilibrio populacional de microrganis-
mos. Uma teoria que explica a competi¢cao entre seres vivos € o principio da
exclusdo competitiva ou principio de Gause: “se duas espécies possuem ni-
chos ecoldgicos muito semelhantes, uma severa competigcao se estabelecera
entre elas e ambas ndo conseguirdo conviver no mesmo habitat”. No controle
biolégico, como exemplo dessa forma de antagonismo, pode-se citar a com-

peticdo entre Pseudomonas fluorescens e Fusarium oxysporum pelo Fe** do
solo, essencial ao desenvolvimento de ambos.

Parasitismo: E uma relacdo antagénica em que um organismo (para-
sita) vive sobre ou dentro de outro organismo vivo (hospedeiro) obtendo seu
alimento deste ultimo, representando uma relagao desarmoénica, causando-
-lhe danos de maior ou menor importancia, mas raramente a morte. E uma
relagdo comum entre os fungos. Fungos do género Trichoderma sao hiper-
parasitas de uma série de outros fungos, atuando de maneira eficiente no
controle de doengas causadas por fungos do solo.

Exs: Trichoderma harzianum x Sclerotium rolfsi

Trichoderma harzianum x Rhizoctonia solani

Antibiose: refere-se a interagdo entre organismos, em que um meta-
bélito produzido por um deles tem efeito prejudicial sobre o outro. A produgéo
de metabdlitos pode resultar na completa lise e dissolugéo da estrutura celu-
lar e independe de contato fisico entre os microrganismos. Grande parte dos
microrganismos envolvidos em controle bioldgico atua por meio de antibiose.

Fonte: Schwan-Estrada, 2018.
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Os microrganismos também se relacionam de maneira harménica com
outros microrganismos (protocooperagédo) ou com raizes de plantas (simbio-
se mutualistica).

Protocooperagao: Escherichia coli e Lactobacillus

Simbiose mutualistica: Bradyrhizobium x soja; Rhizobium x feijao;
micorrizas

Exercicio Pratico

Material:

- placas de Petri com BDA,;

- colbnias fungicas e bacterianas;

- repicador;

- agulha e alga de repicagem;

Repicar os microrganismos disponiveis para as placas de Petri com
BDA e incuba-las de trés a quatro dias, a 28 °C, no escuro. Observar a forma-
¢ao de halo de inibigéo.

Questoes:

a) a) Cite diferentes formas de antagonismo microbiano.

b) b) O que é halo de inibicdo? A que se deve a inibicdo de cresci-
mento de um microrganismo por outro situado a determinada dis-
tancia?
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11. MICORRIZAS

Micorriza significa “fungo de raiz” (do grego mykes - fungos; rhiza -
raiz), € a estrutura resultante da associagao simbidtica mutualistica entre a
raiz de uma planta e certos fungos do solo. “Essa palavra foi usada pela
primeira vez por Frank, em 1885, para descrever a associagéo de raizes de
plantas superiores e fungos” (SCHWAN, 1984).

Micorriza = raiz + fungo (ex: Pisolithus tinctorius + eucalipto).

As micorrizas sao agrupadas de acordo com sua morfoanatomia em
ZAMBOLIM; SIQUEIRA (1985):

Ectomicorrizas, em cuja associagéo os fungos penetram o cor-
tex da raiz intercelularmente, formando uma rede, conhecida
como ‘rede de Harting” e externamente formam um manto de
hifas e rizomorfas, com profundas alteragées morfoanatdmicas
na raiz. Ocorrem predominantemente em espécies arbéreas de
clima temperado, especialmente coniferas, as quais podem se
associar com mais de cinco mil espécies de fungos, na maioria
basidiomicotina;

Ectoendomicorrizas sdo associagdes similares as ectomicorri-
zas, mas com penetracao intracelular mantendo o manto externo
de hifas. Distinguem-se em trés tipos, com base no hospedeiro:
ectoendomicorrizas de Pinus, de arbutoides e de monotropoi-
des. Os microbiontes s&o, na maioria dos casos, basidiomicetos
ectomicorrizicos;

Micorrizas arbusculares (endomicorrizas) sdo as associa-
¢Oes caracterizadas pela penetracao inter e intracelular, forman-
do arbusculos e vesiculas e auséncia de manto externo. (ZAM-
BOLIM; SIQUEIRA, 1985)

Também ocorrem com trés tipos de diferenciacdes: as micorrizas eri-
coides, associadas a raizes de plantas da ordem ericales e os fungos per-
tencem aos géneros Pezizella e Clavaria; as orquidoides, associagbes entre
as orquideaceas e fungos dos géneros Rhizoctonia e Armillaria e as Arbus-
culares (MA), associagbes de fungos do filo Glomeromycota e a maioria das
espécies de plantas vasculhadas (SOUZA et al, 2006).

O processo de penetragao celular das micorrizas arbusculares ocorre
pela invaginagcédo do plasmalema de célula radicular do hospedeiro e a hifa
penetrante fica totalmente envolvida pela matriz, material originado no fito-
bionte. Apds a penetragao, ocorre a diferenciagao da hifa intracelular, forman-
do espirais, pelotdes, arbusculos e vesiculas, sendo que estas Ultimas sao
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encontradas com maior frequéncia no interior das células colonizadas pelo
fungo (ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985).
Todas as plantas vivem em associagao micorrizica, com excegao de al-
gumas familias como Cruciferas, Chenopodiaceae e Cyperaceae. Em ecos-

sistemas naturais, isto &, solo néo fertilizado, nenhuma planta pode sobrevi-
ver sem micorrizas (ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985).

Ectomicorrizas Micorriza arbuscular
esporangio _ '..‘u f ‘_ui :
- .i I _"_:_:_‘:
cogumelo % 1 ; _— ; |
- . cpa i, T <odabpliti J :'.-'i
l el B |:;"{,_:\:.‘--f_-f¢-‘ Wy ’ b - . - .
= - ; \ \—«.‘t \“ ) NN N |
4 Lt \ i 7 -
A
/7 / X
/

micelio ——

vecida vasoular
vesicula

arblsculo

Fonte: Zambolim e Siqueira, 19so.

Tipos de Micorrizas:

a) Micorrizas em plantas de interesse agronémico (tipo MA).

A associagéo se caracteriza pela penetragéo das hifas do fungo no in-
terior da célula hospedeira sob a forma de vesiculas e arbusculos (micorrizas
arbusculares).

Fonte: https://mycorrhizas.info/
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b) Micorrizas das esséncias florestais (ectomicorrizas)
As ectomicorrizas caracterizam-se por formarem manto fungico, “rede
de Hartig”, micélio externo e alteram a morfologia da raiz.

Ex: ectomicorriza em Pinus Ex: Cenococcum x Eucalyptus
maculata

Fonte: https://www.slideshare.net/Proplant/micorrizas-68120870
Fonte: https://mycorrhizas.info/ecm.html

Fonte: Schwan, 1984.

c) Micorrizas das orquideas

As hifas constituem estruturas especiais (emaranhado de hifas) deno-
minadas peloton no interior das células.

Micorrizas das Ericaceas (rododendron, azaleas, uva do monte, vacinio).
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Ocorrem em solos acidos e trata-se de ectendomicorrizas (combinacao
de caracteristicas das ecto e micorrizas arbusculares). Essas micorrizas sao
caracterizadas por um manto externo e or penetragao das hifas no interior
das células hospedeiras.

Func¢ao das Micorrizas

A associagdo micorrizica, qualquer que seja sua morfoanatomia, pro-
move o crescimento das plantas, principalmente porque a hifa extramatricial
aumenta a absor¢do de agua e nutrientes, especialmente daqueles que se
aproximam do sistema radicular por difusdo, como o fosforo, o zinco e o co-
bre; difusividade lenta, por causa do substancial aumento no volume de solo
explorado (exemplo abaixo). Essas hifas, associadas com as raizes de plantas
colonizadas por este tipo de fungo, além do maior volume de solo explorado
promovem uma superficie de absor¢do muito maior do que sdo capazes 0s
pelos radiculares nas plantas ndo micorrizadas (ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985)

Ectomicorrizas em plantula de Pinus com 4cm acima do solo (extraido de Raven et al 2001)

ObgAC

Fungos
micorrizicos
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* Laminas preparadas

Material:
*  Microscopio

Resultados:
Esquematizar os tipos de micorrizas observadas.

OO

Aumento: Aumento:
Aumento: Aumento:
Questoes:

a) O que caracteriza o termo “micorriza”?

b) Quais os tipos de estruturas associadas as ecto e micorrizas ar-
busculares? Relata-las comentando as suas funcoes.

c) Citar exemplos de fungos ectomicorrizicos e micorrizas arbuscu-
lares
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12.ISOLAMENTO DE FUNGOS

Fungos filamentosos raramente ocorrem isolados na natureza, seu ha-
bitat natural, obrigando, quando se quer estudar um organismo isoladamente,
em algumas vezes até mesmo para identifica-lo, recorrer a técnicas especiais
para isola-lo de outros organismos contaminantes. Denomina-se isolamento
a operacao de transferéncia do microrganismo do local onde esta, na nature-
za, a outro meio natural ou artificial que permita estuda-lo na sua forma pura.

Os fungos encontram-se amplamente distribuidos na natureza, proli-
ferando como saprdfitas, parasitas ou como simbiontes. Sao heterotroficos,
multicelulares, aerdbios obrigatérios e apresentam reprodugédo assexuada e
sexuada. Como saprdfitas contribuem no ciclo de degradacédo de quase toda
matéria organica, obtendo assim, carbono e energia necessarios ao seu de-
senvolvimento. Se, por um lado, os fungos saproéfitas s&o Uteis na reciclagem
da matéria orgéanica, por outro, podem causar a deterioracdo de alimentos,
tecidos vegetais e ambientes. Como parasitas causam doengas em vegetais
e animais, inclusive o homem. Os fungos podem atuar ainda em associag¢des
simbidticas de grande importancia, como as associa¢des micorrizicas.

Antes de estudar o efeito do ataque de fungos em materiais diversos,
geralmente é necessario isola-los, tanto para sua identificagdo como para
determinar seus requerimentos nutricionais e seus produtos metabdlicos. Os
métodos usados para o isolamento de fungos e seu cultivo dependem muito
do seu habitat natural.

Para o isolamento de fungos sapréfitas do solo ou de alimentos,
pode-se utilizar os métodos de diluicdo ou estrias em superficie de meio sdli-

do. Para isolamento de fungos fitopatogénicos, os métodos variam de acor-
do com o fungo e com o tipo de lesdo. Na maioria das vezes, o isolamento é
feito transferindo-se fragmentos do tecido atacado para um meio de cultura
préprio como, por exemplo, o BDA (batata-dextrose-agar), apds desinfecgao
em alcool e hipoclorito de sodio (figura abaixo). O fitopatdégeno encontra-se
no interior dos tecidos e nido é afetado pelo desinfetante, a menos que o
tempo seja longo.
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As placas sao incubadas a 28 °C e no escuro. O isolamento é feito a
partir das placas que apresentarem um numero pequeno de colbénias disper-
sas. Apos o isolamento, deve-se utilizar o método de repicagem.

Repicagem € um dos métodos de rotina mais utilizado para manuten-
¢ao de culturas, consiste na transferéncia do micélio de um meio de cultura,
para outro meio igual ou diferente do microrganismo, em novos tubos de
ensaio ou placas de Petri. Os tubos e as placas de Petri sdo incubados a
temperatura que favorega o crescimento do microrganismo até que haja a
colonizagdo do meio de cultura. Para evitar contaminagées devem-se usar
tampdes de algodao hidréfobo nos tubos de ensaio; nas placas de Petri, filme
plastico.

As repicagens podem induzir o fitopatégeno ao habito saprofitico, a
alteracao de sua morfologia, a diminuicdo e a perda de sua capacidade de
esporular e a diminuicdo de sua agressividade.

Na repicagem devem-se transferir apenas por¢des jovens e esporulan-
tes da colbnia, ou seja, as partes mais externas da colénia.

Material:

* Incubadora;

* Amostra: material vegetal (fitopatdgeno); alimento deteriorado;
* Pinga;

«  Alcool 70 %;

» Hipoclorito de sédio 0,5%;

* Becker;

«  Agua destilada previamente esterilizada;

» Estilete, papel de filtro.

Procedimento:

A - Isolamento de fungos saprofitas

1. Recolher com estilete ou alga de platina: esporos ou micélio de
fungos contaminando alimentos e outros materiais;

2. Diluir em agua esterilizada;
Transferir 0,1 mL da suspensao para superficie de BDA;

4. Espalhar o inéculo com alg¢a de Drigalsky;
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Incubar a temperatura ambiente por 7 dias ou tempo suficiente
para repicagem para placas de Petri contendo BDA.

Recolher com estilete ou alga de platina: esporos ou micélio de
fungos contaminando alimentos e outros materiais. Transferir para
placas de Petri contendo agar-agua ou agar nutriente;

Incubar a temperatura ambiente por 7 dias ou tempo suficiente
para repicagem para placas de Petri contendo BDA.

B - Isolamento de fungos fitopatogénicos de partes vegetais.

Escolher material em que as lesdes sejam recentes, para evitar
organismos saprofitas;

Cortar o material vegetal em quadrados de aproximadamente 0,5
cm, tendo o cuidado de incluir também as partes saudaveis do
tecido;

Lavar o material em agua corrente e seca-lo em papel absorvente;
Submergir os fragmentos em alcool 70% por 30 segundos, para
quebrar a tensao superficial e iniciar a descontaminagéo da super-
ficie;

Com uma pinga ou estilete flambado transferir os quadrados para
solugao de hipoclorito de sodio 0,5% por 30 segundos a 1 minuto;
Com uma pinga ou estilete flambado: retirar os fragmentos (4) com
uma pinga flambada para a placa de Petri com BDA,;

Incubar a 25 °C por 7 dias ou tempo suficiente para repicagem
para placas de Petri contendo BDA,;

Fazer a primeira observacao apos 48 horas de incubagao.
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Folha mfectada Flambagem Corte 408 fragmentos Flambagem
de tecido 4s margens da lesSc

Alcool T0% Somga de Remoglio do excessa  Plantio dos fragmentas
hipoclorits de desinfestarte em no meio de cultura
papel do filtra

Repicagem
para tuba

Incubagdo a 20-30 "C

Fonte: Alfenas & Ferreira (2004)

Fonte: Alfenas et al., 2007.

Resultados:
- Esquematizar as colbnias fungicas que foram isoladas.

13.0BSERVAGAO DE FUNGOS |

Os fungos compreendem um grupo heterogéneo de organismos euca-
riontes, heterotroficos, aclorofilados, vivendo como saproéfitas, como parasi-
tas ou em associagdo com outros organismos (simbiontes). Sdo caracteriza-
dos por uma distinta estrutura filamentosa, multinucleada, conhecida como
micélio (podendo apresentar-se com aspectos de algodéo).

O micélio é formado por um conjunto de filamentos microscoépicos ra-
mificados com parede celular bem definida que se irradia sobre e/ou dentro
do substrato utilizado como alimento. Cada um desses filamentos recebe o
nome de hifa. A hifa é constituida por uma parede tubular delgada e transpa-
rente composta principalmente por polissacarideos, pequena quantidade de
lipidios e ions orgénicos contendo no seu interior o citoplasma que apresenta
solutos dissolvidos, no qual estdo imersas organelas membranosas, como
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mitocondrias, complexo de Golgi e microcorpos, bem como estruturas nao

membranosas, como ribossomos, microtubos e microfilamentos.

Representacdo esquematica de hifas fungicas e seus principais componentes. A = estrutura de
uma hifa jovem; B = estrutura de uma hifa madura; m = membrana; v = vacuolo; gl = globos lipoi-
des; n = nucleo; ¢ = citoplasma; mi = mitocdndria; s = septo; t = trabécula [adaptado de Silveira
(1968) (ZAMBOLIM, SIQUEIRA, 1985; AMORIM, REZENDE, BERGAMIN FILHO, 2011).

A hifa pode ser continua ou apresentar paredes transversais que a di-
videm, denominadas septos, sendo, portanto, chamada de hifa septada (B).
Esta possui um poro em cada septo para passagem do liquido protoplas-
matico. A hifa sem septo é chamada asseptada (A) ou cenocitica, porque os
nucleos distribuem-se num protoplasma comum.

Fonte: Amorim, Rezende, Bergamin Filho, 2011.

13.1. Pratica

1) Observar e desenhar micélio em cultura de fungos disponiveis.

2) Fazer preparagdes microscopicas (preparacao a fresco com colo-
ragdo) das culturas recebidas, observar varios campos e desenhar.
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»  Cultura esporulada de varios fungos;

Materiais:

* Liquido de montagem (Azul de algodao);
* Lamina e laminula;
» Estilete.

Resultados:
Desenhar os campos observados. Anotar o aumento

(OO

Aumento: Aumento: Aumento:
Aumento: Aumento: Aumento:
Questoes:

a) Aque Divisao pertence os fungos observados?

b) Caracterizar, resumidamente, as classes dos fungos observados.

c) c) Esquematizar uma hifa apocitica e outra cenocitica. Observa-se
qual dos dois tipos de hifas ao microscopio?

d) Discutir a importancia dos fungos para a Agricultura.
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OBSERVAGAO DE FUNGOS I

1) Observar varios campos das laminas recebidas, distinguindo:
b) Hifa vegetativa;
c) Esporangiéforo;
d) Esporangio e esporangiosporo;
e) Rizoides e estolon;
f) Asco e ascosporos;
g) Urediniésporos;
h) Conidios.
2) Estruturas:
a) Esclerodios
b) Apotécios

Material: Laminas preparadas;

Resultados:
Desenhar todos os campos observados. Anotar o aumento utilizado.

(OO

Aumento: Aumento: Aumento:
Aumento: Aumento: Aumento:
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a) Quantos ascosporos existem dentro de cada asco?

Questoes:

b) Que dificuldade encontrou no preparo das laminas?
c) Descrever as estruturas observadas.

15. ANALISE BACTERIOLOGICA DA AGUA

A agua para consumo deve ser isenta de microrganismos causadores
de doencas e de substancias quimicas prejudiciais a saude. Microrganismos
patogénicos ndo crescem em aguas relativamente puras, mas podem sobre-
viver por varios dias.

Para o controle bacteriolégico de dgua seria necessario detectar a
presenga de microrganismos patogénicos. A principio, pareceria mais natu-
ral que se procurasse isolar, diretamente da agua, os agentes responsaveis
pelas doencas de origem hidrica. Infelizmente, os procedimentos analiticos
para bactérias patogénicos ndo sao satisfatérios, pois uma vez que os pa-
tégenos sdo muito mais fastidiosos que bactérias comuns, eles ndo séo
detectados por técnicas microbiolégicas normais. Ao invés de testar a quali-
dade da agua pela presenca de patégenos especificos, usa-se comumente
verificar a presenga de um grupo de bactérias ndo patogénicas, cuja origem
€ de material fecal e que serve como indicador da presenga de contaminagao
fecal: as bactérias coliformes.

As bactérias coliformes sdo membros da familia Enterobacteriaceae e
incluem os géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella. Sao
bacilos aerébios ou anaeroébios facultativos, Gram negativos, ndo esporula-
dos e fermentam a lactose com produgéo de gas. Sdo habitantes naturais do
trato intestinal do homem e de animais vertebrados superiores. Uma vez que
as doengas de maiores importancias epidemiolégicas sao transmitidas pela
ingestdo de agua contaminada por material fecal, a detecgcao das bactérias
do grupo coliforme constitui um método relativamente seguro, facil e rapido
de determinar a polui¢ao fecal, pois onde ha bactérias intestinais, ha contami-
nagdo com material fecal, o que represente um perigo potencial.
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A pesquisa do grupo coliforme se faz por meio dos testes presuntivo,

confirmativo e completo. Nas analises de rotina, normalmente se faz apenas

o teste presuntivo.

Cuidados especiais devem ser tomados em relagédo a coleta de amos-

tras, a fim de se evitar alteracao da flora microbiana presente na agua.

Exercicios Praticos

Materiais:

Frascos esterilizados para coleta de amostras;
Pipeta de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL esterilizadas;
Tubos com caldo lactose para fermentagéo;
Agar nutritivo para placa;

Tubos de Durhan.

Procedimento:

1.

Colher as amostras de agua, observando os cuidados requeridos
para cada caso em particular;

2. Agitar a amostra por 25 vezes;

Transferir com assepsia: 10 mL; 1 mL e 0,1 mL da amostra para
os tubos com caldo lactose, formando 3 séries de 5 tubos (ver
esquema).

4. Incubar os tubos de 37 °C por 24 e 48 horas.

5. Transferir 1 mL e 0,1 para as placas de Petri e adicionar agar nu-
triente fundido e resfriado a 45°C. Incubar uma placa com 1 mL e
uma com 0,1 mL a 22 °C e as duas restantes a 37 °C por 24 a 48
horas.

Resultados:

Examinar os tubos com caldo lactose quanto a produgéo de gas. Ano-

tar o numero de tubos positivos para cada diluicdo e determinar o numero

mais provavel pela tabela.

Classificar a agua.
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1) Enumerar algumas doengas que podem ser transmitidas pela

Questoes:
agua, bem como seu agente etiolégico.
2) Por que a analise bacteriolégica ndo pesquisa diretamente os ger-

mes causadores da doenga?

Analise de agua - Ficha

Procedéncia: Local da coleta: () Caixa d’agua
Remetente: ( ) Cisterna
Data da coleta: () Cérrego - rio
Data do exame: ( )Lagoa
Natureza da amostra: ( ) In natura () Torneira

( ) Tratada

() Filtrada

TESTE PRESUNTIVO

01010101011} 1}1}111]01(01(0,1(0,1/0,1

Caldo
lactosado
24 h.

Caldo
lactosado
48 h.

(+) positivo: presenga de bolhas de ar
(-) negativo: auséncia de bolhas de ar

TESTE CONFIRMATIVO

1010101010111 1}1111]01(01(0,1(0,1/0,1

Bile verde|
brilhante
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NMP (Numero Mais Provavel de E. coli) por 100 mL:

Conclusédo do Exame Bacterioldgico:

NMP= 2- Agua boa Responsavel pelo Exame
NMP= de 2 a 11- Agua suspeita

NMP= 11- Agua ruim

Fonte: Cassini (1983)

Tabela do NMP de coliformes por 100 mL da amostra e os limites de confianca de 95%,
quando sao usados 5 tubos para cada volume de 10; 1 e 0,1 mL.

N¢ de tubos N.M.P Limite de N¢ de tubos N.M.P ::_érr?flltsniz
positivos 100 mL- confianga 95% Positivos 100 mL" 95%
10mL 1mL 0,1mL Inf. Sup. 10mL 1mL 0,1mL Inf. Sup.
p
0 0 1 2 0,5 7 4 2 1 26 9 78
0 1 0 2 0,5 7 4 3 0 27 9 80
0 2 0 4 0,5 1 4 3 1 33 1 93
1 0 0 2 0,5 7 4 4 0 34 12 93
1 0 1 4 0,5 1 5 0 0 23 7 70
1 1 0 4 0,5 11 5 0 1 31 11 89
1 1 1 6 0,5 15 5 0 2 43 15 114
1 2 0 6 0,5 15 5 1 0 33 11 93
2 0 0 5 0,5 13 5 1 1 46 16 120
2 0 1 7 1 17 5 1 2 63 21 150
2 1 0 7 1 17 5 2 0 49 17 130
2 1 1 9 2 21 5 2 1 70 23 170
2 2 2 9 2 21 5 2 2 94 28 220
2 3 0 12 3 28 5 3 0 79 25 190
3 0 0 8 1 19 5 3 1 109 331 250
3 0 1 1 2 25 5 0 0 141 337 340
3 1 0 11 2 25 3 2 2 175 44 500
3 1 1 14 4 34 5 3 3 130 35 300
3 2 0 14 4 34 5 4 0 172 43 490
3 2 1 17 5 46 5 4 1 221 57 700
3 3 0 17 5 46 5 4 2 278 90 850
4 0 0 13 3 31 5 4 3 345 120 1000
4 0 1 17 5 46 5 4 4 240 68 750
4 1 0 17 5 46 5 5 0 348 120 1000
4 1 1 21 7 63 5 5 1 542 180 1400
4 1 2 26 9 78 5 5 2 918 300 3200
4 2 0 22 7 67 5 5 3 1609 640 5800

Fonte: Cassini (1983)
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lll. APENDICE: Corantes, Reagentes e Meios de Cultura.

1.Azul de metileno (Loeffler)

Solugao A:
Azul de metileno 0,3¢g
Alcool etilico 30,0 mL
Solugéo B:
Hidréxido de potassio 0,01g
Agua destilada 1000 mL

Misturar Solucdo Ae B

2. Cristal Violeta

Solucéao A:
Cristal de Violeta (85%) 20g
Alcool etilico 20,0 mL
Solucéo B:
Oxalato de Amonia 0,8g
H,O destilada 80,0 mL

Misturar Solugao Ae B

3. Fucsina de Ziehl

Solugao A:
Fucsina basica (90%) 0,39
Alcool etilico (95%) 10,0 mL
Solugéo B:
Fenol 5049
Agua destilada 95,0 mL

Misturar Solugao Ae B

4.Lugol
lodo 109
lodeto de potassio 2049
Agua destilada 300 mL

Dissolver o iodeto de potassio em agua e acrescentar o iodo.
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5. Eritrosina Fenicada
Eritrosina 1,09
Fenol (5% solugdo aquosa) 100 mL
Dissolver a Eritrosina no Fenol

6. Barrit - reativo (teste de VP)

Solugao A:
Alfa-naftol 6,09
Alcool etilico 100,0 mL
Solugado B
Hidréxido de potassio 16 g
Agua destilada 1000 mL

Conservar as solugcbdes em frascos separados

7. Vermelho de Metila

Vermelho de metila 0,19
Alcool etilico 300,0 mL
Hidréxido de sodio (0,1N) 3,7 mL
Agua destilada 500 mL

8. Caldo Glucose

Extrato de carne 3,09
Peptona 50¢9
Glucose 10,0 g
Agua destilada 1000 mL

9. Caldo Sacarose

Extrato de Carne 3,09
Peptona 5049
Sacarose 10,0 g
Agua destilada 1000 mL

10. Agar amido
Amido soluvel 200,0 g
Agar nutritivo 1000 mL
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11. Agar extrato de solo

Glucose 15,09
K,HPO, 05g
*Extrato de solo 100,0 mL
Agua da torneira 900 mL
Agar 15049

*Extrato de solo esterilizado para uso no meio: juntar 1L de agua de
torneira a 1 Kg de solo rico. Agitar e autoclavar por 30 minutos. Acrescentar
um pouco de CaCO, e filtrar a suspensé&o. Essa suspensé&o deve ser filtrada
novamente até tornar mais claro. Acondicionar em frascos de 100 mL e auto-
clavar por 15 minutos.

12. Meio “79” (Rhizobium)
Sacarose (agucar cristal) 5049
Gluconato de Na (aginomoto) 1,0g

K,HPO, 0,449
KH,PO, 0,149
MgSO,.7 H,O 0,2g
NaCl 0,149
Extrato de Levedura 0,59
Agua destilada 1000 mL
Agar 15,09

Vermelho Congo: adicionar 30,0 mL.L" de uma solugdo alcéolica a 1/200.

13. MB - (meio basico)

Amido soluvel 10,0 g
Caseina acida hidrolizada 10,0 ¢
Glucose 109
Na,HPO 3049

Mg SO, 7H,O 0,1¢g
Agar 15,09
H,O destilada 1000 mL
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14. MB - 2 (Catalase)
Sacarose
Caseina Acida hidrolisada
Extrato de levedura
K,HPO
Mg SO, 7H,0
H,O destilada

15. Azul de metileno (MB - 4):

CENTRO UNIVERSITARIO

10,0 g
8,09
409
2049
0,39
1000 mL

Distribuir 1 mL de solugédo de azul de metileno 1:20000 em cada tubo

contendo MB - 2.

16. Gelatina
Caseina 4cida hidrolizada
Extrato de levedura
Gelatina
Agua destilada

17.V.M. e V.P.
Glucose
Peptona
K,HPO,

Agua destilada

18. BDA (Batata-Dextrose-Agar)
Batata
Dextrose
Agar
Agua destilada

19. Caldo nutritivo
Extrato de carne
Peptona
Agua destilada

8,0g
40¢g
150,0 g
1000 mL

50¢9
5049
509
1000 mL

200 g
15¢
15¢
1000 mL

3,09
5049
1000 mL
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20.Agar Nutriente

Caldo nutritivo 1000 mL
Agar 15,09

21.Solugao Sulfo-Cromica
Acido Sulfarico Concentrado 460 mL
Dicromato de potassio 60,09
Agua destilada 1000 mL

22. Meio para Actinobactérias

K,HPO 109

Asparagina de sédio 10,0 g

Glicerol 10,0 ¢

Solugéo de oligoelementos 1,0 mL

Gelosa ou Agar 1509

Agua destilada 1000 mL
PH final 7,0

Para isolamento de Streptomyces, pode-se utilizar 1,0 mL de uma so-
lucdo padrao de 100 mg.mL" de estreptomicina para inibigdo de bactérias.

23. Caldo lactose

Extrato de carne 3,09

Peptona 5049

Lactose 10,0 g

Agua destilada 1000 mL
pH6,8-7,0
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24. Eosina Azul de Metileno (Agar)

Peptona 10,0 g
Lactose 10,0 g
Fosfato dipot. (K,HPO,) 209
Agar 15,09
EosinaY 0,449
Azul de metileno 0,065¢
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar 115 °C por 15 a 20 minutos.

25. Solugao Sacarose

- Para preparacéo de esporos de fungos endomicorrizicos e nematoides.
Sacarose 454 g
Agua destilada 1000 mL

26. Caldo Lactosado verde Bile Brilhante 2%

Peptona 10,0 g
Lactose 10,0 g
Bile de boi desidratado 20,0g
Verde Brilhante 0,0133 g
H,O destilada 1000 mL
27. Caldo Indol

Triptona 5049
NaCl 259
Agua destilada 1000 mL

28. Indicador de Andrade
Fucsina acida 109
H,O destilada 200 mL
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um longinquo ano de 2003, o aluno de Agronomia Julio Cesar,
tinha contato pela primeira vez com Microbiologia Agricola, um
mundo no qual a Professora Katia, mostrava com toda a desenvol-
tura todo o mundo dos microrganismos, o qual o fascinou até os
dias de hoje, mas o que fez para este aluno ficar mais fascinado
ainda, foram as aulas praticas! Nao eram aulas praticas simples do
tipo "faga vocé mesmo", mas praticas com uma apostila, ja digital
na época, que detalhava passo a passo as metodologias que
deveriam ser feitas, e quando este aluno viu esta apostila, sempre
teve o sonho de transformar aquela simples apostila, em um livro
gue serviria de base para as aulas praticas de Microbiologia
Agricola. Anos se passaram, a apostila foi tomando um formato
maior e melhor e o antigo aluno, hoje professor de Microbiologia
Agricola, notou que estava mais do que na hora de realizar o sonho
de sua Professora e auxiliar as disciplinas de Microbiologia Agricola

dos cursos de Agrarias com este livro.
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