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INTRODUGAO

MICROBIOLOGIA APLICADA A ENGENHARIA AMBIENTAL

A microbiologia ambiental é a ciéncia que estuda as interagdes dos microrganismos com
os fatores ambientai. Focando o uso do conhecimento das interagcdes dos microrganismos e o
ambiente com a finalidade de trazer beneficios a sociedade. Ela estuda a interacdo entre os
microrganismos com o solo, a 4gua e o ar. Nesse ponto de vista, fica evidente que a atividade
microbiana exerce um papel muito importante para a manutencdo das outras formas de vida,
tanto por seu papel na manutencao dos ecossistemas, atuando na ciclagem de nutrientes, como
agentes decompositores, fazendo com que os nutrientes presentes no solo fiqguem disponiveis

para os outros seres vivos.

A microbiologia ambiental também estuda a acdao de microrganismos indicadores da
qualidade ambiental, bactérias que atuam no processo de corrosdo e o estudo de

microrganismos na biotecnologia.




ATIVIDADE

1

NORMAS DE SEGURANCA EM LABORATORIO
MICROBIOLOGIA

As aulas praticas tém como objetivo complementar o conhecimento obtido em sala de aula,
utilizando as metodologias utilizadas no laboratdrio, pois a palavra “laboratério” significa labor
=trabalho + oratorium = local de reflexdo. Portanto, laboratoério refere-se a um local de trabalho

e concentragdo, ndo necessariamente perigoso, desde que sejam tomadas certas precaugdes.

Nas aulas praticas de microbiologia serdo utilizados varios grupos de microrganismos como:
bactérias e fungos, alguns dos quais poderao ter um potencial patogénico. Para evitar que haja
contaminagdes, seja para o experimento, seja para o executante da tarefa, deve ser seguido um

conjunto de regras de modo a evitar qualquer tipo de contaminacdes.

e Nao brinque durante o trabalho nem distraia seu colega. Evite conversas e sair de seu
lugar desnecessariamente. Concentre-se no que estiver fazendo.

e Nao fumar, ndo comer e nem levar a boca qualquer objeto. No laboratério de
microbiologia trabalha-se com microrganismos potencialmente patogénicos, devendo-
se ter sempre cuidado para evitar uma possivel contaminagao.

e Na bancada de trabalho ndo deve haver acimulo de objetos, nela permanecendo
apenas os materiais indispensaveis para o experimento em execuc¢do, além do roteiro e
caneta ou lapis para as devidas anotagdes. Todo material do aluno devera ficar nas
estantes que se encontram nos laboratérios.

e Manter o bico de gas aceso somente quando necessario

e Use roupas adequadas para o trabalho que estiver realizando. O uso do jaleco, de
mangas longas e preferencialmente de algodao, calgas compridas e cal¢ados fechados.

e Vestir o jaleco sempre na entrada do laboratdrio, distante das bancadas.

e Cabelos compridos devem estar sempre presos.

e N3o use lentes de contato no interior do laboratdrio.

e Comunique ao seu professor qualquer acidente ocorrido. Sempre que houver algum

acidente como quebra de tubos ou placas com microrganismos, contato com material
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contaminado, etc. vocé deve sempre avisar seu professor ou monitor para que ele tome
providéncias adequadas e imediatas.

e Antes de iniciar e apds o experimento pratico, lavar as maos com agua e sabdo e
posteriormente alcool 70%.

e Os tampdes de algoddo ou roscas dos frascos ndo podem ser largados nem colocados
sobre nenhuma superficie; devem permanecer na mao do operador, entre o dedo
minimo e a palma da mdo durante todo o procedimento.

e Durante as manipulacgGes, as superficies internas estéreis das placas de Petri devem
entrar em contato com o ar o menor tempo possivel;

e As partes estéreis de algas ou pipetas que entrardo em contato com as culturas ou com
frascos estéreis ndgo podem ser tocadas nem entrar em contato com outras superficies
nao estéreis como, por exemplo, panos, superficie da bancada, paredes externas de
placas ou tubos, etc.

e Terminado o trabalho pratico, deixar a bancada em ordem.
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ATIVIDADE

TECNICAS MICROBIOLOGICAS

2.1Equipamentos e Materiais Usuais em Laboratério

Os principais equipamentos necessarios para a execugao das praticas existentes neste manual,
além do microscépio sdo:

Agitador orbital: para homogeneizag¢ado de culturas em erlenmeyer.

Agitador vortex: homogeneizagdo de tubos de cultura.

Agulha de platina: fio reto utilizado para semear em meio sélido em profundidade.

Alga de platina: fio moldado em circulo para semear em meio sélido e superficie.

Autoclave: esterilizacdo de materiais e meio de cultura.

Balanga semi-analitica: pesagens no preparo de solucGes e meios de cultura.

Banho-maria: aquecimento e preparo de solugGes e meios de cultura.

Bomba de vacuo: associada ao sistema de filtracdo, utilizada para filtrar solu¢cdes e amostras.
Cabo de Kole: haste com cabo isolante destinada a sustentacdo de alcas ou agulhas de platina.

Destilador/deionizador de agua: para a obtencdo de dgua com qualidade para uso em
laboratério.

Estufa de secagem: esterilizagdo e secagem de vidrarias.

Estufa incubadora: com temperatura ajustavel, necessdria para manter um ambiente com
temperatura controlada para o desenvolvimento dos microrganismos.

pHmetro: verificacdo e ajuste do pH das solu¢Ges, amostras e meios de cultura.

Placas de Petri: caixas redondas de vidro, contendo tampas rasas, destinadas a conter meio de
cultura sdlido.

Tubos de cultura: destinados ao cultivo de microrganismos.

Tubos de Durham: pequenos tubos cilindricos que sdo colocados invertidos em tubos de cultura
destinado a verificar se a cultura libera gas.
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2.2 - Utilizac&o do Bico de Bunsen

O Bico de Bunsen visa flambar todo material a ser utilizado no laboratdrio e propiciar um
ambiente asséptico ao redor do material que vocé manuseia. Deve-se e regula-lo com a chama
azulada (oxidante) e manté-la sempre a sua frente (Figura 2.1). Trabalhar com extremo cuidado

para evitar acidentes.

Figura 2.1 — Bico de Bunsen com a chama oxidante (azul)

e Flambagem da al¢a ou agulha bacteriolégica: colocar o instrumento sobre a chama,
numa inclina¢do aproximada de 452 e nunca em posi¢ao horizontal para nao esterilizar
so a porgao final e sim toda a alga. Deve ser flambada até o rubor, antes e apds cada
experimento, elas sdo flambadas para evitar resultados indesejaveis ao seu estudo, pois
microrganismos podem estar assentados sobre o material.

e Flambagem de tubos de cultura: para a abertura de tubos de cultura, segure o tubo
com a mao esquerda e retire o tampao com os dedos minimo e anelar da mao direita,
flambando a boca do tubo de cultura. Com os dedos médios, indicador e polegar,
manuseia a al¢a de platina ou a pipeta no raio de agdo da chama, evitando assim
possiveis contaminagdes.

e Flambagem de placa de petri: segure a placa de petri com a tampa para baixo com a

mao esquerda. Flambe a parte externa da placa e mantendo-a sob o raio de agdo da

chama, abra levemente a placa de petri, e com a mao direita, faca a semeadura ou retire

a amostra.

Todos os frascos abertos devem ter suas “bocas” flambadas imediatamente; eles devem

ser mantidos abertos ao redor do bico de Bunsen, na posi¢do mais horizontal possivel e d



—

ter sua “boca” novamente flambada antes de ser fechado. Quando vocé flamba o tubo, o
calor cria uma corrente de convexdo, que forca o ar para fora, impedindo a entrada de

contaminantes.

2.3- Técnicas de Semeadura

a) Semeadura em placas de petri pela técnica de esgotamento: A semeadura em placa
através da técnica de esgotamento de um material contido numa alga, comega num dos
quadrantes da placa com movimentos de vai e vem. Gire a placa 902 e repita esses
movimentos atingindo apenas um dos quadrantes. Gire novamente a placa, e repita o
procedimento anterior. No 42 quadrante da placa faca um zigue-zague largo. Com isso

vocé obterd col6nias isoladas. Figura 2.2.

Chama
oxidante

Figura 2.2 — Semeadura em Placa

b) Semeadura em profundidade, em tubos: semeie o material contido em uma agulha
fazendo picadas até o fundo do tubo, com isso haverd o crescimento de microrganismos

em condi¢des de anaerobiose no fundo do tubo. Figura 2.3.

Figura 2.3 — Semeadura em Tubos
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O MICROSCOPIO OPTICO

3.1 - INTRODUCAO

Quase todos os organismos unicelulares sdo invisiveis a olho nu, por isso é necessario
um instrumento para observa-los, o microscépio. O uso deste dispositivo é indispensavel num
laboratério de microbiologia no estudo da estrutura, morfologia e fisiologia dos microrganismos

em laboratoério.

3.2 - PARTES CONSTITUINTES DO MICROSCOPIO

Um microscépio estd dividido em duas partes: o sistema dptico e mecanico e as

principais partes estdo identificadas na figura 3.1:

1 - LENTES OCULARES

2 —REVOLVER

3 — LENTES OBIJETIVAS

4 — PLATINA

5 - CONDENSADOR

6 — TUBO PARA CAMERA
7 — TUBO OU CANHAO
8 —BRACO OU COLUNA

9 — FONTE DE LUZ

10 — BASE OU PE

Figura 3.1 — Semeadura em Placa




Lentes Oculares: lentes as quais o observador olha a amostra. Fornecem um poder de aumento
de 10x a 20x.

Revolver: sustenta as lentes objetivas e pode ser girada para mudar o aumento.

Lentes objetivas: lentes que se aproximas da amostra, hd trés ou quatro lentes objetivas em um
microscdpio, consistindo de poderes de aumento de 4x, 10x, 40x e 100x.

Platina: é a plataforma plana que suporta a lamina sendo analisada.
Condensador: lente a qual concentra a luz sobre a amostra analisada

Tubo para camera: local ao qual se destina a acoplagem de cameras em microscépios
trinoculares.

Tubo ou canhao: Suporta a lente ocular na extremidade superior

Braco ou coluna: fixo a base, serve de suporte aos outros elementos e suporta o microscépio
qguando carregado.

Fonte de luz: projeta luz para cima através do diafragma, lamina e lentes.
Base ou pé: suporta o microscoépio.

Parafuso Macrométrico: engrenagem que suporta o tubo e permite a sua deslocagdo a da
platina. E indispensével para fazer a focagem.

Parafuso Micrométrico: imprime ao tubo ou a platina movimentos de amplitude muito
reduzida, completando a focagem. Permite explorar a profundidade de campo do microscépio.

3.3- TECNICA DE FOCALIZACAO DO MICROSCOPIO

a) Com a amostra a ser analisada voltada para a parte superior, colocar a lamina sobre a
platina, tomando o cuidado de que a parte a ser examinada esteja bem no centro;

b) Ajustar a iluminagdo de forma a que passe maior quantidade possivel de luz através da
amostra;

c¢) Colocar a objetiva de menor aumento e abaixar o canhdo utilizando o parafuso

macromeétrico até que a lente esteja a aproximadamente 0,5 cm da lamina. Nunca efetuar
esta operacao olhando pela ocular;

d) Olhar pela ocular e levantar levemente o canhdo até obter uma focalizagdo grosseira.

e) Apods focalizar grosseiramente, utilizar o parafuso micrométrico para a focalizacdo;
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f) Acertar a quantidade de luz, movimentando o diafragma. Nunca movimentar o condensador
para baixo para diminuir a quantidade de luz. O condensador deve estar sempre em posi¢ao
elevada;

g) Reajustar a focalizacdo com o parafuso micrométrico e a iluminagdo com o diafragma.

h) Se necessario um aumento maior, girar o revolver para utilizar a objetiva de maior aumento.

i) Para utilizar a objetiva 100X, é necessaria a coloca¢do de uma gota de dleo sobre a lamina
depois da perfeita focalizagdo com as objetivas de aumento 10X e 40X. Observando
lateralmente, girar o revolver até encaixar a objetiva de aumento 100X, ficando esta imersa
no 6leo e sem que a lente toque na lamina. A seguir, reajustar o foco com o parafuso
micrométrico e a iluminagao.

Nota: Nunca tentar focalizar diretamente com as objetivas de maior aumento.

3.4- PROCEDIMENTO

a) pegar uma lamina previamente preparada, coloca-la sobre a platina do microscopio;

b) através da técnica previamente descrita, focar a lamina e anotar as estruturas observadas.




ATIVIDADE

4

UTILIZAGCAO DA COLUNA DE WINOGRADSKY PARA AVALIACAO
DO EFEITO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS NA MICROBIOTA DE
ECOSSISTEMAS AQUATICOS

4.1- OBJETIVO

Montar uma coluna de Winogradsky e observar o efeito de substancias quimicas no

desenvolvimento da microbiota presente na coluna.

4.2- MATERIAL

provetas de 1000 mL para a montagem da coluna;

e béquer de 250 mL;

e balanca semi-analitica;

e papel indicador de pH;

e solugdes de NaOH 0,1 M e HCI 0,1 M;

e Reagentes: CMC (carboxi-metil-celulose), Na,SO, (sulfato de sédio), Na,COs;
(carbonato de sddio), K,PO, (fosfato de potdssio), (NH4)>SOs (sulfato de

amonio), CaS0O, (sulfato de calcio);

amostra de sedimento e agua de rio ou lago;

substancia quimica em teste.

4.3— FUNDAMENTO DA PRATICA

A coluna de Winogradsky consiste de um ecossistema modelo usado no estudo dos
microrganismos presentes na agua e sedimentos, no qual ird promover o desenvolvimento
destes organismos em ambientes controlados. A altura da coluna permite a estratificacdo

dos microrganismos presentes em funcdo da necessidade de oxigénio dos mesmos, poj
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formar zonas aerdbias (superficie), microaerofilicas e andxicas (nas camadas

subsuperficiais) e anaerdbias (fundo, junto com o sedimento). A coluna sera exposta a luz
solar, de forma que haja o desenvolvimento de bactérias fotossintetizante as diferentes
camadas do sedimento. Para que haja o desenvolvimento dos microrganismos, o sedimento
sera enriquecido com uma fonte de carbono organico (CMC), sulfatos (Na;SO4) e aménia
((NH4),S0s4), assim permitindo o desenvolvimento de vdérias populagdes heterotroficas e

fotoautotréficas. (figura 5.1)

4.4- PROCEDIMENTO

c) Coletar cerca de 1 kg de sedimento e 10 L da amostra da agua de rio ou lago. Levar para o
laboratério. Esta coleta devera ser feita na margem, tomando cuidado para ndo se ferir na
coleta, e nunca ir coletar sozinho.

d) Pesar 100 g do sedimento coletado dentro de um béquer de 250mL e adicionar 4,5 g de
Na;S04, 1 g de Na,CO3, 1 g K,P04.3H,0, 1 g de (NH4)2S04, 2,5,0 g de CMC, 1 g CaSO..

e) Homogeneizar bem e transferir esta mistura para uma proveta de 1000mL e prensa-la com
o0 auxilio de uma vareta ou uma espatula.

f) Adicionar cuidadosamente a dgua do lago/rio, evitando ao maximo perturbar a superficie
do sedimento. Encher até a marca de 1000 mL.

g) Medir o pH com papel indicador e, se necessario ajusta-lo para um valor préximo de 7
utilizando solu¢ées de HCI 1M ou de NaOH 1M.

h) Confeccionar outra coluna repetindo os passos b a e, porém adicionando a substancia a ser
pesquisada (metal pesado, composto organico, esgoto sanitario ou industrial, etc.) numa
concentragdo conhecida. Se necessario, confeccionar mais colunas para variagbes de
concentragdo ou pesquisa de varias substancias.

i)  Cobrir as colunas com uma tela de nylon fina e coloca-la num local onde receba bastante
luz solar, figura 4.1.

j)  Semanalmente acompanhar o desenvolvimento das colonias formadas nas colunas e anotar
as diferencas entre as colunas sem e com o contaminante. Procurar interpretar os
resultados obtidos tendo em conta a diversidade metabdlica que caracteriza os

microrganismos.




concentracion decreciente de Azufre ——3»

Oxigeno

<f——————— T 3p SJUBDIIDIP UDIDENUIIUCD

Azufre

zona
aerobia

ionga
microaerdfila

Zona
anaerobia

Algas
Diatomeas
Clanobacterias

Sulfo-oxidadores agrobios
Beggiaios
Thiobacilus

Thiothri

Baclerias pirpura no del azufre
Rhodospuillum Rhodopseudomonas

Bacterias pirpura del azufre
Chromatium

Baclerias verdes del azufre
Chiforobium

Sulfato-reductores
Desulfovibro

Fermentadores de Celulosa
Clostrdivm

Figura 4.1 - Desenvolvimento da comunidade microbiana em coluna de Winogradsky.
Fonte: http://www.microinmuno.qgb.fcen.uba.ar/SeminarioBiodiversidad.htm.




ATIVIDADE

5

OBTENGAO DE CULTURAS PURAS

5.1- OBJETIVO

Familiarizar-se com as técnicas basicas de para obtencdo de culturas puras, executando rotinas
de plagueamento, tais como estrias em placas e plagueamento em mistura.

5.2- MATERIAL

Incubadora bacteriolégica;

e placas de petri com agar nutriente e tubos de ensaio com caldo nutriente;
e alcas de platina;

e bicode Bunsen;

e amostra em teste.

5.3— FUNDAMENTO DA PRATICA

Semear ou inocular significa introduzir artificialmente uma quantidade de amostra
(inoculo) em um meio de cultura adequado, com a finalidade de iniciar um cultivo
microbiano, onde apds a inoculacdo, o meio de cultura é incubado a uma temperatura
adequada para o crescimento. Os microrganismos necessitam de nutrientes apropriados
para se desenvolver no meio ambiente. Assim se queremos cultivar e manter
microrganismos vivos em laboratério, necessitamos de coloca-los em meios de cultura,
contendo os nutrientes apropriados para o seu crescimento. Além dos nutrientes, é
necessario que as condi¢des de pH, disponibilidade de oxigénio, pressdo osmatica estejam

adequados.




———————————————————
Na preparagdo dos meios e na manutengdo das culturas de microrganismos é muito

importante observar as condicdes de assepsia, para evitar contaminagcdes com outros
microrganismos.

Os meios utilizados no isolamento das culturas sdo divididos em meios sélidos, aqueles
gue contém agar na sua composicdo e meios liquidos, sem agar. Ambos os meios sdo
preparados com agua destilada, aquecidos até que se dissolvam completamente e
posteriormente esterilizados por autoclavagem a 121°C.

Nos meios sélidos o crescimento microbiano para pela exaustdo de nutrientes, devendo
ser necessario a transferéncia das col6nias para um novo meio. No entanto estes meios
permitem a individualizacdo das col6nias. Os meios liquidos permitem uma melhor difusdo
dos nutrientes, mas ndo o isolamento de col6nias, permitindo assim a proliferacdo dos
microrganismos.

Quanto a presenca de nutrientes, os meios de cultura dividem-se:

a) meios nutritivos gerais: contendo elementos minerais e metabdlitos organicos. Ex. Agar
Nutriente, Caldo Nutriente

b) meios enriquecidos: contendo produtos biolégicos (sangue, soro), vitaminas. Ex: Agar
Sangue, meio geral ndo selectivo.

c¢) meios complexos: contém todos os nutrientes necessdrios para o crescimento de um
determinado microrganismo, mas ndo se conhecem as quantidades exatas de todos os
componentes.

d) meios definidos: aqueles em que se sabe a concentracdo exata dos seus componentes. A

composicdo destes meios varia conforme os microrganismos cultivados.

Os meios de cultura classificam-se ainda em:

a) Seletivos: meios para sele¢do de determinados grupos de bactérias, os quais contém
substancias que inibem o crescimento de outras bactérias distintas daquelas que nos
interessam (meios sélidos). Ex: Agar MacConkey para coliformes.

b) Diferenciais: para identificagdo de microrganismos, meios soélidos com a composi¢do
quimica adequada para evidenciar uma caracteristica bioquimica (meios soélidos). Ex:

MacConkey Agar para isolamento de coliformes, na dgua. Neste agar apds 24h a 35°C as

colonias de Escherichia coli sao vermelhas e mucoides, enquanto que as coldnias de
Salmonella e Shigella sdo brancas.
¢) Indicadores, meios liquidos, com a mesma func¢do dos diferenciais, servem para evidenciar

uma caracteristica bioquimica, mas ndo para separar as colGnias positivas e as negativas.



5.4- PROCEDIMENTO

a) inspecionar cuidadosamente as placas de petri com agar nutriente, e tubos de ensaio com
caldo nutriente, certificando-se da esterilidade dos meios. Descartar aqueles que se
apresentem contaminados;

b) esterilize a alca de platina no bico de bunsen e transfira assepticamente uma gota da
amostra através da algca para a superficie do meio contido na placa, espalhando conforme
as técnicas de estria simples ou estrias compostas:

e técnica das estrias simples: espalhe o indculo contido na alga de platina na parte
superior da placa em movimentos ziguezague por toda a superficie da placa, tomando

o cuidado para ndo sobrepor as linhas e nem perfurar o agar. (figura 5.1)

Figura 5.1 — Inoculagdo pela técnica de estrias simples.

e técnica das estrias compostas: divida a placa mentalmente em quatro quadrantes.
Esgote a alga de platina no primeiro quadrante em movimentos de ziguezague. Esterilize
a alca na chama, gire a placa por 90°, resfrie a alca na superficie do agar, toque a alga
no canto da estria feita anteriormente e refaga os movimentos de ziguezague no
qguadrante. Flambe novamente a alga e repita a operagdo no préximo quadrantes. No

quarto quadrante da placa faca estrias mais espagadas a partir do terceiro quadrante e

depois espalhe no sentido inverso, tomando o cuidado para que a al¢a ndo toque em
nenhuma das estrias previamente formadas e ndo perfure a superficie do agar. Figura

5.2;



Figura 5.1 — Inoculacdo pela técnica das estrias compostas.

c) incube as placas em posicdo invertida, a 37°C por 24 horas. Observe o crescimento das
colbnias isoladas.

d) Apos o periodo de incubagdo, retire todos os meios da incubadora e transfira as colonias
isoladas para o meio de cultura com o caldo nutriente através da alga de platina e incube

por 48 h a 37°C, figura 5.3.

Figura 5.3 — Transferéncias das col6nias isoladas em placa para caldo nutritivo em tubo.
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OBSERVAGCAO DE MICRORGANISMOS

6.1- OBJETIVO

Familiarizar-se com as técnicas basicas de identificagdo de microrganismos através do
microscdpio dptico.

6.2- MATERIAL

e microscopio éptico ;

e placas de petri com colbnias bacterianas isoladas ou suspensao bactéria em
tubo de cultura;

e alcas de platina;

e bicode Bunsen;

e |aminas para microscdpio;

e |aminulas para microscépio;

e Oleo deimersdo;

e solugdo azul de metileno.

6.3— FUNDAMENTO DA PRATICA

A observacdo microscopica de bactérias tem a funcdo de avaliar a sua morfologia,

tamanho, arranjos e outros detalhes que sé sdo possiveis se prepararmos um esfregaco
bacteriano, e corarmos as bactérias presente.
Um esfregaco bacteriano representa uma preparagao seca de células bacterianas fixas

a uma lamina de vidro, no qual que tenha sido corretamente feito obteremos:
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a) asbactérias espalhadas ao longo da lamina, numa concentracdo tal, que Ihes permitem ficar
adequadamente separadas umas das outras;
b) ndo ocorre a perda bacteriana durante as fases de lavagens dos processos de coloragao;

¢) ndo ocorre deformacdo das bactérias fixadas na placa.

Apds a obtencdo de um esfregaco bacteriano, a coloragdo das bactérias torna-se
necessdria para observacdo microscépica uma vez que a maioria das bactérias é
transparente, ndo sendo possivel distinguir qualquer detalhe da sua morfologia.

Ao utilizar técnicas de coloracdo é possivel aumentar o contraste, e assim identificar
caracteristicas celulares mais facilmente.

A morfologia celular (forma, agrupamento, tamanho e estrutura) fornece informacao
preciosa na identificacdo bacteriana. Na preparacdo dos meios e na manutencdo das
culturas de microrganismos é muito importante observar as condi¢Ges de assepsia, para

evitar contaminagdes com outros microrganismos.

6.3.1 Morfologia bacteriana:

As bactérias sdo classificadas quanto a forma em:

®  COCOS;
e Dbacilos;
e vibrides;

e espiroquetas.

E quanto ao agrupamento sdo classificadas em:
e dois a dois, diplococos ou diplobacilos;
e quatro a quatro, tétrades;
e octetos, sarcinas;
e em cadeia, estreptococos ou estreptobacilos;
e em cacho, estafilococos;

e em palicada.

A morfologia celular basica das bactérias é mostrada na figura 6.1.
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Figura 6.1 — Morfologia basica das bactérias.

6.3.2 Coloracéo bacteriana:

A coloragdo bacteriana baseia-se no principio de que cargas opostas se atraem,
enquanto que cargas idénticas se repelem. Uma célula bacteriana transporta carga elétrica.
Por exemplo, numa solugao aquosa, com pH préximo de 7, a maioria das bactérias apresenta
uma carga negativa.

As bactérias assim carregadas atraem moléculas com cargas positivas, e repelem
moléculas com cargas negativas. Os corantes utilizados em bacteriologia sdo constituidos
por ions, que podem apresentar carga positiva ou negativa.

Os corantes mais utilizados em microbiologia sdo os corantes basicos: nos quais o grupo
cromoéforo esta carregado positivamente (Ex: cristal de violeta, safranina, azul de metileno,

fucsina bdsica).

Os corantes acidos sdao, normalmente repelidos pelas bactérias devido a carga negativa
do seu grupo croméforo. Este tipo de corante, cora o plano de fundo, deixando as células

transparentes (Ex: eosina, rosa de bengala, fucsina acida).
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b)
c)
d)
e)
f)
g)

h)

6.4- PROCEDIMENTO

6.4.1 Esfregaco Bacteriano:

limpar e secar uma lamina de vidro;

flambar a lamina e marcar o lado em que vai fazer o esfregaco;

esterilizar a alga de platina na chama do bico de bunsen;

homogeneizar a suspensao bacteriana, destapar o tubo e flambar a boca do tubo;

retirar uma gota da amostra da suspensdo através da al¢a de platina;

flambar o tubo e tapa-lo;

aplicar a amostra contida na alga na superficie da lamina, espalhando bem em movimentos
circulares;

esterilizar a alga;

secar e fixar o esfregaco com o calor da chama, atravessando 3 vezes na chama com lamina

voltada para cima, e em posicdo obliqua. (figura 6.2)

Meio Liquido Meio Sélido

FIXAGAO

Figura 6.2 — Fixacdo do esfregaco bacteriano.
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6.4.2 Coloracao do Esfregaco Bacteriano:

a) cobrir o esfregaco com o corante azul de metileno;

b) deixar o corante agir durante 30 segundos

c) eliminar o excesso de corante lavando o esfregaco com agua;

d) secar o excesso de agua (com papel na parte de tras e o restante a chama);

e) colocar uma gota de dleo de imersao sobre o esfregaco

f) observar as células ao microscopio com a objetiva de imersdo, tendo o cuidado de abrir o

diafragma e subir o condensador.
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DETERMINAGCAO DE COLIFORMES EM AGUA PELA TECNICA DA
MEMBRANA FILTRANTE

7.1- OBJETIVO

Esta pratica tem como objetivo avaliar a qualidade da dgua através de indicadores de
contaminacdo fecal, as bactérias do tipo coliformes. Dessa forma serd possivel verificar se a
agua em questao atende a legislagdo atual.

7.2- MATERIAL

e sistema de filtracdo a vacuo ;

e placas de petri com meios de cultura PCA, EMB e m-Endo
e membrana filtrante estéril de porosidade 0,45 um ;

e bicode Bunsen;

e bomba de vacuo;

e incubadora;

e ping¢a de ponta chata;

e contador de coldnias.

7.3—- FUNDAMENTO DA PRATICA

Os coliformes sdo bactérias de morfologia bacilar, Gram negativas, aerdbias ou
anaerdbias facultativas, oxidase negativa, ndo esporuladas, que fermentam a lactose com
producdo de acido e gas a 37°C em um tempo maximo de 48 horas. O grupo compreende os
géneros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter, pertencentes a familia das

Enterobactereaceae. Os coliformes fecais sdo bactérias coliformes de origem f



————————————————————————————————

g)

compreendidas no grupo anterior e capazes de fermentar a lactose com producdo de acido

egasad4°C.

Para a analise de coliformes, o volume de amostra para analisar os coliformes totais e
coliformes fecais é de 100 mL. O método utilizado consiste em filtrar a amostra, com uma
membrana estéril de porosidade 0,45 um em um sistema de filtracdo apropriado, que
consiste numa base de apoio ao filtro com adaptacdo ao kitazato e um copo onde é colocada
a amostra, estas duas pecas sdo unidas por uma tenaz. A técnica de membrana filtrante
é comumente utilizada para determinar a presenca de bactérias totais e
coliformes totais/termotolerantes em amostras de &agua.

Ap0s a filtracdo a membrana  é retirada assepticamente do conjunto e
disposta na superficie de um meio de cultura. No caso de determinacgdo
de bactérias heterotréficas, a membrana é disposta em meio PCA e incubada
a 35° C durante 24 horas. Para determinar a presenga de bactérias coliformes
termotolerantes, a membrana é disposta nos meios Agar EMB ou m-ENDO (meios

seletivos e diferenciais) e incubada a 44,5°C durante 24 horas

7.4- PROCEDIMENTO

homogeneizar a amostra de 4agua a ser analisada;

proximo a chama do bico de bunsen, montar o conjunto de filtracdo previamente
esterilizado, ja contendo a membrana montada no sistema;

adicionar um volume de aproximadamente50mL de agua destilada estéril no
recipiente do conjunto de filtracdo;

transferir um volume de 100 mL da amostra para o copo do sistema de filtragao;

ligar a bomba de vacuo e filtrar todo o volume contido no copo;

desligar o vacuo e desmontar o conjunto de filtragdo e com auxilio de uma
pinca de ponta chata retirar assepticamente a membrana filtrante e deposita-la

na superficie do meio de cultura selecionado para o grupo. Cuidado para

ndo deixar bolhas de ar entre a membrana filtrante e a superficie do
meio de cultura;

incubar a placa com a membrana a 35°C durante 24 horas (no caso do

meio PCA) ou a 44,5°C durante 24 horas no caso dos meios EMB ou

ENDO;



h) contar o numero de colénias formadas. Figura 7.1.
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Figura 7.1 — Etapas da analise de coliformes pela técnica de filtragdo em membrana.
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AVALIAGAO DA ATIVIDADE METABOLICA BACTERIANA ATRAVES
DO ENSAIO DE RESPIROMETRIA

8.1- OBJETIVO

Esta pratica tem como objetivo avaliar a taxa de remogdo de substrato e crescimento de
uma biomassa bacteriana em um ambiente controlado, através do consumo do oxigénio
dissolvido presente no meio, ou seja, respirando aerobicamente. Dessa forma permitindo que
possa ser demonstrado mecanismos de biorremediacdo e inibicdo da atividade microbiana.

8.2- MATERIAL

e respirdbmetro composto por agitador magnético, pHmetro, bomba de ar,

oximetro, termémetro e béquer de 1000 mL, montado conforme figura 8.1.

Figura 8.1 — Respirébmetro.

e amostra em estudo;
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e proveta de 1000 mL ;

e proveta de 100 mL.

8.3— FUNDAMENTO DA PRATICA

Num ensaio respirométrico a remogao do substrato e crescimento da biomassa estdo
relacionados com o consumo do oxigénio dissolvido no meio. Assim, é possivel determinar
a atividade metabdlica de uma cultura mista, relacionando a quantidade de oxigénio
consumida por uma biomassa microbiana, ou seja, respirando aerobicamente, e
metabolizando o substrato presente.

Partindo destes conceitos, estd técnica é adequada para demonstrar e quantificar
atividade de uma biomassa microbiana frente a determinados poluentes, avaliando a sua
biodegradabilidade e, a quantidade de oxigénio necessario a sua biodegradagao.

O ensaio respirométrico é um bom indicativo para avaliar se o efluente a ser tratado em
um sistema bioldgico é toxico, pois neste caso, inibird o consumo de oxigénio pelas bactérias
presentes.

Neste ensaio respirométrico foi adotado a técnica de respirogramas, representacdes
graficas da taxa de consumo de oxigénio dissolvido (TCO), ou taxa de respiracdo, na unidade
de mg.LL.h?, cujo comportamento permite indicar como a biomassa responde a presenca
de alimento, onde a taxa de respiracdo é determinada pelo declinio da concentracdo de OD

em func¢do do tempo, de acordo com a Equacao :

AYm
At

Em que ym é a varia¢do da concentracdo de oxigénio dissolvido (em mg.L?), e r é a taxa

de respiracdo (em mg.L.h?).

8.4- PROCEDIMENTO

8.4.1 - Preparo do Lodo Para Ensaio:

a) coletar amostra de um lodo de reator bioldgico ou sedimento de lago/rio;
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b) transferir uma fracdo de 800 mL de lodo proveniente coletado e manter sob agitacdo e
aeracdo constante por um periodo de 24 horas e sem alimentac¢do, de forma que a maior

parte da matéria organica soluvel presente seja degradada.

8.4.2 - Determinacédo da Respiracdo Endbgena:

a) transferir o lodo preparado para o respirometro;

b) aerar até a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) fique em estabilizada e com
concentracdo superior a 5,0 mg.L'};

¢) manter o lodo sob agitagdo constante e interromper a aeragao;

d) acompanhar o declinio do valor de OD por 5 minutos e registrar este valor do consumo de
oxigénio dissolvido em carta grafica em intervalos de 30 segundos, identificando como

respiracdo enddgena.
8.4.3 - Determinacédo da Taxa de Respiracéao:

a) mantendo a agitag¢do constante, novamente aerar o lodo do respirémetro por 2 minutos e
adicionar 40 mL da substancia a ser testada (efluente industrial, esgoto sanitario, liquido
percolado, etc.);

b) desligar a aeragdo e registrar em carta grafica em intervalos de 30 segundos o decréscimo
da concentragao de OD durante o experimento, até que o valor do oxigénio dissolvido atinja
os valores encontrados na respiragdao enddgena, ou seja, o substrato presente na amostra
teste seja consumido. A figura 8.2 ilustra o grafico obtido no ensaio;

¢) calcular a taxa de consumo de oxigénio utilizando a seguinte equagdo:

Ay
TCOng.rhy = 7

onde:
ym = varia¢do da concentracdo de oxigénio dissolvido (em mg.L?);

t = intervalo de tempo (em h).
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Figura 8.2 — Grafico de ensaio de respirograma tipico obtido com o emprego de método
experimental simplificado de TCO
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ANALISE BIOQUIMICA DO METABOLISMO BACTERIANO

9.1- OBJETIVO

Esta pratica tem como objetivo avaliar a atividade bacteriana através de suas reacdes
metabdlicas. A investigacdo das atividades metabdlicas das bactérias serve para auxiliar a
identificar grupos ou espécies de bactérias ou leveduras através da verificacdo das
transformagdes quimicas, que ocorrem num determinado substrato, pela agao das enzimas de
um dado microrganismo. Como muitas vezes um determinado microrganismo possui um
sistema enzimatico especifico, promovendo transformagdo bioquimica especifica, as provas

bioquimicas podem ser utilizadas na pratica para a sua caracterizagao.

Para a realiza¢do das provas bioquimicas é necessario utilizar meios de cultura especiais
contendo o substrato a ser analisado e fornecer ao microrganismo as condi¢ées nutritivas e

ambientais necessarias ao seu desenvolvimento.

9.2- MATERIAL

e alca de platina;

e agulha de platina;

e bico de Bunsen;

e |aminas de vidro;

e incubadora;

e tubo com caldo simples e indicador de andrade e tubo de durhan em seu
interior;

e tubo com meio citrato emazul de bromotimol;

e tubo com meio SIM;

e reativo kovacs

e solucdo de perdxido de hidrogénio 3 a 5%.




9.3—- FUNDAMENTO DA PRATICA

A investigacdo das atividades metabdlicas das bactérias serve para auxiliar na
identificacdo de grupos ou espécies bacterianas ou leveduras através da verificacdo das
transformacgGes quimicas, que ocorrem num determinado substrato, pela acdo de enzimas
especificas do microrganismo. Para a realizacdo das provas bioquimicas é necessario
utilizar meios de cultura especiais contendo o substrato a ser analisado e fornecer ao

microrganismo as condi¢Ges nutritivas e ambientais necessdrias ao seu desenvolvimento.

9.3.1 - Fermentacgédo de Carboidratos:
Algumas bactérias sdo capazes de hidrolizar os carboidratos (dissacarideos até glicose),

e metabolizar a glicose até acidos (com ou sem liberacdo de gés) e/ou élcoois.

carboidrato - glicose ->piruvato —>4cidos, alcoois e gases.

Meio utilizado: meio de cultura indicador que contém: caldo simples + carboidrato +

indicador de pH (indicador de Andrade ) + tubo de Durhan.

9.3.1.1 Procedimento:
a. repicar o microrganismo ja isolado para o meio contendo o carboidrato e
incubar em estufa a 37° C por 24 horas.
b. observar se houve produgdo de acidos (viragem da cor do meio) com ou

sem producdo de gas (formacdo de bolha no interior do tubo de Durhan).

9.3.2 - Utilizacao de Citrato como Fonte de Carbono Organico:

Muitas bactérias sdo capazes de utilizar o citrato (sais do acido citrico) como fonte de
carbono organico através das enzimas citratoliase e citrilase, gerando como subproduto
metabdlico o acetato e oxaloacetato, onde este ultimo sendo subsequentemente

convertido em piruvato e CO,, pela enzima oxalacetato descarboxilase.

. citrilase oxalacetato descarboxilase
citrato —— oxalacetato + acetato piruvato + €O,
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O piruvato é utilizado para o metabolismo celular e o CO; é liberado no meio de cultura.
O CO; liberado reage entdo com o sddio (proveniente do sal citrato de sédio incorporado na
composicdo do meio de cultura), formando carbonato de sédio, que promove a viragem da
cor do meio, devido a alcalinizacao.

Meio utilizado: Citrato de Sédio + H,O + Indicador de pH ( azul de bromotimol ).

O pH final do meio apds preparo: 6.8 .

Indicador de pH: azul de bromotimol: verde em meio ligeiramente acido (6.8 ) e azul em

pH acima de 7,6.

9.3.2.1 Procedimento:
a. repicar o microrganismo ja isolado no meio do citrato e incubar na estufa a
37° C por 24 horas;
b. observar se o meio de cultura tornou-se azul, teste positivo, a bactéria

utilizou o citrato liberando CO,; teste negativo: meio inalterado (verde).

9.3.3 - Metabolismo de Proteinas:

A decomposicdo de proteinas leva a producdo de substancias com odor pungente como
o H5S, Indol e escatol e etc.

Neste experimento, observaremos a utilizagdo ou nao de certos aminoacidos pelas
bactérias (necessarios ao seu metabolismo), através da detecg¢do da presenca de substadncias

putridas.

Meio de cultura utilizado: Meio SIM. ( S=sulfeto; I=indol; M=motilidade).
Composicdo: peptona (proteina que serve como fonte de triptofano e cistina), sal de

metal pesado (sal de ferro ou chumbo), dgua e agar.

a) Produgao de Indol: degradagdo do triptofano pela enzima tryptofanase produzida pela

bactéria, produzindo piruvato e indol.

. tryptofanase .
triptofano ——— piruvato + indol

piruvato: utilizado pelo metabolismo bacteriano;
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indol: liberado no meio de cultura apds a incubacdo. Adicionar 3 a 5 gotas do reativo

de Kovacs ( solugdo de paradimetilaminobenzaldeido ), se houver presenca de indol, gera
um anel vermelho um anel vermelho ( composto denominado rosindol)

Resultado do teste: indol positivo, anel vermelho; indol negativo, anel amarelo.

b) Producdo de H,S: pela degradacdo da cistina (aminoacido que contém enxofre)
pela enzima cicteina dessulfidrilase produzida pela bactéria com a liberagdo de H.S, este

reage com sais de ferro ou chumbo, dando um precipitado negro.

L L, cicteina dessulfidrilase
cistina — 2 cicteina piruvato + H,S

Resultado do teste: H,S positivo, precipitado negro; H.S negativo, sem precipitado.
9.3.3.1 Procedimento:

a. semear com agulha de platina até aproximadamente 1/3 do tubo com o
meio SIM a bactéria ja isolada. Incubar em estufa a 372C por 24 horas;

b. apdsincubagdo, adicionar de 3 a 5 gotas do reativo de Kovacs e proceder a
leitura.
Resultado do teste:
indol = positivo, anel vermelho; indol negativo, anel amarelo;

H,S = positivo, precipitado negro; H,S negativo, sem precipitado.

9.3.4 - Producéo de Catalase:
A enzima catalase atua sobre a agua oxigenada (solucdo de perdxido de

hidrogénio 3 a 5%) desdobrando-a em oxigénio e dgua.

catalase 1
H202 E— EOZ + H20

9.3.4.1 Procedimento:

a. colocar uma gota de solugdo aquosa de perédxido de hidrogénio a 3-5%

numa lamina;
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b. com uma alca de platina, colocar uma por¢ao do crescimento bacteriano
sobre a gota. A prova é considerada positiva quando ha efervescéncia
devido a liberacdo do oxigénio.

Resultado do teste:

catalase = positivo, efervescéncia; negativo, sem efervescéncia.
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