Aula Pratica

- Preparo de meio de cultivo

- Influéncia da temperatura no crescimento
de microrganismos




PREPARO DE MEIO DE CULTIVO




PRECAUCOES DURANTE AS REPICAGENS

1) Local de trabalho (balcdo, cAmara asséptica)

deve ser limpo com alcool 70 %

2) Passar alcool nas maos

3) Trabalhar na zona estéril do bico de bunsen /

lamparina

4) Nunca abrir totalmente as placas de Petr1

5) Manter tubos de ensaio inclinados (* 45°)




Exercicio

BDA (Batata-Dextrose-Agar)

- Caldo de batata ------------ 100ml
(2009 de batata/1L agua)

- Dextrose (glicose) ---------- 1,59

- Agar ---m--mmeme e 1,59

» Colocar em Erlemeyer e fechar com tampé&o de algodao

» Cobrir o bocal do Erlemeyer com jornal e anotar o numero do balcao
e turma

» Colocar na autoclave para esterilizar

» ApOs esterilizacao, verter para 3 placas (em camara asséptica)



@e — equipamento para est@

» Calor Umido Sob Pressao

Cesta interna da autoclave

J By

Resisténcia coberta por agua e
Valvula de exaustao e suporte da cesta
manometro




Funcionamento da autoclave

» Calor Umido Sob Presséo

Saida

Valvula de segurancga

Camara
de aco

Vazao

Manometro

Valvula

Porta

Macganeta

Termometro

Fonte de vapor

Regulador
de pressao




1. Modelos de autoclaves

» Calor Umido Sob Presséo




Camara Asseptica ou Fluxo Laminar
[

* Equipada com lampada
germicida (Luz UV ~260nm)
- Danifica moléculas de
DNA, formando dimeros de
pirimidinas
- Pouca penetracéao (baixa
energia)




Camara Asseptica ou Fluxo Laminar
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Camara Asseptica ou Fluxo Laminar




Concelto
]

Meio de Cultivo:

* Preparado nutritivo que propicia condigoes para o
desenvolvimento de microrganismos

- Utilizado no estudo de caracteristicas morfolégicas /
fisiologicas dos microrganismos




Reqguerimentos para um meio adequado

 Umidade

» Carbono

* Nitrogénio

* Minerais

* Vitaminas
o pH

« OXxigénio

» Estabilidade (esterilizacao)



Classificacao de Meios de Cultivo

1. Quanto a consisténcia

2. Quanto a composicao

3. Quanto a seletividade



Classificacao de Meios de Cultivo

1. Quanto a consisténcia
* Meios liguidos
* Meios solidos




Classificacao de Meios de Cultivo

1. Quanto a consisténcia

Meios liguidos

Meios soélidos (solidificados):

\, '

Agar (agente solidificante)

Dificil decomposicéao
Polissacarideo complexo
Extraido de algas marinhas
Ponto de fuséo: 85 — 100°C
Ponto de solidificacao: 35 — 50°C
1 a 2 % no meio de cultivo



Classificacao de Meios de Cultivo

1. Quanto a consisténcia
* Meios liguidos
* Meios solidos

2. Quanto a composicao
* Melos complexos

* Meios semi-sintéticos

* Meios sintéticos




Classificacao de Meios de Cultivo

2. Quanto a composicao

« Melos complexos:
Composicao guimica complexa e desconhecida
EX.: Meio com sementes / po de serra / etc

S Producéo de
Micélio = indculo de Shiitake
em meio com po
de serra e farelo
de arroz

P6 de serra =——




Classificacao de Meios de Cultivo

2. Quanto a composicao

« Melos complexos:
Composicao quimica complexa e desconhecida
EX.: Meio com sementes / po de serra / etc

« Meios semi-sintéticos:
Composicao quimica parcialmente conhecida
Ex.: Meio BDA (Batata — Dextrose — Agar)

BDA

- Caldo de batata ------------ 100ml
(200g de batata/1L agua)

- Dextrose (glicose) ---------- 1,59



Classificacao de Meios de Cultivo

2. Quanto a composicao
* Meios sintéticos:
Composicao quimica e concentracao dos
constituintes conhecida
EX.: Melo de cultivo para Escherichia coli

- Glicose ---------=====mmmmmmmee- 15,0 g
B NTS s =T o J—— 1.0 g
- KCl - 0,29
- MgSO, --------------mmmmm - 0,29
- Agar --------nnnneee 10,0 g
- Agua destilada -------------- 1000ml

- pH entre 6,8 — 7,8



Classificacao de Meios de Cultivo

1. Quanto a consisténcia
* Meios liguidos
* Meios solidos

2. Quanto a composicao
* Melos complexos

* Meios semi-sintéticos

* Meios sintéticos

3. Quanto a seletividade
 Meios nao seletivos
 Meios seletivos
 Meios diferenciais




Classificacao de Meios de Cultivo
[

3. Quanto a seletividade

« Melos nao seletivos:
Desenvolvimento de ampla gama de microrganismos
EX.: BDA




Classificacao de Meios de Cultivo

3. Quanto a seletividade

« Melos nao seletivos:
Desenvolvimento de ampla gama de microrganismos
EX.: BDA

* Melos seletivos:

Desenvolvimento de determinado microrganismo

Ex.: Cristal violeta - impede crescimento de
bactérias Gram +

Meio Agar MacConkey

http://mww.minutobiomedicina.com.br/postagen
s/2014/03/18/agar-macconkey/



Classificacao de Meios de Cultivo

3. Quanto a seletividade

« Melos nao seletivos:
Desenvolvimento de ampla gama de microrganismos
EX.: BDA

* Melos seletivos:

Desenvolvimento de determinado microrganismo

Ex.: Cristal violeta - impede crescimento de

. . o bactérias Gram +
 Melos diferenciais:

Coloca em evidéncia propriedades uteis a identificacao
Ex.: Agar — eosina — azul de metileno

E. coli = colonia pequena / negra

A. aerogenes > colonia grande / cinza escura




Melo Diferencial

Meio diferencial: Eosina azul de metileno (EMB)

N

EMB

Escherichia coli Aerobacter aerogenes
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Crescimento

Bactérias

* Meio levemente alcalino / neutro (pH 7-8)

* Rico em proteinas

FUnNgos

* Meio ligeiramente acido (pH 5-6)

 Rico em carboidratos




Influéncia da temperatura
no
crescimento de microrganismos




Temperatura

- Grande influéncia no crescimento

- Temperaturas cardinais

Figura 6.1 Respostas tipicas de crescimento de um microrga-
nismo as temperaturas de incubagdo, mostrando as tempera-
turas minima, étima e méxima
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PRECAUCOES DURANTE AS REPICAGENS

1) Local de trabalho (balcdo, cAmara asséptica)

deve ser limpo com éalcool 70 %

2) Passar alcool nas maos

3) Trabalhar na zona estéril do bico de bunsen /

lamparina

4) Nunca abrir totalmente as placas de Petr1

5) Manter tubos de ensaio inclinados (* 45°)




Experimento:
Influéncia da temperatura

Fungo (Sclerotinia sclerotiorum)
mantido em meio solido

U

Colocar discos de micélio
(0,5 cm &) no centro de 3 placas

(com meio BDA)

U

Incubar no escuro — 3, 20, 30 °C

U

Avaliar ap0os 1-2 semanas

— didmetro da coldnia fingica

(Anotar temperatura/balcio/turma)




Fungo (Alternaria tenuis) em meio solido
Colocar discos de micélio no centro de 2 placas (meio BDA)
Embrulhar uma das placas com papel aluminio
Colocar ambas as placas sob fotoperiodo (luz UV proxima) = 20°C
Avaliar apds 1 semana

—>Diametro da colbnia fungica
—->Numero de esporos/campo

(adicionar 3mL de dH,O, raspar com a al¢ca de Drigalski
e contar com objetiva de 10X)



