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AULA 5 - PROVAS BIOQUIMICAS NA IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

1- INTRODUCAO

Os microrganismos efetuam diversas reacdes bioquimicas para sua
sobrevivéncia que dependem do seu sistema enzimatico e da disponibilidade de
nutrientes no ambiente onde se encontram. Determinadas atividades metabdlicas
microbianas, como a capacidade de degradar proteinas, aminoacidos ou fermentar
hidratos de carbono, originam certos produtos finais cuja deteccdo mediante o uso de
indicadores pode tanto auxiliar na identificacdo de grupos ou espécies quanto permitir
a selecdo de microrganismos que apresentem certas caracteristicas metabdlicas de
interesse. Isto pode ser verificado através de provas bioquimicas no laboratorio.

Para a realizacdo das provas bioguimicas é necessario utilizar meios de cultura
especificos contendo o substrato a ser analisado e fornecer ao microrganismo as
condi¢cBes nutritivas e ambientais necessarias ao seu desenvolvimento. A tabela 1 a
seguir resume algumas das provas bioguimicas mais utilizadas nos laboratorios.

Tabela 1: Descri¢do de diferentes provas bioquimicas

Prova Fundamento Interpretacao

Determina se um microrganismo € capaz | (-) Meio mantem a cor
de utilizar o citrato como Unica fonte de | original verde

Citrato .
carbono para seu crescimento, com
consequente alcalinizagdo do meio (+) Meio torna-se azul
(-) Formacédo de um anel
Determina a habilidade da bactéria em | incolor na superficie
Indol produzir indol (composto aromatico) a partir

da degradacao do triptofano. (+) Formacéo de um anel
vermelho na superficie

(+) Meio mantem a cor
Determina a capacidade do microrganismo | original

Amido | de hidrolisar o polimero do amido pela acéao
da enzima amilase (-) Meio torna-se roxa-
preto

Determina a presenca da catalase capaz | (-) Auséncia de bolhas
Catalase | de quebrar o peréxido de hidrogénio em
oxigénio e agua (+) Formacao de bolhas
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Continuacgdo da Tabela 1

Determina a presencga da enzima citocromo Xz
. i : (-) Nao ha mudanca na cor
Oxidase C OX|d,ase. En2|m,a c_la cadela_ de transporte
de elétrones propria de microrganismos ~
e o . (+) Formagéao da cor roxa
aerdbicos e anaerobicos facultativos
Determina a habilidade do microrganismo ('). .MEIO mantem a cor
. . original amarela
Urease de degradar a ureia em duas moléculas de
amonia pela a¢do da enzima urease (+) Meio tora-se rosa
Nitrato Determina a capacidade da bactéria em (-) Coloragdo amarela
transformar o nitrato em nitrito. ~
(+) Coloracéao vermelha
SIM Determina a capacidade da bactéria de se
- movimentar dentro do tubo de ensaio, | Aspecto do crescimento
Motilidade ) ~ -~ )
produzindo uma turvacdo na regido | bacteriano
adjacente a picada.
Determina a capacidade do microrganismo | (-) Meio mantem a cor
Vermelho | de oxidar a glicose com producdo e | original
de Metilo | estabilizacdo de altas concentracdes de
produtos finais acidos. (+) Meio torna-se vermelho
2- OBJETIVO

Realizar as Provas Bioquimicas do Citrato, Indol, Amido e Catalase em trés amostras
de Microrganismos distintos como método para, juntamente com a coloracao de Gram
(Aula 4), auxiliar a identificacdo de diferentes géneros bacterianos.

3- MATERIAL E EQUIPAMENTO

Material

VVVYYY

Equipamento

Alca de repicagem
Laminas

3 Tubos (A, B e C) com as culturas de microrganismos distintos
Tubos com meio de cultura liquido e sdélido inclinado

Reagente de Kovacs
Peréxido de Hidrogénio 3%

» Estufa bacteriologica
» Fluxo laminar
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4- PROCEDIMENTO

Para cada uma das culturas bacterianas fornecidas (Tubo 1, 2 e o Controle), realizar os
procedimentos descritos a seguir:

4.1 PROVAS BIOQUIMICAS

l. UTILIZACAO DO CITRATO COMO FONTE DE CARBONO ORGANICO

1. Com auxilio da alca de repicagem e em condi¢cdes estéreis pegar uma
amostra da cultura problema que estd em meio liquido.

2. Semear no tubo com meio solido inclinado de Citrato. Ver figura 1.

3. Incubar na estufa a 37°C por 24 horas.

4. Observar, se o meio de cultura se tornou azul, teste positivo, a bactéria
utilizou o citrato liberando CO2. Se 0 meio ficou inalterado (verde) a prova

negativo.

Il. METABOLISMO DO TRIPTOFANO (INDOL)

1. Com auxilio da al¢a de repicagem e em condicdes estéreis pegar uma
amostra da cultura problema que esta em meio liquido.

Inocular no tubo com meio liquido INDOL. Ver figura 1.

Incubar na estufa a 37°C por 24 horas.

Adicionar de 3 a 5 gotas, pelas paredes do tubo, do reagente de Kovacs

a k» wN

Observar, se ha a formacao de um anel vermelho na superficie do tubo o

teste € positivo, caso contrario o teste é considerado negativo.

lIl. PRODUCAO DE AMILASE

1. Com auxilio da alca de repicagem e em condi¢des estéreis pegar uma

amostra da cultura problema que estd em meio liquido.
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Semear no tubo com meio solido inclinado de AMIDO. Ver figura 1.
Incubar na estufa a 37°C por 24 - 48horas.

Adicionar 3 gotas do reagente de Lugol na cultura crescida

a bk~ 0N

Observar, se ha formacao de color roxa-preta no meio o teste é negativo, se
nao ha coloracédo o teste sera positivo, indicando que a bactéria produziu a

enzima amilase para degradar o amido.

IV. PRODUCAO DE CATALASE

1. Colocar 1 mL de peroxido de hidrogénio (Agua oxigenada) 3% diretamente
no tubo com a cultura.
2. Observar, se ha formacao de bolhas o teste € positivo indicando a presenca

da enzima catalase. Se ndo h& formacgéo de bolhas o teste € negativo.

Figura 1. Semeadura em tubo com meio inclinado.

Meio sdlido inclinado

4.3 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA
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De acordo com os resultados obtidos na Coloracdo de Gram e nas provas
bioquimicas realizadas preencher a tabela 2 a seguir. Segundo a literatura e a
Tabela 3 a que género microbiano corresponde cada cultura?

Tabela 2: Resultados obtidos para colocagdo de Gram e provas bioquimicas para as
culturas A, Be C.

CULTURA
PROVA A B C Género possivel

Gram

Citrato

Indol

Amido

Catalase

Oxidase

(+) Positivo (-) Negativo (+/-) Reacéo fraca

ANEXO. MEIOS DE CULTURA E REAGENTES UTILIZADOS.

1. MEIO CASO-BOULLON

Peptona de caseina .........ccccooiiieiiie e 17 g/L
Peptona d€ SOJA ....uvvuuueiiieeee e ee e 3g/L
Cloreto de SOI0.........ccuuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 5g/L
GlCOSE ..o 2.5g/L
Hidrogenofosfato dipOtasSICO ...........eeveveeiiiirieiieneiiiiiiine 2.5¢g/L
pH 7.3

2. MEIO CITRATO (MEIO SIMONS)

Di-hidrogenofosfato de amonio ...........cccuvveeviiiieeeiiiineennn. 1g/L
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Hidrogenofosfato dipotassiCo ............ccccceeeieiiiiiiieeeeeeenee, 1g/L
Cloreto de SOUI0.......ccouuuiiiieeiiiieiee e 59g/L
Citrato de SOAIO ......uvvvvriiiiiiiiie e 2 g/lL
Sulfato de MAagN@SIo ........cooeuviiiiieiiiiieee e 0.2 g/L
Azul de bromotimol ..., 0.08 g/L
AGAT e 15 g/L
pH 6.9

. MEIO MULLER HINTON

EXtrato de Carne ... 2g/L
Hidrolisado Acido Caseina ..........cccceeeeeeiieeieeeeeereeeiiiiiians 17.5 g/L
AMIAO L.ttt 1.549/L
(€[ o 0 1= 2P 1g/L
A e 15 g/L
pH 7.3

. MEIO LIQUIDO INDOL

THPIONG e 20 g/L
=T o1 (0] o = PSSR 6.1 g/L
Sulfato de amonio e ferro () ..., 59g/L
Tiosulfato de SO0 ........ccooeeiiiiiice e, 0.2 g/L
A e 15 g/L
pH 7,3

. REAGENTE DE KOVACS

AICOO!I DULTIICO et 75 mL
p-dimetil aminobenzaldeido ...........cccccooiiiiiiiiiiiie, 3g/L
ACIAO CIOMANICO ..ot 25 mL



