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PREFACIO

As aulas préticas da disciplina LFN-321 Microbiologia envolvem diversos exercicios
praticos que séo realizados e avaliados pelos alunos, tais como coloracdo e mobilidade de
bactérias, analise das caracteristicas morfologicas de fungos, preparo e esterilizacdo de
meio de cultura, efeito da luz e temperatura no crescimento e esporulacdo de
microrganismos, fixacao de nitrogénio atmosférico, entre outros.

Com o objetivo de proporcionar aos alunos um material didatico mais adequado para
melhorar o aprendizado foi elaborada a presente apostila que, antes de cada exercicio, traz
alguns conceitos bésicos sobre o tema a ser trabalhado em sala de aula. Com isso, espera-
se que o aluno disponha de uma melhor referéncia para estudos e eventuais consultas
futuras.

Essa apostila foi organizada, em 2005, pelos alunos do programa de Pés-graduacgéo
em Fitopatologia, Angelo Aparecido Barbosa Sussel (mestrado), Janayna Magalhdes
Barbosa (doutorado), Raquel de Cassia Neroni (mestrado), Ricardo Ferrari Silva (doutorado)
e Scheila da Conceicdo Maciel (doutorado), sob a coordenagdo do Professor Jorge Alberto
Marques Rezende. Em 2007, a apostila com os Exercicios Praticos em Microbiologia foi
atualizada pelos alunos do programa de Pdés-graduagdo em Fitopatologia, Ana Paula de
Oliveira Amaral Mello (doutorado), Eliane Gongalves. da Silva (doutorado), Luiz Fernando
Caldeira Ribeiro (doutorado) e Sylvia Raquel Gomes Moraes (doutorado), sob a supervisao
do mesmo Professor. Todas as informacdes contidas na apostila foram compiladas de livros

textos que tratam dos temas dos exercicios e que estao listados na Bibliografia Consultada.

OS ORGANIZADORES
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REGRAS BASICAS DE SEGURANCA EM LABORATORIO

A seguranca no laboratério exige o mesmo tipo de atengéo continua que se dedica a
pesquisa. Cada pessoa tem a responsabilidade de conhecer os riscos a saude e a
seguranca, 0s quais estdo relacionados com o correto manuseio dos produtos quimicos, dos
equipamentos e das técnicas, de modo que possa estabelecer disposicdes e procedimentos
gue diminuam a ocorréncia de acidentes.

As experiéncias que se realizardo sdo certamente novidades para alguns dos
estudantes, com pouca experiéncia laboratorial. Importa, por isso, prevenir. E preciso
proteger a saude do préprio experimentador e de terceiros, que também poderdo ser alvo de
praticas menos adequadas. O sucesso das experiéncias dependera do grau de rigor com
que as mesmas forem executadas e dos baixos niveis de contaminagfes cruzadas que for
possivel manter.

Assim, o0 acesso ao laboratério de microbiologia € restrito as pessoas qualificadas, que
incluem os estudantes apenas durante os periodos de aulas previstos. Como sugestao,
recomenda-se 0 uso de um jaleco comprido, limpo e devidamente ajustado ao corpo, para
proteger o operador e 0 seu vestuario de eventuais acidentes. Desta forma, além de
proteger o experimentador, o jaleco minimiza o transporte de microrganismos exteriores
para o laboratério, permitindo a manutencdo de uma baixa carga de contaminantes evitando
também a propagacdo indesejavel no exterior dos microrganismos manipulados no
laboratério.

E expressamente proibido comer, beber, fumar, manipular lentes de contato ou aplicar
cosméticos durante a execucdo de experiéncias laboratoriais. E aconselhavel adquirir o
habito de manter as maos longe da boca.

O local de trabalho devera estar sempre devidamente limpo, para tanto, o aluno deve
sempre proceder a desinfestacdo da bancada antes de iniciar os trabalhos, para ndo permitir
a contaminacdo das proprias experiéncias com microrganismos de sessfes anteriores, e
posteriormente para minimizar a propagacdo dos microrganismos com 0s quais acabou de
manipular.

Todo o equipamento e material de laboratorio utilizado durante a experimentacao,
devera ser reposto no local indicado depois de concluida a sua utilizagdo. Particularmente,
as placas e tubos contaminados dever&o ser desinfestados ou colocados em local préprio
para descontaminacao.

Qualquer acidente devera ser imediatamente reportado ao responsavel pela sesséo de
trabalho.

N&o iniciar qualquer experiéncia sozinho. O conhecimento e compreensao prévia dos
procedimentos experimentais e a efetiva disponibilidade de todos os recursos materiais

necessarios constituem elementos importantes para o sucesso dos experimentos.



1 - MICROSCOPIA DE LUZ

1. INTRODUCAO

A descoberta dos microrganismos se deve ao holandés Antony Van Leeuwenhoek
(1632 — 1723), que combinava uma rara destreza na construgdo de microscépios simples
com uma também rara habilidade como observador e intérprete cientifico. Como nos
séculos 17 e 18 nédo existiam cientistas profissionais, como compreendemos o termo hoje,
todos aqueles que se dedicavam as atividades cientificas o faziam entre outras atribuicdes
gue lhes proporcionavam o sustento ou por ja disporem de fortuna pessoal. Assim, todas as
grandes descobertas deste periodo, em todos os campos da ciéncia, foram realizadas por
amadores. Leeuwenhoek, apesar de possuir pouca educacdo formal e nunca ter
freqlientado uma Universidade, foi capaz de descobertas importantissimas, as quais foram
registradas em uma longa série de cartas escritas em holandés, que foram posteriormente
traduzidas para o inglés e publicadas nos Anais da Sociedade Real de Londres.

Os microscoépios de Leewenhoek pouco se parecem com 0s instrumentos que hoje
nos sao familiares. A lente, Unica, diminuta e quase esférica, esmerilada com grande
cuidado, era montada entre duas pequenas placas metalicas. O exemplar era colocado na
ponta rombdide de um alfinete afixado a placa posterior e trazido ao foco por manipulacao
de dois parafusos que variavam a posicdo do alfinete em relacdo a lente. Durante esta
operacéo, o observador segurava o instrumento com a outra face muito proxima ao seu olho
e procurava enxergar através da lente. Nenhuma mudanga na amplificacdo era possivel,
visto que a capacidade magnificadora de cada microscépio era uma propriedade intrinseca
de sua Unica lente. Apesar da construcdo grosseira, 0s microscopios de Leewenhoek
proporcionaram aumentos de 50 a até cerca de 300 vezes o didmetro. A amplificacédo
méxima que ele pdde conseguir foi pouco menos de um terco da maior amplificacdo
proporcionada por um moderno microscépio 6ptico composto.

O lugar de Leewenhoek na histdria cientifica ndo se deve tanto a sua habilidade em
construir microscépios, embora ela tenha sido essencial, mas ao extraordinario alcance e a
acuidade de suas observagBes microscépicas. Ele era dotado de um excepcional grau de
curiosidade e estudou quase todos 0s objetos passiveis de serem visualizados através de
um microscopio. Seu maior merecimento repousa, entretanto, em sua descoberta do mundo
microbiano, cuja existéncia, em toda a sua variedade e profusao, revelou a humanidade.

Apesar das descobertas de Leewenhoek, a exploracdo do mundo dos micrébios nao
progrediu por mais de um século apds sua morte. As principais razdes desse longo atraso
parecem ter sido de ordem técnica dos microscopios disponiveis na época. Os mais

importantes progressos opticos, que conduziram um dia aos microscépios compostos da



gualidade dos que hoje empregamos, iniciaram-se aproximadamente em 1820, estendendo-
se pelos cinco decénios subseqientes.

Desde as descobertas de Leewenhoek, ficou claro que o microscopio é ferramenta
béasica no estudo de microrganismos. Por isso, ter uma compreensdo geral dos principios
fisicos que constituem a base de seu funcionamento, bem como das técnicas especiais de
preparacdo dos espécimes, sado necessarios para 0 estudo microscopico de material
bioldgico.

2.  MICROSCOPIO DE LUZ

No periodo de 1860 a 1890 a constru¢cdo do microscopio foi colocada em bases
racionais, principalmente por Abbe, que foi o primeiro a compreender claramente as bases
fisicas da microscopia. Poder-se-ia pensar que o poder de ampliagdo de um microscopio
poderia ser aumentado indefinidamente, pela introdugdo de um numero cada vez maior de
lentes de aumento, corrigidas quanto a aberragcdo. No entanto, isto € impossivel, como Abbe
foi o primeiro a reconhecer, porque uma outra propriedade do sistema de lentes, seu
PODER DE RESOLUCAO, estabelece uma limitagéo. O poder de resolucéo ¢é a capacidade
de mostrar, como distintos e separados, dois pontos muito proximos entre si. O poder de
resolucdo € uma medida do tamanho do menor objeto que pode ser visto ao microscépio, e
gque pode ser calculado pela equacdo de Abbe, indicada abaixo. Se o objeto for menor do
que o poder de resolucao, havera sobreposicdo da sua imagem com as imagens dos pontos
adjacentes, e ele ndo sera distinguido. Dois fatores governam o poder de resolucdo de um
microscopio: uma propriedade da lente conhecida como sua abertura numérica; e o
comprimento de onda da luz usada para a iluminac&o.

Equacéo de Abbe: d =0,612 A/n sen a

onde:

d = poder de resolucéo

A = comprimento de onda da luz

n = indice de refragcdo do meio entre o objeto e a objetiva

o = metade do cone de luz que passa pelo objeto e atinge a objetiva.

n sen a = abertura numérica

Para todas as finalidades praticas, o comprimento de onda da luz é fixo. Portanto,
qualquer melhoria no poder de resolugcdo, com lentes de elevado aumento, tera que ser
baseada no aumento da abertura numérica. A abertura numérica depende de dois fatores:
diametro da objetiva em relacdo a sua distancia focal e indice de refracdo da substancia
existente entre a lente e o objeto examinado, e da matriz onde o objeto se encontra. No que
se refere a lente, existem dificuldades Opticas que estabelecem um limite ao aumento da

abertura numérica. Um recurso muito utilizado para aumentar a abertura numérica é



aumentar o indice de refracdo do meio entre 0 objeto examinado e a objetiva, preenchendo-
o com um liquido que tenha um indice de refracdo mais elevado que o do ar. O 6leo de
cedro é o0 mais usado para esse fim. As lentes empregadas com esse 6leo sdo chamadas
objetivas de imerséo.

Qual é o menor objeto que pode ser nitidamente observado com um bom
microscopio composto? Isso pode ser calculado considerando-se que: n = deve ser
maior do que o indice de refracdo do ar que é igual a um. Isso pode ser obtido com o
Oleo de imerséo, cujo n = 1,5; o deve ser o mais préximo possivel de 90°; e A deve
ser proximo de 4000 A (luz violeta) que é o menor comprimento de onda que
sensibiliza o olho humano. Assim, com n = 1,5 e sen a = 0,87 (que é tipico para uma
lente de imers&o) e A = 4000 A, a resolucéo (d) tedrica obtida é de 0,2 u. Em outras
palavras, dois pontos que ndo estdo separados por pelo menos essa distancia nao
serdo vistos como pontos distintos, mas sim como uma unica imagem, como

ilustrado na figura 1.

-

Figura 1. A) Dois pontos separados por aproximadamente 0,2 W; B) Dois pontos
separados por menos de 0,2 p (Wischnitzer, 1988).

3. DESCRICAO DE UM MICROSCOPIO DE LUZ

A figura 2, na pagina de exercicios, ilustra um moderno microscépio composto.
Vamos em primeiro lugar seguir a trajetoria de luz no instrumento. A luz é refletida por um
espelho plano, para o condensador. O condensador € mével e, para se obter a maxima
resolugdo com grandes aumentos, deve focalizar a luz no plano do objeto. O condensador é
equipado com um diafragma. Este tem a funcéo de controlar o feixe luminoso que penetra
no sistema de lentes do condensador. A sua funcao, portanto, ndo €, como muitos pensam
controlar a quantidade de luz que penetra ho microscopio, mas reduzir o angulo do cone de
luz de modo que, depois de atravessar o objeto e divergir para a objetiva, ele ndo exceda o

didametro desta lente. Dessa forma, a luz que alcanca os olhos ndo passa através da



periferia da objetiva, que é de dificil correcdo. A luz que passa para o sistema da objetiva é
focalizada no sistema de lentes da ocular, depois de passar pelo tubo do microscépio.

As objetivas do microscopio sao fixadas a uma peca giratéria, que pode alinhar
qualquer delas com o resto do sistema Optico, permitindo, assim, facil e rapida mudanca de
aumento.

O objeto € examinado em uma lamina de vidro colocada sobre uma superficie plana
horizontal, que possui um acessorio para mover a lamina.

Ha dois tipos de ajustes para a focalizacdo do sistema de lentes: o macrométrico,
que move o sistema numa distancia vertical de varios centimetros e serve para trazer o
objeto ao foco aproximado; o micrométrico, que atua numa distancia muito menor, e é

utilizado para a focalizagéao final.

4. CUIDADOS COM O MICROSCOPIO

% Nunca for¢ar; deve-se trabalhar livremente;

% Limpeza: particularmente, as lentes de imerséao devem ser limpas com algodao;
¢ Nunca tocar as lentes com as maos; se necessario, limpar com algodao ou papel

apropriado;

% As lentes das objetivas nunca devem tocar a lamina; nunca fazer a focalizagéo

abaixando o canh&@o com o botdo macrométrico, olhando pelas oculares;

7

% Nao inclinar o microscépio;

% Apobs o uso, guardar em local apropriado e protegido.



5. EXERCICIOS
1. Identifique os componentes basicos do microscopio:

a) Base

b) Platina ou mesa

c¢) Charriot

d) Canh&o ou tubo

e) Revolver

f) Objetivas

g) Ocular

h) Parafuso macrométrico
i) Parafuso micrométrico

j) Condensador

k) Diafragma

[) Fonte de luz ou
iluminador

Figura 2. Microsc6pio composto

2) O que é o poder de resolucdo de um microscépio de luz? Qual o menor objeto que

pode ser adequadamente visualizado em um microscoépio de luz?

3) Para que serve o 6leo de imerséo?

4) Expligue como foram feitas a montagem da lamina e a observacdo do fungo ao

microscopio.

5) Esquematize o fungo examinado ao microscépio, indicando o aumento utilizado.



2 - COLORACAO E MOTILIDADE DE BACTERIAS

1. INTRODUCAO

Bactérias sdo microrganismos procariéticos invisiveis a olho nu. A dimensdo de uma
célula bacteriana é da ordem de micrometro (um), que corresponde a 1/1000 mm. As células
bacterianas, dependendo da espécie, variam em tamanho. Por exemplo, estafilococus e
estreptococus sao bactérias esféricas com didmetro variando de 0,75 a 1,25 um, enquanto
gue as bactérias causadoras de tifo e disenteria, que sao cilindricas, medem 0,5 a 1 um de
largura por 2 a 3 um de comprimento.

As células bacterianas podem ser de trés tipos: esférica, cilindrica ou espiralada. As
células esféricas sdo denominadas cocus. As bactérias cilindricas, ou do tipo bastonetes,
s@o chamadas de bacilos. Aquelas espiraladas recebem o nome de espirilo.

Embora algumas bactérias aparecem na forma de células individuais, muitas espécies
crescem em arranjos bem definidos. Esses arranjos sao tipicos das espécies e podem ser
utilizados para fins de identificagdo. Por exemplo, bactérias do tipo cocos podem apresentar
diferentes arranjos, tais como diplococos, estreptococos, tétrades estafilococos e sarcinas.
As bactérias do tipo bacilos, diferentemente das anteriores, geralmente ndo formam arranjos
caracteristicos, embora haja excegao.

Algumas células bacterianas podem apresentar estruturas externas, tais como flagelos
e pélos (pili/pilus). Os flagelos sdo estruturas filamentosas, do tipo de um fio de cabelo, com
formato helicoidal, que propele a bactéria em um meio liquido. Os flagelos sdo geralmente
mais longos que a célula, atingindo 15 a 20 um, mas o diametro é apenas uma pequena
fracdo do diametro da célula, isto €, 12 a 20 nm (1 nm = 1/1000 um). Por isso, os flagelos
ndo podem ser vistos em um microscopio optico, cujo poder de resolucao é da ordem de 0,2
pum ou 200 nm. No entanto, h& processos especiais de coloracdo, que precipitam o corante
na superficie do flagelo, tornando-o mais grosso e assim, visivel ao microscopio 6ptico.

Muitas bactérias também apresentam estruturas externas que ndo estéo relacionadas
com motilidade e que sdo denominadas pélos. O pélo tem um didmetro menor que o flagelo
(3 a 10 nm), além de ser menor e reto. O pili estd associado a diversas funcdes, entre as
quais a reproducgdo sexuada da bactéria, aderéncia da célula bacteriana no hospedeiro, etc.

O pili s6 é visto em microscépio eletrdnico.

2. PAREDE CELULAR

A parede celular dos procariotos é uma estrutura rigida que mantém a forma de cada
célula bacteriana. A estrutura é tao rigida que condicbes de alta pressdo ou qualquer outra
condicdo adversa dificilmente alteram o formato de uma bactéria. Dependendo da espécie e
das condicdes de crescimento da bactéria, a parede celular pode representar de 10 a 40 %

do peso seco da célula.
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A parede celular da bactéria ndo é uma estrutura homogénea, mas sim constituida por
camadas de diferentes substancias que variam em espessura e composicdo. Essas
diferencas séo Uteis para a identificacdo e classificacdo das bactérias. Dependendo da
constituicdo da parede celular, as bactérias sao classificadas em Gram positivas ou Gram
negativas.

A parede celular das bactérias Gram positivas geralmente possui uma camada
espessa de peptideoglucano. A parede celular das bactérias Gram negativas € mais
complexa do que a das anteriores. As bactérias Gram negativas possuem uma membrana
externa que cobre a camada de peptideoglucano, que € mais delgada que a encontrada nas
bactérias Gram positivas. Nas bactérias Gram negativas, a camada de peptideoglucano
representa somente 5 a 10 % do peso seco da parede celular da bactéria. Essa camada de
peptideoglucano esta localizada no espago periplasmatico, entre a membrana plasmatica e
a membrana externa. A membrana externa, ausente em bactérias Gram positivas, é
constituida de fosfolipidios e encontra-se ancorada na camada de peptideoglucano por meio
de moléculas lipoprotéicas (Figura 3).

Os milhares de espécies de bactérias sdo diferenciados através de andlise de
diferentes caracteristicas, tais como morfologia, presenca e tipo de flagelos, composicéo
quimica da parede celular (Gram), requerimentos nutricionais, atividades bioquimicas e

fonte de energia e sequiéncia de nucleotideos do DNA gendmico.
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3. METODOS DE COLORAGCAO DE BACTERIAS

Os métodos de coloracao de bactérias sdo utilizados para caracterizacdo morfolégica,
visualizacdo de flagelos, identificacdo da composicdo da parede celular, etc. Esse conjunto
de informag0@es é util na identificacdo da espécie bacteriana.

Acido lipoteicoico
Peptideoglucano

Acido teicoico

Parede
celular

Membrana
plasmatica

Proteina

Lipo-polissacarideo [Fosfolipidio

) Lipoproteina
Membrana

externa
Peptideoglucano

Membrana | ffg
plasmatica |

Parede
celular

Proteina

Figura 3. Estrutura da parede celular de uma bactéria Gram positiva (A) e Gram
negativa (B).

3.1 COLORACAO DIRETA

A coloracdo da célula bacteriana com um Unico corante € chamada de coloragéo
direta, simples ou positiva. As principais etapas da coloracéo direta sdo:

a) fazer um esfregaco da suspensao bacteriana na lamina de vidro;

b) fixar o esfregago na lamina através do calor;

c) cobrir o esfregaco com o corante (safranina ou fuccina) por um minuto;

d) lavar gentilmente a lamina com agua, secar com o calor e observar.

12



3.2 COLORACAO INDIRETA

Na coloracéo indireta ou negativa, o0 meio (lamina) fica corado, pois a célula bacteriana
n&o absorve o corante.

a) fazer um esfregago da suspenséo bacteriana na lamina de vidro;

b) fixar o esfregago na lamina através do calor;

c) colocar uma gota do corante (Nanquim) em uma extremidade da lamina, distante
do esfregaco;

d) com o auxilio de outra lamina, na posicao inclinada, arrastar o Nanquim sobre o
esfregaco, de tal sorte que forme uma pelicula bem fina do corante;

€) secar no ar e observar.

COLORACAO DIFERENCIAL OU DE GRAM

Uma das técnicas mais importantes de coloracdo diferencial para bactéria é a
coloracdo de Gram. Essa técnica foi primeiramente descrita em 1884, pelo médico
dinamarqués Christian Gram. Ele desenvolveu esse método quando estava procurando
meios para localizar células de penumococos em tecido pulmonar de pacientes que
morreram de pneumonia. As principais etapas da coloracédo de Gram séo:

a) fazer um esfregaco da suspensédo bacteriana na lamina de vidro;

b) fixar o esfregaco na lamina através do calor;

c) cobrir o esfregaco com cristal violeta por um minuto;

d) cobrir o esfregagco com solucdo de iodo (30 segundos), que ira fixar o cristal
violeta dentro da célula bacteriana;

e) lavar com alcool, que ira remover o corante da bactéria Gram negativa;

f)  cobrir o esfregaco com safranina (um minuto), que ira colorir as células que foram
descoloridas pela agéo do alcool.

g) Lavar com &gua, secar no calor e observar.

As bactérias que retém o cristal violeta e adquirem uma coloracdo violeta sdo
chamadas de Gram positivas. As bactérias que perdem o cristal violeta com a agédo do
alcool e que adquirem a coloragédo vermelha proporcionada pela safranina séo chamadas de
Gram negativas. Essa diferenca na coloragdo estd relacionada com a espessura e
composi¢do da parede celular dessas bactérias. Durante o processo inicial de coloracdo
descrito acima, h4 a formagdo de um complexo cristal violeta + solu¢do de iodo no interior
da célula bacteriana. Quando a célula de uma bactéria Gram negativa é lavada com alcool,

os lipideos localizados na membrana externa sdo dissolvidos e removidos. Isso promove 0
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rompimento da membrana externa e aumenta a sua permeabilidade. Com isso 0 complexo
cristal violeta + iodo € lavado. A célula descolorida da bactéria Gram negativa adquire a
coloragdo vermelha proporcionada pelo corante safranina. No caso das células de uma
bactéria Gram positiva, o &lcool promove o fechamento dos poros existentes na espessa
camada de peptideoglucano, retendo o complexo cristal violeta + iodo dentro da célula
(Figura 3).

4. METODO PARA DETECCAO DE MOTILIDADE
A motilidade de células bacterianas, que é um indicativo da presenca de flagelos, é

visualizada em uma gota da suspensao bacteriana, observada em uma lamina especial que
possui uma area cdncava no centro. O procedimento denominado “gota pendente” consiste
das seguintes etapas:

a) colocar uma gota da suspenséao bacteriana em uma laminula;

b) inverter a laminula e coloca-la sobre a lamina, de tal sorte que a gota fique
pendente no centro da area céncava;

c) observar a motilidade das células bacterianas

5. EXERCICIOS

1) Quais as formas basicas das células bacterianas e qual seu tamanho médio?

2) Por que as bactérias gram positivas aparecem coradas de azul e as gram negativas

de rosa no método de coloracao de Gram?

3) Quais as principais caracteristicas utilizadas para a identificacdo dos milhares de

espécies de bactérias?

4) Esquematize as bactérias vistas ao microscépio indicando o aumento utilizado.
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3 - REINOS CHROMISTA E FUNGI

1. INTRODUCAO

Existem aproximadamente 10 milhBes de espécies de organismos vivos na face da
Terra, dos quais 0s microrganismos compreendem a grande maioria. Com isso, ha
necessidade de ordenéa-los em grupos baseados nas suas similaridades. O primeiro sistema
de classificacdo de organismos surgiu em meados do século 18, proposto pelo médico e
botanico suico Carolus Linnaeus. Esse sistema possuia dois reinos: Plantae e Animalia.
Nesse sistema, Linnaeus agrupou o0s protozoarios no reino Animalia, e outros
microrganismos dentro do reino Plantae. Esse sistema tornou-se pouco pratico para os
microrganismos, pois alguns deles eram semelhantes as plantas, outros aos animais,
enquanto alguns possuiam caracteristicas de ambos. Em 1866, o zoologista aleméo Ernst
H. Haeckel propds um terceiro reino para solucionar esse problema. Esse reino,
denominado Protista, incluia todos os microrganismos tais como bactérias, algas, leveduras
e protozoarios. A medida que mais informacdes foram sendo obtidas a respeito das
estruturas internas desses microrganismos, o reino Protista passou a ser questionado.

Em meados do século 20, apés a invencdo do microscépio eletrdnico, houve um
avancgo significativo nos estudos das estruturas internas das células. A descoberta mais
importante em termos taxonémicos foi a de que as células podiam ser divididas em duas
categorias, com base no nlcleo: eucari6ticas, que possuem uma membrana celular
envolvendo o nudcleo, separando-o assim do citoplasma e procarioticas, que ndo possuem
o0 material nuclear envolto por uma membrana, sendo entdo disperso no citoplasma. Essa
diferenca foi a base para separar as bactérias de outros reinos de microrganismos, além das
plantas e animais. Bactérias possuem células procariéticas. Algas, fungos, protozoarios,
plantas e animais possuem células eucariéticas.

Em 1969, Robert H. Whittaker expandiu o sistema de classificacdo proposto por
Haeckel e apresentou um sistema composto por cinco Reinos, levando em consideracao as
maneiras pelas quais os organismos obtinham o seu alimento (fotossintese, absorcao e
ingestao) e a sua organizagdo celular (Eucariético/Procariético). Nessa nova classificacéo,
0s organismos procarioticos (bactérias) foram alocados no reino Monera. O reino Protista
incluia os microrganismos eucariéticos unicelulares: algas, protozoarios e fungos limosos.
Organismos eucarioticos superiores foram colocados nos reinos Plantae, Animalia e Fungi.

Antes de 1997 acreditava-se que 0s organismos procariéticos representavam a forma
mais primitiva de um organismo, devido a sua estrutura bastante simples. Por isso, foram
considerados ancestrais dos eucariotos mais complexos. No entanto, Carl Woese e
colaboradores, descobriram que o0s procariotos e eucariotos aparentemente evoluiram a

partir de um ancestral comum, porém por caminhos diferentes. As evidéncias que apoiaram
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essa sugestdo vieram dos estudos do acido nucléico ribossomal (rRNA), que € essencial
para a sintese de proteinas em todas as células vivas. O rRNA de qualquer organismo
possui uma seqléncia especifica de nucleotideos, cujos genes que controlam essa
sequéncia mudaram lentamente durante os bilhdes de anos de evolugdo dos organismos. A
comparacgao das sequéncias de nucleotideos do rRNA permite indicar com maior preciséo o
grau de relacionamento entre eles. Atualmente, a sequéncia do rRNA é usada para discernir
inter-relacdes evolucionarias entre 0s organismos Vvivos, servindo como cronémetro
evolucionério consideravelmente importante. Com isso, ficou claro que havia dois tipos de
bactérias, distintos um do outro, designados archaeobacteria e eubactéria.

A sequéncia molecular do RNA ribossomal revelou uma histéria evolucionaria dos
organismos vivos bem diferente das anteriores, baseadas principalmente nas relacdes
fenotipicas. Assim, verifica-se hoje que a vida celular tem evoluido em trés linhas principais,
tendo duas delas permanecido exclusivamente microbianas e compostas por células
procaridticas. Essas duas linhas sdo Bacteria e Archaea. A linha eucari6tica é chamada
Eukarya. Essas trés linhas, originalmente denominadas reinos, foram mais recentemente re-
denominadas com o nivel taxonémico de dominio.

No Dominio Eukarya, além dos Reinos Protozoa, Animalia e Plantae, também estéo os
microrganismos dos Reinos Chromista e Fungi, cujos representantes serdo estudados em

aulas préticas.

2. REINO CHROMISTA

Os organismos do Reino Chromista sdo unicelulares ou filamentosos, nutrem-se por
fotossintese ou absorcdo, possuem celulose na parede celular e presenca de flagelos
tubulares. Trés filos (divisdes) anteriormente incluidos no reino Fungi sdo hoje aceitas
dentro do reino Chromista: Hyphochytridiomycota; Labyrinthulomycota e Oomycota. Desses,
apenas o ultimo sera motivo de estudo em aula prética devido a sua importancia com agente
causal de doencas de plantas.

Os Oomycotas diferem dos fungos verdadeiros em relagdo a varias caracteristicas
estruturais, bioquimicas, fisiologicas e moleculares. S&o cromistas aquéticos ou terrestres,
de 4gua marinha ou doce, sapréfitas ou parasitas (alguns economicamente importantes para
as plantas). Possuem talo unicelular ou micelial (hifa asseptada), parede celular composta
por B 1-3 e B 1-6 glucana e celulose. Tém como principais estruturas do ciclo assexual o
esporangio, os zoosporos com dois flagelos, o esporangiéforo e a vesicula (em algumas
espécies). Exemplos de Oomycotas que causam prejuizos as plantas s&do: Pythium sp.,

Phytophthora sp, Plasmopara sp. e Peronospora sp (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 4. Estruturas de Pythium sp.: (a) esporangio (vesicula) contendo zoGsporos
imaturos; (b) esporéngio tipico; (c) zodsporos

Figura 5. Estruturas reprodutivas de Phytophthora. Assexuais: (a) esporéangio, (b)

zoosporo, (c) clamidésporo e Sexual: (d).

Figura 6. Estrutura de Peronospora (a) e Plasmopara (b): esporangioéforo e esporangio
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3. REINO FUNGI
Os organismos do reino Fungi s&o unicelulares ou filamentosos (maioria), possuem
hifas asseptadas ou septadas, caracterizados pela nutricdo por absorcdo, parede celular
constituida basicamente por quitina e fase somatica ou vegetativa haploide ou dicarittica.
Os principais filos sdo: Ascomycota; Basidiomycota; e Zygomicota. Incluem-se também os
Fungos Mitosporicos, que sao aqueles cuja reproducdo sexual € desconhecida ou ausente.
Resumo das principais caracteristicas de cada filo é apresentado a seguir.

ZYGOMYCOTA

O filo Zygomycota, classe Zygomycetes, compreende todos os fungos que
produzem zigdsporo (que é um zigoto de origem sexuada), contido em um zigosporangio de
parede espessa. Sao fungos de conjugacao, filamentosos saprofiticos que apresentam hifas
cenociticas (sem septos). Um exemplo é o mofo preto do pédo (Rhizopus nigricans) que
produz esporangiosporo (assexuados) situado no esporangio, que ao se abrir dispersa os
esporangiosporos (aplandsporos), e esses encontrando local adequado irdo germinar
formando um novo fungo (Figura 7). O grupo compreende cerca de 600 espécies de fungos,

gue se desenvolvem principalmente em material vegetal ou animal em decomposigao.
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Figura 7. Estruturas vegetativa e reprodutiva de zigomicetos (Rhizopus).
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ASCOMYCOTA

Os ascomicetos sédo fungos da divisdo Ascomycota que produzem esporos em
corpos de frutificacdo especificos chamados ascos e é um grupo monofilético bem sucedido
de cerca de 12.000 espécies (em 1950). Neste grupo incluem-se quase todos os fungos que
se associam com algas ou cianobactérias para formar liquenes. Este grupo engloba,

também, a maioria dos fungos patogénicos para as plantas.

Estes fungos produzem grandes quantidades de ascos de cada vez, que estdo
contidos numa estrutura (corpo de frutificacdo) chamada de ascocarpo. Os principais tipos
de ascocarpos sdo: peritécio; cleistotécio; apotécio e ascostroma. Em alguns casos o0s
ascos sdo desprovidos de corpo de frutificacdo e por isso sdo denominados ascos nus
(Figura 8). Cada asco produz 8 ascésporos (ou um multiplo de 8), que resultam de uma
mitose seguida de uma meiose. Os nucleos hapléides resultantes estdo cercados por uma
membranas e, eventualmente, por uma parede esporofita. As hifas dos ascomicotas sao
dividas por septos.

Ascos nus

Peritécio

Cleistotécio
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Apotécio

Ascostroma

Figura 8. Corpos de frutificacdo (ascocarpos)

BASIDIOMYCOTA

7

O filo Basidiomycota € um grande taxon do reino dos fungos que engloba as
espécies que produzem esporos exdgenos numa estrutura em forma de bastdo chamada
basidia (Figura 9). Essencialmente o grupo irmao dos Ascomycota, contém cerca de 30 000
espécies (37 % dos fungos descritos). Hoje considera-se que o0s Basidiomycota
compreendem trés grandes classes: os Hymenomycotina (Hymenomycetes; cogumelos), os
Ustilaginomycotina (Ustilaginomycetes; ferrugens dos cereais), e o0s Teliomycotina
(Urediniomycetes; ferrugens). Ocorrem em ambientes terrestres e aquaticos (incluindo o
ambiente marinho) e podem ser caracterizados por possuirem hifas septadas, transportarem
0S esporos sexuais nas basidias, por terem um fase dicaridtica duradoura, e por

apresentarem ligac6es em grampo de conexao.
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Esterigma

Basidiésporos
. Basidia

Lamela Lamela

Figura 9. Basidiocarpo (cogumelo) com diversas lamelas onde estdo situadas as

basidias e os basididporos (esporos sexuais exégenos).
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FUNGOS MITOSPORICOS

7

A maioria dos fungos é classificada com base nas caracteristicas dos corpos de
frutificac@o e nos esporos produzidos durante a reproducgdo sexual. Os fungos mitospadricos,
anteriormente chamados de deuteromicetos ou fungos imperfeitos, sdo aqueles onde o
processo sexual e desconhecido ou inexistente. Esse termo atualmente é usado apenas

informalmente para denotar formas de reproducdo assexuada de membros de Ascomycota
e Basidiomycota.

P
331, 5&

Oidium Monilia Fusicladium Alternaria Helminthosporium Botrytis

Penicillium

Sporodochium Sporodochium Synnema
(Fusarium) (Tubercularia) (Graphium)

Cylindrosporium

y
14 ==

Phyllosticta Cytospora Sphaeropsis Diplodia Septoria

Figura 10. Exemplos de conidi6foros, conidios e corpos de frutificacdo de fungos
mitosporicos
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5. EXERCICIOS

1. Identifiqgue e esquematize as estruturas dos microrganismos (Oomycota e

Zygomicota) observadas ao microscopio 6ptico, colocando legendas e o aumento utilizado.

A)

B)

2. ldentifigue e esquematize as estruturas flngicas observadas nos Ascomicetos,

colocando legendas e o aumento utilizado.

A.
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3. Identifiqgue e esquematize as estruturas fungicas observadas nos Basidiomicetos,

colocando legendas e o0 aumento utilizado.

A)

B)
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4. ldentifique e esquematize as estruturas observadas nos Fungos Mitospoéricos,

colocando legendas e o aumento utilizado.

A)

B)

C)

D)
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4. REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS E MEIOS DE CULTURA DE
MICRORGANISMOS

1. INTRODUCAO

De todos o0s organismos vivos, 0S microrganismos S80 0S mais versateis e
diversificados em suas exigéncias nutricionais. Porém, compartilham algumas necessidades
nutricionais em comum com todos 0s organismos vivos, tais como a necessidade de
carbono, de nitrogénio e de &gua. Logo, em estudos laboratoriais, onde as células
microbianas sdo caracterizadas em relacdo as suas propriedades morfolégicas, fisiologicas
e bioquimicas, h& requerimento de uma variedade de elementos quimicos como nutrientes
de meios de cultivo apropriados. Estes elementos sdo necesséarios tanto para a sintese
como para as fungdes normais dos componentes celulares. Os elementos quimicos
principais para o crescimento dos microrganismos s&o carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, enxofre e fésforo.

Um meio adequado para o desenvolvimento de microrganismos deve incluir as fontes
disponiveis de carbono, nitrogénio, de sais inorgéanicos, e dependendo do organismo, até
mesmo de vitaminas e de outros fatores de crescimento.

Carbono: usado para sintese de carboidratos, proteinas, lipideos;

Fontes de carbono: O carbono além de ser uma fonte de energia, é também fonte
principal de elementos estruturais e funcionais dos microrganismos. As fontes de C
geralmente empregadas sdo monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos.

Os monossacarideos sdo agucares simples, como glucose (dextrose), frutose,
galactose e manose, biologicamente muito importantes para fungos. A glicose é uma fonte
de C universal utilizada pela maioria dos fungos.

Os oligossacarideos sdo acucares derivados de 2, 3 ou 4 hexoses, pela perda da
adgua. Os mais comumente empregados sdo: maltose, celobiose, lactose e sacarose. A ndo
utilizacdo de um dissacarideo pelo fungo indica sua incapacidade de converter este agucar
em hexoses, enquanto os que utilizam um dissacarideo possuem enzimas que o hidrolisam
em aclcares mais simples. A maltose € um produto da hidrélise do amido, sendo utilizado
por quase todos os fungos.

Os polissacarideos sao polimeros de acUcares ou derivados de aclucares. Do mesmo
modo, a utilizacdo destas fontes de C pelos fungos depende da sua capacidade na
producdo de enzimas hidroliticas que degradam estes compostos em aclUcares mais
simples. Portanto, somente os fungos que possuem essas enzimas sao capazes de utilizar a
celulose, o amido e o glicogénio, para seu crescimento e esporulacao.

Nitrogénio: € um importante componente dos aminoacidos e &cidos nucléicos que
sdo utilizados na sintese de proteinas. As células eucaridticas ndo conseguem usar o

nitrogénio atmosférico (N,), somente algumas bactérias conseguem usar o N, dando origem
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a NH,. Portanto, os fungos nédo fixam nitrogénio atmosférico e ndo sobrevivem na auséncia
de uma fonte inorganica ou orgénica deste.

Fontes de nitrogénio: os fungos utilizam o N como elemento estrutural e funcional.
As proteinas sdo compostas de substancias nitrogenadas e constituem a base do
protoplasma. Os fungos diferem na capacidade de utilizar as véarias formas de N, mas todas
as espécies crescem bem em nitrogénio organico, como a asparagina, peptona, caseina,
etc. Alguns crescem melhor quando o N inorgénico é adicionado ao meio de cultura, como
nitrato de potassio, nitrato de sédio, nitrato de célcio, os quais sédo equivalentes, fornecendo
N nitrico, porém os seus efeitos fisiologicos séo diferentes. Do mesmo modo, 0s sais de
amoOnia organicos e inorganicos sao equivalentes, fornecendo N amoniacal. Os sais de
nitrato e de amdnia tém efeitos opostos sobre o pH do meio de cultura. Quando um fungo
consome o nitrato, 0 meio se torna alcalino, porém guando a amoénia é utilizada pelo fungo,
0 meio de cultura se torna mais acido. Em geral, os sais de amonia de &cidos inorganicos
fortes tendem a tornar o meio muito acido, em relacdo aos sais de amodnia de um acido
fraco.

Outros elementos quimicos, também necessarios para a sobrevivéncia de
microrganismos sdo o hidrogénio/oxigénio que se encontram presentes nos muitos
compostos organicos; o enxofre que participa da sintese dos aminoacidos cisteina, cistina,
metionina; o fésforo que é constituinte dos acidos nucléicos e adenosina trifosfato (ATP);
bem como as vitaminas, que sdo também importantes, pois funcionam como coenzimas nas
reacOes enziméaticas (a maioria dos fungos é deficiente para tiamina e biotina).

Além disso, temos o0s micronutrientes — Co, Bo, Mo, etc. que sdo importantes na
ativacao de certas enzimas.

A alteracdo do pH do meio impede o desenvolvimento de certos microrganismos. A
maioria dos fungos cresce melhor em condi¢cdes acidas (pH 5,5 — 6), enquanto que o
crescimento de bactérias €, geralmente, favorecido por condi¢cdes aproximadamente neutras
(pH 6-8).

De um modo geral, os meios pobres em carboidratos e ricos em substancias de
origem vegetal induzem ou aumentam a esporulacdo de fungos fitopatogénicos. Os
substratos sem fontes de nutrientes, como 4gar-agua, sdo comumente usados quando se
deseja que o desenvolvimento do microrganismo em estudo, se dé a partir dos nutrientes

presentes no tecido contaminado, do qual se esta tentando isolar esses organismos.
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2. EXERCICIO
1) Esquematize o exercicio visando a demonstragéo da utilizacdo do nitrogénio
por fungos (na aula sera utilizado o fungo Verticillium sp.). Comente os possiveis resultados

a serem obtidos no exercicio.
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3. MEIOS DE CULTURA

A sobrevivéncia e o suporte da vida dos microrganismos dependem do fornecimento
adequado de nutrientes e de condicBes para o seu crescimento. Quanto aos nutrientes,
grande parte dos microrganismos apenas necessita de substancias sollveis de baixo peso
molecular, usualmente originada pela degradagdo enzimatica de outros nutrientes mais
complexos. Uma solucdo contendo estes nutrientes € designada como meio de cultura. Ha
uma grande quantidade de meios utilizados no isolamento, ha manutencdo e na propagacéo
de culturas puras de bactérias e de fungos fitopatogénicos ou ndo. Um meio adequado para
o desenvolvimento de microrganismos deve incluir as fontes disponiveis de carbono,
nitrogénio, sais inorganicos e, dependendo do organismo, até mesmo de vitaminas e de
outros fatores de crescimento.

Em geral, os meios de cultura séo liquidos, semi-sélidos ou solidos. Um meio liquido
sem agente solidificante € designado por caldo nutritivo. As culturas liquidas sdo usadas
principalmente para aumentar o inéculo de bactérias e de fungos, e para estudar a taxa de
desenvolvimento e as propriedades fisioldgicas dos organismos, quando, por exemplo, a
colénia tem de ser recuperada para pesagem ou para extracdo quimica. Os meios liquidos
raramente sd@o utilizados para fins de identificacdo, porque poucos fungos esporulam bem
nestas solu¢des. Os organismos em cultura liquida podem ser cultivados em meio parado
(estacionario) ou em meio agitado, num aparelho agitador continuo ou em ar estéril
borbulhante. A agitacdo proporciona aeracdo e uniformidade no processo de
desenvolvimento de organismos.

Um caldo nutritivo (meio liquido) suplementado com um agente solidificante,
usualmente o agar, origina um meio sélido ou semi-sélido. O &gar € um extrato de algas
marinhas, um carboidrato complexo que contém basicamente galactose e possui muito
pouco valor nutritivo. O 4gar € muito adequado como agente solidificante porque se liquefaz
a 100 °C e solidifica a 40 °C. Devido a estas propriedades, 0s microrganismos, em especial
0s patogénicos, podem ser cultivados a temperaturas da ordem dos 37 °C sem receios de
liquefacdo do meio solidificado. Um meio de cultura bem solidificado exige uma
concentracdo de 4gar da ordem dos 1,5 a 1,8 %. Uma concentracdo inferior a 1% resulta
num meio semi-sélido.

Os meios sélidos normalmente s&o utilizados no isolamento de bactérias e de fungos
para fins de identificacdo e de preservacdo de culturas. A grande vantagem e utilidade do
meio soélido residem no fato da existéncia de uma superficie dura, em que o0s
microrganismos podem crescer adequadamente para o isolamento de coldnias separadas.
Uma colénia bem definida e isolada constitui uma cultura pura. Além disso, 0 meio com &gar
dissolvido a temperatura elevada, pode ser distribuido por tubos de ensaio que, depois

solidificado, servem para cultura em profundidade, para teste da producdo de gas ou, em
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meio inclinado para cultura em rampa, para teste de caracteristicas ou preservacao de
culturas.

A maioria dos meios se enquadra em trés categorias: 1) sintético ou definido, 2) semi-
sintético, e 3) natural ou complexo.

Os meios sintéticos ou definidos séo constituidos de ingredientes cuja composicao e
concentragcdo quimica & conhecida. Esses meios sdo Uteis nos estudos fisiologicos e
descritivos, quando se torna necessario repetir exatamente um lote anterior do meio de
cultivo ou registrar os efeitos da retirada ou acréscimo de determinada substancia.

Os meios semi-sintéticos assemelham-se aos meios sintéticos quanto a possuirem um
conjunto conhecido de ingredientes. Porém, apresentam a diferenca de que, pelo menos
alguns dos ingredientes sdo de composicao desconhecida ou variavel. Um meio sintético, no
qual todos os ingredientes sao definidos quimicamente, pode ser transformado em semi-
sintético, acrescentando-se uma determinada substancia, como extrato de levedura. Sabe-
se que o extrato de levedura contém certas vitaminas, mas desconhecem-se as
guantidades exatas ou a existéncia de outras substancias que podem estar presentes. Os
meios semi-sintéticos sdo amplamente utilizados nos trabalhos de rotina e oferecem opcéo
entre 0os meios sintéticos e naturais.

O meio natural ou complexo é composto, parcial ou integralmente, por produtos
naturais, como partes de plantas (folhas, brotos, tubérculos, etc) ou de infusbes ou de
extratos de materiais de origem vegetal ou animal. Os meios naturais sdo muito bons e
proporcionam a esporulacdo de fungos que, de outra forma, poderia ndo ocorrer. Sua
principal desvantagem é que podem diferir, significativamente, de lote para lote, ndo

fornecendo assim resultados experimentais confiaveis.

Exemplo de cada um destes dois
Gltimos tipos de meio sao
apresentado a seguir.Meio definido

NaNO, 0.1g/L
K;HPO, 0.5¢g/L
CaCO; 5.0 g/L
MgSO, — 7H,0 0.2 g/L
FeSO,— 7H,0 0.005 g/L
NaCl 0.5 g/L

Meio semi-sintético

Triptona 5.0 g/L
Extrato de levedura 2.509/L
Glucose 1.0g/L
Agar 15.0 g/L
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Além destes, os meios de cultura podem também ser classificados de outras formas:

<> Meios enriguecidos: O enriquecimento se faz de modo a favorecer o

crescimento de determinado organismo. Contém alguns importantes fatores de crescimento

como vitaminas, aminoacidos ou componentes do sangue.

<> Meios seletivos: A utilizacdo deste tipo de meio permite a selecdo de um
microrganismo particular de uma populacdo em que 0S microrganismos presentes nao
conseguem crescer. Os aditivos para tornar estes meios seletivos sdo os antibioticos ou

outros compostos toxicos;

7

x5 Meios diferenciais: Como o nome indica este tipo de meio permite a

separacdo de microrganismos de diferentes caracteristicas, como a coloragdo das col6nias
ou da regido envolvente do meio de cultura.

X Meios salinos minimos: Sao meios quimicamente definidos que contém

apenas 0s sais inorganicos indispensaveis ao crescimento bacteriano (o exemplo de meio
sintético apresentado anteriormente € um meio salino minimo).

Alguns meios podem ser considerados, simultaneamente, pertencerem a mais de uma
das categorias indicadas. Um agar salino de manitol, por exemplo, € um meio complexo,
diferencial e seletivo.

Nas primeiras tentativas para isolar um patdégeno desconhecido, com frequéncia
utiliza-se um meio padréo de isolamento. Por exemplo, agar nutritivo (NA) para bactérias e
agar-agua (AA) ou batata-dextrose-agar (BDA) para fungos causadores de doencas em
plantas. Outros meios mais especificos também podem ser utilizados tanto para fungos
como para bactérias. O exame microscopico do tecido infectado, freqlientemente, indica o
“tipo” de patégeno envolvido — se fungo, bactéria ou actinomicetos, sugerindo desta forma,

0S meios provaveis a serem utilizados.
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4. EXERCICIO

Preparo do meio de batata-dextrose-agar (BDA)

- BDA é um meio semi-sintético: composto em parte de material natural de

composi¢cao desconhecida e em parte de substancias conhecidas.

- BDA é um meio ndo seletivo: permite o desenvolvimento de ampla gama de

microrganismos.

- Preparo: pesar 1,5 g de agar, 1,5 g de dextrose (glicose), juntar com 100 mL de caldo
de batata cozido (200 g de batata/ litro de agua) contidos no Erlenmeyer. Fechar com
tampédo de algodao, cobrir o bocal com jornal e anotar o niUmero do balcdo. Esterilizar em
autoclave. Apos esterilizacdo, verter em 3 placas de Petri, esterilizadas, no interior de
camara asséptica. Anotar nas placas o numero do balcdo/turma e examinar na aula
seguinte. Observe as placas de Petri contendo meio BDA. Caso algumas placas apresentem
o crescimento de fungos e bactérias contaminantes, comentem as possiveis causas e como

resolvé-las.

- Observar o funcionamento da autoclave, estufa para esterilizagcdo de vidrarias e

camara asséptica ou de fluxo laminar.

1) Diferencie os meios sintéticos dos meios complexos.

2) O que é agar?

3) Com relagé@o ao crescimento de bactérias e fungos em meios de cultivo: a) qual o
pH mais adequado para esses microrganismos? B) Qual a preferéncia desses

microrganismos em relacdo a quantidade de proteinas e carboidratos no meio?
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5. CULTIVO E CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS

1. INTRODUCAO

Ao longo do tempo, os cientistas aprenderam a cultivar muitos tipos de
microrganismos em laboratorio, fazendo-os crescer e mantendo-os Vviaveis. Os
microrganismos s&o cultivados em meios de cultura, que contém nutrientes, como dito
anteriormente. Além disso, um meio fisico apropriado deve ser fornecido para um
crescimento 6timo. Os microrganismos apresentam grandes diferencas com relacdo as
condicdes fisicas requeridas para o crescimento. Dentre estas, destacam-se a temperatura,
oxigénio, pH e luz.

A maioria dos microrganismos cresce bem nas temperaturas ideais para 0s seres
humanos. No entanto, certas bactérias sdo capazes de crescer em temperaturas extremas,
onde a maioria dos organismos eucarioticos nao sobreviveria. Algumas espécies crescem
em temperaturas préximas a ponto de congelamento da &agua, outras crescem em
temperaturas téo altas quanto 110 °C. J& o oxigénio é essencial para alguns, porém téxico
para outros. A maioria das bactérias cresce melhor em pH neutro, mas o pH preferido para o
crescimento dos fungos € o acido. Sendo assim, as condic¢des fisicas devem ser ajustadas
no laboratério para satisfazer as necessidades especiais de crescimento das espécies. Uma
vez que as necessidades fisicas e quimicas sao satisfeitas, € possivel estudar o modo de
crescimento e reproducdo de uma espécie de microrganismo. Os microbiologistas devem
conhecer quais sdo as necessidades especificas dos microrganismos para o crescimento,
satisfazer estas necessidades e verificar as culturas para ter certeza de que o0s

microrganismos estéo se desenvolvendo.

2. TEMPERATURA

A temperatura tem uma grande influéncia no crescimento dos microrganismos. ISso
ndo € surpresa, jA que todos os processos de crescimento sdo dependentes de reacdes
quimicas que sao afetadas pela temperatura. Ao contrario das células de um mamifero, que
crescem em uma variacdo de temperatura relativamente pequena (préximo a 37 °C), os
microrganismos podem crescer em uma faixa muito maior de temperatura. Entretanto, esta
variacdo pode ser maior para alguns que para outros. Por exemplo, a variacdo para o
Bacillus subtilis é de 8 a 53 °C, uma variacdo de 45 °C.

Em temperaturas mais favoraveis para o crescimento, o nimero de divisdes celulares
por hora, chamado de taxa de crescimento, geralmente dobra para cada aumento de
temperatura de 10 °C. Este comportamento de crescimento é similar ao da maioria das
reacdes catalisadas por enzimas, dando suporte ao principio de que o crescimento € o
resultado de uma série de reac¢des enzimaticas. A temperatura na qual uma espécie de

microrganismo cresce mais rapidamente € a temperatura 6tima de crescimento.
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Cada espécie de microrganismo apresenta para seu crescimento uma temperatura
minima, otima e maxima. Estas sdo conhecidas como temperaturas “cardinais”. As
temperaturas cardinais de uma espécie particular podem variar no ciclo de vida do
microrganismo e de acordo com o contetudo nutricional do meio. A temperatura pode afetar
a taxa de crescimento, assim como o tipo de reproducdo. A temperatura Gtima para o
crescimento pode ndo ser necessariamente a temperatura 6tima para toda atividade celular.

Quando se elabora um gréfico relacionando a resposta do crescimento com a variagao
de temperatura, pode-se observar que a temperatura Otima de crescimento esta,
normalmente, deslocada para perto da variagdo maxima de temperatura e, acima desta a
velocidade de crescimento decresce rapidamente. Este decréscimo acontece provavelmente
porgque a alta temperatura inativa sistemas enzimaticos necessarios a célula.

O crescimento 6timo (reproducdo mais rapida) é representado pela parte superior da
curva. As velocidades de reproducédo decrescem rapidamente quando a temperatura esta
pouco acima do 6timo. Nas variacdes extremas da temperatura a velocidade de reproducao
€ muito menor que na temperatura 6tima.

Os fungos mostram grande diversidade de comportamento nas variagbes de
temperatura e ao poder de resisténcia ao frio e ao calor. A temperatura ndo s6 influi no
crescimento da parte vegetativa como também no tamanho e nimero dos esporos. Os
fungos podem em temperaturas desfavoraveis, principalmente frias, permanecer em estado
de vida latente, germinando ou voltando a desenvolverem-se desde que as condi¢cfes de
temperatura se tornem propicias.

Em relacdo ao 6timo de temperatura de um fungo, é importante considerar trés fases
do desenvolvimento: 1) germinagdo do esporo; 2) desenvolvimento do micélio e 3) formacao
de novos esporos. A temperatura 6tima para o desenvolvimento do micélio pode nao ser
Otima para a formacdo dos esporos e germinacdo destes. Deste fato decorre certa
dificuldade para se determinar a temperatura 6tima no desenvolvimento completo de um
fungo, levando naturalmente em conta a germinacdo do esporo, o desenvolvimento do
micélio e a formacdo de novos esporos. De maneira geral, o 6timo, para quase todos 0s
fungos, estd compreendido entre 20 e 30 °C. As altas temperaturas provocam a morte das
células vegetativas, e em temperaturas superiores a 40 °C poucos fungos se desenvolvem.
Além disso, as altas temperaturas podem provocar as mutacdes e variagdbes comuns neste
grupo de microrganismos. O estudo da resisténcia dos fungos as altas temperaturas e a
determinacdo do ponto de morte pelo calor € interessante para a aplicacdo do calor no

controle das doencas provocadas pelos fungos.
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2.1. Classificagcdo dos microrganismos quanto a temperatura necesséria para o
crescimento

Os microrganismos podem ser divididos em trés grupos primarios, de acordo com a
variacdo de temperatura na qual crescem melhor: 1) Psicréfilos ou microrganismos que
crescem em baixas temperaturas; 2) Mesofilos ou microrganismos que crescem em
temperaturas moderadas e 3) Termofilos ou microrganismos que crescem em altas

temperaturas (Figuras 11 e 12).

* Psicroéfilos: microrganismos que crescem melhor em temperaturas de 15 a 20 °C,

embora possam crescer em temperaturas mais baixas. Alguns morrem se forem expostos a
temperatura ambiente (por volta de 25 °C) por um tempo curto. As razdées fisiolégicas para
as baixas temperaturas requeridas por esse grupo estrito ndo sdo completamente
compreendidas. Entretanto, se a temperatura € muito alta, certas enzimas e/ou a membrana
citoplasmética podem ser danificadas. As enzimas de células psicrofilas sdo catalisadoras
mais eficientes nas reacdes que ocorrem em temperaturas baixas. Tais células também sao
capazes de transportarem solutos através da membrana citoplasmatica em temperaturas
baixas.

Existem bactérias, fungos, algas e protozoarios que s&o psicrofilos. Eles sdo
encontrados em aguas frias e solos tais como 0s oceanos e as regifes polares. A maioria
dos microrganismos marinhos pertence a esse grupo. Em temperaturas de 4 a 10 °C, os
microrganismos psicroéfilos deterioram o alimento estocado por periodos prolongados. Entre
as bactérias, muitas psicrofilas sdo membros do género Pseudomonas, Flavobacterium e
Alcaligenes.

Os psicrofilos foram inicialmente caracterizados como organismos capazes de crescer
a 0°C. No entanto, existem dois grupos diferentes capazes de crescerem nesta temperatura.
Um grupo, contendo somente os psicroéfilos, pode crescer a 0 °C, mas sua temperatura
6tima de crescimento se localiza em 15 °C. A maioria desses organismos € extremamente
sensivel a altas temperaturas, sendo incapaz de crescer, por exemplo, a 20 °C. S&o os
organismos encontrados principalmente nas profundezas dos oceanos e em certos locais da
regido Artica e, em geral, ndo causam problemas na preservacdo dos alimentos. O outro
grupo de organismos capaz de crescer a 0 °C apresenta seu crescimento 6timo nas
temperaturas de 20 a 30 °C. Estes tipos de organismos aparecem mais freqlientemente que
os psicroéfilos e como podem crescer em temperaturas utilizadas em refrigeradores sdo mais
encontrados em alimentos estragados. Esses organismos sao conhecidos como

psicrotréficos e sao responsaveis pela degradacao dos alimentos.

z

* Mesofilos: A maioria dos microrganismos € mesdfilo, crescendo melhor em

temperaturas que variam de 25 a 40 °C. As bactérias sapréfitas, os fungos, as algas e os

protozoarios crescem no limite minimo da variacdo de temperatura mesofilica. Os

35



microrganismos parasitarios de humanos e animais crescem no limite maximo dessa
variacdo. Aqueles que sdo patogénicos para o homem crescem melhor em torno da
temperatura corporal, que é 37 °C. A temperatura 6tima de crescimento de muitas bactérias
patogénicas fica em torno de 37 °C e, portanto, as incubadoras empregadas em laboratérios
clinicos utilizam normalmente esta temperatura. A temperatura elevada de uma febre pode
inibir o crescimento de alguns patégenos.

Entre os mesofilos encontramos a maioria dos organismos que comumente degradam

os alimentos e que sdo patogénicos.

» Termofilos: A maioria dos terméfilos cresce a temperaturas em torno de 40 a 85 °C,

mas eles crescem melhor entre 50 e 60 °C, aproximadamente a temperatura da agua
presente em uma panela de agua quente. Esses microrganismos podem ser encontrados
em areas vulcanicas, em mistura de fertilizantes e em nascentes quentes. A maioria dos
microrganismos termofilicos € procariético, sendo que nenhuma célula eucaridtica
conhecida cresce em uma temperatura superior a 60 °C (Figura 12).

Um fato impressionante é que muitos termdfilos ndo sdo capazes de crescer em
temperaturas abaixo de 45 °C. Existem muitos fatores que capacitam os termdfilos, como o
Bacillus stearothermophilus, a crescer em temperaturas elevadas. As enzimas dos
termdfilos sdo produzidas mais rapidamente que as enzimas dos mesofilos, por isso agquelas
que sdo danificadas pelas altas temperaturas sdo rapidamente substituidas. Entre os
procariotos, certas arqueobactérias sdo capazes de crescer acima do ponto de ebulicdo da
agua. Por exemplo, o Pyrodictium occultum pode crescer a 110 °C, o Pirococcus woesei
cresce a 104,8 °C e o Thermococcus celer cresce a 103 °C. Estes organismos tém sido
isolados de sedimentos proximos as fendas do solo oceanico, que esguicham aguas
superaquecidas. Os ribossomos, as membranas e as varias enzimas das bactérias
termdfilas funcionam melhor a altas temperaturas que a baixas temperaturas. A perda de
funcdo da membrana citoplasmatica em baixas temperaturas pode ser o que determina a
temperatura de crescimento minimo dos termofilos.

Os endoésporos formados pelas bactérias termofilicas normalmente sao resistentes ao
calor podendo sobreviver ao tratamento por aguecimento utilizado em alimentos enlatados.
A elevacdo da temperatura nos alimentos estocados pode permitir a germinacdo destes
endodsporos, desta forma degradando os alimentos. No entanto, estes termdfilos ndo sdo
considerados um problema de saude publica.

A figura 12 classifica alguns microrganismos quanto a temperatura necessaria para o
seu crescimento. Os procariotos sdo mais versateis, com a habilidade de crescer entre a
temperatura de 0°C a 100 °C. Os Uunicos microrganismos capazes de crescer em

temperatura acima de 92 °C séo as Archaea.
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3.LUZ

Para os organismos autotrofos fotossintetizantes, a luz € necessaria. Por outro lado
tem pouco efeito evidente no crescimento da maioria das bactérias e fungos, embora possa
ter um efeito muito importante na dispersdo de esporos e na maturacédo de fungos. E sabido
que o raio ultravioleta do espectro solar tem grande poder germicida. As bactérias e muitas
outras células vivas sao suscetiveis a luz ultravioleta (também aos raios-X), que
prontamente as matam. A exposicdo a doses subletais pode causar mutagbes. A luz
ultravioleta freqlientemente é utilizada para esterilizagao.

E impossivel generalizar sobre o efeito da luz no crescimento dos fungos. Muitas
espécies crescem igualmente na luz ou no escuro, outras sdo estimuladas definitivamente
pela luz, ainda outras sédo afetadas negativamente pela luz. Podemos afirmar que a luz influi
diferentemente sobre o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo; na primeira fase, os
fungos preferem a obscuridade ou luz difusa para desenvolver o micélio, e, na segunda,
procuram a luz para formar as frutificagbes. Certos fungos hialinos, quando expostos
diretamente a luz, morrem.

Denomina-se fototropismo a influéncia da luz na dire¢éo do crescimento. Os corpos de
frutificacdo de alguns fungos sdo orientados para a luz, e é possivel que em tal caso o
fototropismo represente uma adaptacdo para melhor disseminagcdo dos esporos. O
desenvolvimento vegetativo € quase sempre negativamente fototropico. Estas respostas ao
estimulo da luz sdo admiravelmente adaptadas a fim de permitir aos érgdos de reproducéo,
que sdo produzidos ou dispostos irregularmente no substrato, liberar seus esporos, de
maneira que escapem livremente para o ar. De maneira geral, a luz mostra ao fungo o
caminho para o espaco onde ele deve lancar seus esporos.

E pratica comum nos laboratérios expor as placas contendo fungos a luz, a fim de
provocar a formacao das frutificagcbes em fungos que na escuriddo ou luz difusa s6 formam

0 sistema vegetativo.

4. OXIGENIO

Os microrganismos variam em sua necessidade ou tolerancia a oxigénio. Dessa
forma, os microrganismos podem ser divididos em quatro grupos dependendo da resposta
ao oxigénio. 1) Aerbdbios sdo espécies que normalmente requerem O, para o crescimento e
podem crescer em atmosfera padrdo de 21 % de O,; 2) Microaerdéfilos sdo organismos
que, assim como os aerébios, podem utilizar O, nas rea¢des quimicas para a produgéo de
energia. Entretanto, ao contrario daqueles, eles ndo podem resistir a niveis de O, (21 %)
presentes na atmosfera e normalmente crescem melhor em niveis de O, variando de 1 a 15
%; 3) Anaerdbios sdo espécies que podem ser mortos pelo oxigénio, ndo podem crescer
em presenca do ar e nao utilizam oxigénio para as rea¢fes de producdo de energia. Alguns

anaerdbios podem tolerar baixas concentracdes de O,, mas anaerobios estritos sdo mortos
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por uma breve exposi¢ao ao gas; 4.) Facultativos sdo aqueles que crescem na presenga de
O, ou podem também crescer em anaerobiose. Eles ndo requerem oxigénio para o
crescimento, embora possam utiliza-lo para a produgcdo de energia em reag6es quimicas.
Sob condi¢cdes anaerobicas, eles obtém energia por um processo metabdlico chamado
fermentacdo. Ex. géneros da familia bacteriana Enterobacteriacea (Escherichia coli),
leveduras (Saccharomyces cerevisae).

5. PH

Ao contrério da temperatura 6tima, o pH 6timo para o crescimento encontra-se no
valor mediano da variacdo de pH sobre o qual o crescimento acontece. O pH 6timo é
normalmente bem definido para cada espécie. A maioria dos ambientes naturais possui
valores de pH entre 5 e 9, e dentro desse alcance, encontram-se a maioria dos
microrganismos. Poucas espécies podem crescer em valores de pH abaixo de 2 ou maior
que 10. Os organismos que sobrevivem em pH baixo sdo denominados de acidofilos. E os
que sobrevivem em pH alto, as vezes superior a 10-11, sdo conhecidos como alcalifilos.

Para o microrganismo crescer em meio acido ou basico (alcalino), este deve ser
capaz de manter o seu pH intercelular proximo a neutralidade a fim de prevenir a destruicdo
de macromoléculas na célula, sendo que, o pH 6timo ao crescimento representa o pH do
ambiente extracelular.

Entre as Eubacterias e Archaea hd uma ampla variacdo do pH 6timo para o
crescimento, podendo variar de 0 a 11. J& crescimento da maioria das bactérias de solo é
requerido o pH proximo ao neutro. Fungos filamentosos crescem melhor na variagdo de pH
de 4 a 6.

Quando os microrganismos em crescimento ativo séo cultivados em meio de cultura,
o pH do meio sofrerda alteracdes a medida que os compostos acidos ou alcalinos séo
produzidos. Esta mudanca no pH pode ser tdo grande que o crescimento posterior € inibido;

tais variacdes sao prevenidas pela adicdo de tampao ao meio.
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6.

EXERCICIOS
1) Influéncia da temperatura

Placas de Petri contendo BDA deverao receber um disco de meio contendo micélio

(0,5 cm diametro) de Sclerotinia sclerotiorum. As placas, em namero de 3 por balcdo, serdo

marcadas (turma/balcdo/temperatura) e incubadas no escuro a 5, 20 e 30 °C durante duas

semanas. Apos o periodo de incubacado, o crescimento vegetativo (diametro da coldénia em

cm) nas diferentes temperaturas serd avaliado em aula, sendo os resultados obtidos

discutidos no tocante ao efeito da temperatura nesses processos.

Avaliacdo _dos resultados — Anotar no quadro a seguir o didametro (em cm) do

crescimento da colbnia fungica e o numero de esclerédios produzidos nas diferentes

temperaturas.
Balcao 5°C 20°C 30°C
Diametro Numero de | Diametro NuUmero de | Diametro Ndamero de
esclerédios esclerédios esclerédios
1
2
3
4
5
Média

2) Descreva os trés grupos de microrganismos conforme a variagdo de temperatura na

qual eles crescem.
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3) Influéncia da luminosidade

Placas de Petri contendo BDA deverdo receber um disco de meio contendo micélio

(0,5 cm diametro) de Alternaria tenuis. As placas, em numero de 2 por balcdo, serdo

marcadas (turma/balcdo) e incubadas sob fotoperiodo c/ luz UV ou escuro (embrulhar a

placa de Petri ¢/ papel aluminio) a 20-22 °C durante duas semanas. Apds o periodo de

incubacdo, o crescimento vegetativo (didmetro da colénia em cm) e o numero de

esporos/mL serdo avaliados em aula, sendo os resultados obtidos, discutidos no tocante ao

efeito da luz nesses processos.

Célculo do n° de esporos / campo — adicionar volume fixo de agua (1-5 mL) nas

placas, raspar a superficie da colénia com alca de vidro e contar o nimero de esporos /

campo (escolher aumento adequado).

Avaliacdo dos resultados: Anotar na tabela a seguir, o didmetro (em cm) do

crescimento da col6nia fungica e a esporulac@o na presenca e na auséncia de luz.

BALCAO COM LUz SEM LUZ
Diametro (cm) Esporulacéo (n° Diametro (cm) | Esporulacéo (n°
esporos/campo) esporos/campo)
1
2
3
4
5
Média
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4) Influéncia do oxigénio
Placas de Petri contendo BDA deverao receber 30 uL de suspensédo bacteriana, que
severa ser espalhada com o auxilio da algca de Drigalsk. Em seguida, deverdo flambar 3
laminulas e coloca-las sobre o meio de cultura. As placas, em nimero de 2 por balcéo,

serdo marcadas (turma/balcdo) e incubadas por uma semana em temperatura ambiente.

Apbs esse periodo as placas serdo avaliadas em aula.

5) Descreva os quatro grupos fisiolégicos dos microrganismos baseados na resposta

ao oxigénio livre.

6) Qual é a variagdo de pH ideal para o crescimento da maioria das bactérias? E dos

fungos?

7) Considerando o pH do ambiente e o da célula, qual a diferenca entre acidofilo e

alcalifilos? Em qual condicéo eles sao similares?
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6 - CONTROLE QUIMICO E FiSICO DE MICRORGANISMOS

1. INTRODUCAO

Podemos citar inumeras fungBes benéficas de microrganismos para o ambiente,
dentre elas, a producdo de antibibticos, reciclagem de matéria organica na natureza,
simbiose com espécies vegetais, e varios outros exemplos. Entretanto, sabe-se que muitos
microrganismos podem ser prejudiciais em diversas situacdes, podendo atuar como agentes
patogénicos ou como agentes degradantes de materiais de importancia econémica (tecidos,
madeiras, alimentos, etc). Sendo assim, torna-se necessario a tomada de medidas que
atuem no controle de microrganismos. As principais razdes para o controle de

microrganismos podem ser resumidas como se segue:

<> Prevenir a transmissdo de doenca e infec¢ao;
<> Prevenir a contaminac¢do ou crescimento de microrganismos nocivos;
X Prevenir a deterioracdo e dano de materiais por microrganismos.

Os microrganismos podem ser removidos, inibidos ou mortos por diferentes agentes
gquimicos ou fisicos. Uma grande variedade de técnicas e de agentes pode ser utilizada,
agindo de modos diferentes e tendo seu proprio limite de aplicagéo pratica.

Esses agentes antimicrobianos inibem ou matam os microrganismos pela destruicéo
de certas estruturas das células, como a parede celular ou a membrana citoplasmatica ou
substancias presentes no citoplasma, como enzimas, ribossomos ou material nuclear. O
conhecimento do mecanismo de agdo de uma agente antimicrobiano € de grande valor para

tomar decis6es de aplicacdes praticas.

2. AGENTES QUIMICOS
Os agentes quimicos sdo usados para matar ou inibir o crescimento de

microrganismos em tecidos vivos (como anti-sépticos) e em objetos inanimados (como
desinfetantes). Ha centenas de diferentes produtos quimicos utilizados para o controle de
microrganismos. No entanto, nenhum agente quimico Unico é o melhor ou o ideal para
qualquer ou toda finalidade. Dessa forma, algumas especificacbes podem orientar a
preparacdo de novos compostos e devem ser consideradas nos métodos de avaliacdo dos
desinfetantes destinados ao uso pratico. Essas especificagcbes sao:

- atividade antimicrobiana em baixas concentracoes;

- solubilidade em &gua ou em outros solventes (como o alcool);

- estabilidade;

- auséncia de toxicidade ao homem e animais;

- homogeneidade;

- inativacdo minima por material estranho (proteinas ou organicos);

- atividade em temperatura ambiente ou corporal;
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- poder de penetracéo;

- auséncia de poderes corrosivos e tintoriais;

- desodorizante;

- capacidade detergente;

- disponibilidade e baixo custo.

Os agentes antimicrobianos utilizados para desinfeccdo ou anti-sepsia sdo divididos
em Vvarios grupos: fenol e compostos fendlicos, alcoois (alcool etilico e isopropilico),
corantes, halogénios (iodo e cloro), metais pesados e seus compostos, detergentes,
compostos quartenarios de aménio, biguanidas, e aldeidos (formaldeidos e glutaraldeidos).
A Tabela 1 apresenta um resumo dos principais agentes quimicos e seu mecanismo de

acao no controle de microrganismos.

TABELA 1. Mecanismo de agdo de alguns agentes quimicos.

Agente Mecanismo de acéo
Alcool Desnaturam proteinas e rompem a membrana lipidica.
Aldeidos Inativam proteinas formando liga¢cdes cruzadas covalentes

com varios grupos funcionais orgéanicos.

Compostos quart. de Desnaturam proteinas das células, interferéncia com os

amonio processos metabolicos e lesdo da membrana citoplasmatica.

Fenol e seus derivados Lesam as células microbianas pela alteracdo da
permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica,
causando perda das substancias intracelulares vitais, além
disso, desnaturam e inativam as proteinas.

Halogénios O iodo e seus componentes destroem compostos metabdlicos
essenciais por meio da oxidacédo. O cloro e seus derivados
impedem o funcionamento do sistema enzimético celular.

Metais pesados Inativam as proteinas celulares combinando-se com algum
componente da proteina, por exemplo, o cloreto de mercurio
inativa enzimas que contém grupos sulfidrilas (-SH).

3. AGENTES FisSICOS:

Em condicbes naturais, as alteracfes das condi¢cdes ambientais podem apresentar
efeitos inibitérios seletivos ou mesmo letais aos microrganismos, no entanto, a proporcao
dessa inibicdo ou morte de microrganismos depende, em parte, da intensidade das
condi¢Bes fisicas. Devido a necessidade de eliminagdo de populagBes microbianas,
numerosos agentes fisicos podem ser escolhidos para essa finalidade. A Tabela 2 lista

alguns desses agentes e seu mecanismo de acéo.
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TABELA 2. Mecanismo de acdo dos agentes fisicos.

Agentes Mecanismo de acao

Temperatura alta

1. Calor umido - vapor d’agua Desnaturacao proteinas
2. Calor umido - agua fervente Desnaturacao proteinas
3. Calor umido - pasteurizacao Desnaturacao proteinas
4. Calor seco - chama direta Queima os contaminantes até se tornarem cinzas
5. Calor seco - incineracéo Queima até se tornarem cinzas
6. Calor seco - ar quente Oxidacao
Temperatura baixa
1. Refrigeracdo Reducdo das reacdes quimicas e possiveis
alteracdes nas proteinas
2. Congelamento Reducdo das reacdes quimicas e possiveis
alteracdes nas proteinas
3. Liofilizacéo Reducdo das reacdes quimicas e possiveis
alterag6es nas proteinas
Radiacéo
1. lonizante Destruicdo do DNA por raios gama e raios X
2. N&o ionizante Lesdo ao DNA pela luz UV com lampada UV
(germicida)
Filtrac&o Separac¢do das bactérias do liquido de suspensao
Dessecacéo Interrupcéo do metabolismo
Pressédo osmotica Plasmolise

3.1. Temperatura

Altas e baixas temperaturas realizam papel importante no controle de
microrganismos. A temperatura elevada, combinada com alto grau de umidade representa
um dos métodos mais efetivos para a destruicdo dos microrganismos. Em qualquer
processo antimicrobiano, € importante distinguir o calor seco e umido. O calor umido (vapor
d’agua sob pressao, agua fervente, pasteurizacdo) mata os microrganismos por coagulagéo
de suas proteinas e € muito mais rapido e eficiente do que o calor seco (forno), o qual
destr6i os microrganismos por oxidacdo de seus constituintes quimicos. O método que
utiliza temperaturas extremas para matar 0s microrganismos € a incineracdo, o qual é
utilizado para a eliminacdo de carcacas de animais de laboratério infectadas ou de materiais
contaminados. A destruicdo de microrganismos pelo calor direto é, também, praticada
rotineiramente quando a agulha de inoculacédo (ou alca de platina) € levada & chama de um

bico de Bunsen.
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As temperaturas inferiores ao ponto 6timo de crescimento diminuem o ritmo
metabdlico e, sendo a temperatura suficientemente baixa, cessa 0 metabolismo e o

crescimento, entretanto, ndo mata o microrganismo.

3.1.1. Calor Umido

O aparelho mais usado para esterilizar vidrarias e meios de cultura é a autoclave
(Figura 13). As autoclaves trabalham & semelhanca de panelas de pressdo domésticas. As
autoclaves de laboratério operam normalmente sob uma pressédo de 1 atmosfera a uma
temperatura de 121 °C, esterilizando a maioria dos materiais em 15-30 minutos. Sendo a
variagdo do tempo de esterilizagdo devida a relagdo superficie/volume dos materiais a
serem esterilizados.

Aspectos da esterilizagdo por calor umido:

- Temperatura

Uma temperatura de 121 °C oferece uma boa margem de seguranca se for mantida
durante um periodo de tempo apropriado. Os enddsporos das bactérias sdo as formas de
vida mais resistentes ao calor, e a sua destruigdo pode ser conseguida se for aplicado vapor
sob pressao.

- Umidade

A umidade em conjunto com temperaturas amenas coagula o protoplasma bacteriano,
e a medida que esta é removida, a temperatura necessaria para haver coagulacdo deve ser
elevada rapidamente. Se o vapor for sobre aquecido ficara mais "seco", 0 que ocasionara
um aumento da temperatura e do tempo de exposicdo para a esterilizacdo, que em situacéo
extrema de esterilizacdo em calor seco sera de 170 °C durante uma hora. Em concluséo,
vapor excessivamente quente perde alguma da sua eficiéncia como agente letal além de
poder danificar os materiais a serem tratados.

- Presséo

A pressao, nos valores usados na autoclave, por si s6 ndo exerce qualquer efeito na
esterilizacdo, sendo util para elevar a temperatura do vapor acima dos 100 °C.

- Tempo

O tempo é necessério para que O vapor penetre e aquega 0S materiais a serem
esterilizados. Mesmo quando as temperaturas de esterilizacdo sdo atingidas, os esporos (e
as células vegetativas) ndo sdo todos mortos de uma vez. A velocidade de morte € uma
constante a uma dada temperatura, e para cada unidade de tempo de exposi¢cdo ao agente
letal, uma propor¢cdo constante de uma dada populacdo € morta. Normalmente sao
necessarios de 11 a 12 minutos a 121 °C (calor umido) para matar os enddsporos das

bactérias termofilicas.
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- Purga

O ar relativamente frio na camara de esterilizacdo € muito mais pesado que o vapor a
temperatura de esterilizacdo. Se ndo for permitida a saida do ar cria-se uma estratificacéo
na autoclave que conduz a uma falta de uniformizacdo das temperaturas desenvolvidas.
Uma vez que o0 ar e 0 vapor sao lentos a misturarem-se, a diferenga de temperatura entre
camadas pode ser muito grande, por isso a necessidade de se substituir todo o ar por vapor
(purga).

- Natureza do carregamento

Geralmente, os materiais mais volumosos requerem um maior tempo de esterilizagcéo,
sendo preferivel esterilizar pequenos volumes de cada vez (Tabela 3). Por exemplo, é
preferivel esterilizar 5 baldes de um litro cada do que esterilizar apenas um baldo com cinco
litros. Os frascos devem ser tapados com algodao ou papel. Se for necessério usar rolhas
rosqueadas, estas devem ir pouco apertadas para a autoclave, de modo a permitirem a

troca de gases, evitando-se assim a quebra de frascos na autoclave.

TABELA 3. Tempo requerido para esterilizacdo de liquidos em autoclave de acordo

com o volume.

Volume do recipiente Minutos de exposicdo a120°Ce 1
atm.
Erlenmeyer de 1000 mL 17-20
Erlenmeyer de 500 mL 15-17
Erlenmeyer de 250 e 125 mL 12-15
Tubos de ensaio 12-15
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Figura 13. Esquema de autoclave usada em aula pratica.

Procedimento para operacgéo da autoclave:

- Verificar as tampas dos frascos (ndo apertadas, para permitir a troca de gases com o
exterior);

- Introduzir na autoclave o material a esterilizar;

- Fechar a autoclave e apertar a tampa seguindo os cuidados adequados
recomendados;

- Abrir a torneira de saida de vapor para permitir a purga do ar no interior;

- Ligar a corrente elétrica e colocar o termostato para a posicado maxima;

- Aguardar que a corrente de vapor que sai pela torneira seja bastante intensa,

- Fechar a torneira de saida do vapor;

- Aguardar que o termdmetro atinja a temperatura de esterilizagdo desejada (121 °C),
ou que o indicador de pressdo marque 1,02 Bar;

- Reduzir a poténcia do termostato de modo a manter constante a temperatura;

- Atingida a temperatura de esterilizacéo, iniciar a contagem do tempo (por exemplo,
20 minutos);

- Desligar a autoclave;

- Aguardar até o indicador de presséo indicar O;

- Abrir a torneira de purga (pode ainda haver pressao e o ar estara muito quente);

48



- Abrir cuidadosamente a autoclave. Remover os materiais esterilizados, (ATENCAO:
0s materiais esterilizados podem estar muito quentes);

- Depois do arrefecimento € conveniente fechar os frascos mal rosqueados.

3.1.2. Calor Seco

O calor seco é usado para esterilizar material de vidro, outros materiais solidos
termoestéveis e alguns componentes de meios ou alimentos que ficariam improprios se
expostos ao vapor. Trata-se também de um dos métodos de esterilizagdo mais usados e de
facil aplicacdo. O equipamento indispensavel é uma estufa de alta temperatura (160 — 200
°C). Geralmente, a esterilizagéo € feita a 180 °C, durante duas horas. Entretanto, outras

temperaturas podem ser indicadas (Tabela 4).

TABELA 4. Temperatura e tempo necessarios para esterilizacdo de vidrarias em

estufa.
Temperatura (°C) Tempo de exposi¢cao (min)
170-180 60
160 120
150 150
140 180
121 Durante 1 dia ou 1 noite

O calor seco é necessario para remover toda umidade do material. Antes do processo
de esterilizacdo, deve-se ter o cuidado de envolver o material com papel jornal ou outro tipo,
para evitar contaminagdes posteriores, quando da estocagem da vidraria.

A esterilizacdo de objetos metdlicos tais como, pinca, alca de platina, escalpelo e
outros, pode ser feita através do calor seco, fornecido pela chama de um bico de Bunzen ou
similar. A passagem do material na chama é comumente conhecida como flambagem.

3.2. Esterilizacéo por gases

O recente incremento do uso de material de plastico descartavel, como seringas,
placas de Petri, tubos de cultura, filtros, etc, levou ao desenvolvimento de uma nova forma
de esterilizacdo que usa gases téxicos para a eliminacdo dos microrganismos de materiais
termo-sensiveis. A aplicacdo desta técnica requer a utilizacdo de equipamentos proprios,
gue forcem a circulacdo do gas toxico através de todas as superficies dos materiais, o que a
torna de dificil utilizagdo em laboratorios de tipo ndo industrial.

O o6xido de etileno € o gas usado com maior frequéncia neste tipo de esterilizacao.
Este gés, ao contrario de muitos produtos quimicos toxicos, € pouco corrosivo e ndo altera
0s materiais a serem esterilizados, sendo facilmente removido por arejamento. As suas

desvantagens incluem a necessidade de longos periodos de exposicdo para se obter a
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esterilizacdo (varias horas), a reatividade com componentes do meio e certos tipos de

plasticos e a necessidade de equipamentos préprios e disponibilidade do gas.

3.3. Radiacdes

A radiacao tem varios efeitos sobre as células, dependendo de seu comprimento de
onda, intensidade e duragdo. Existem dois tipos de radiagdo que mata microrganismos:
ionizante e nao-ionizante. A radiacdo ionizante, como 0Ss raios gama e X, possui um
comprimento de onda mais curto que 1 nm. A radiacdo ndo-ionizante , como a luz
ultravioleta (UV), tem comprimento de onda entre 1 nm e cerca de 380 nm, onde o espectro
visivel comeca.

Radiag&o ionizante tem energia suficiente para causar a ionizacdo de moléculas, isto
€, conduzir elétrons constantemente e romper as moléculas em atomos ou grupo de atomos.
Por exemplo, moléculas de agua sdo quebradas em radicais hidroxilas (OH-) e ions de
hidrogénio (H+), e os radicais hidroxila sdo altamente reativos e destroem compostos
celulares como DNA e proteinas. As radiagfes ionizantes podem também atuar diretamente
nos constituintes vitais da célula, inclusive os microrganismos. Dessa forma, a grande
vantagem desse agente € a capacidade de penetrar em pacotes e produtos e esterilizar
seus interiores.

Radiacédo nédo-ionizante excita os elétrons, resultando em uma molécula que reage
diferentemente das moléculas n&o-irradiadas. A luz UV danifica o DNA das células
expostas, produzindo ligagBes entre as timinas adjacentes nas cadeias de DNA. Estes
dimeros de timina inibem a replicagdo correta do DNA durante a reprodugéo da célula.

Lampadas especiais que emitem luz UV tém pouca capacidade de penetrar na
matéria e somente microrganismos da superficie de um objeto sdo mortos pela radiacédo.
Uma camada fina de vidro ou agua pode impedir a acdo da luz. Ainda assim, esta forma de
radiacdo é comumente utilizada para reduzir o nimero de microrganismos no ar, em
superficie de salas cirlrgicas e em camaras assépticas onde produtos esterilizados séo
distribuidos em garrafas ou ampolas estéreis, no entanto, ndo pode ser operada quando

pessoas estdo presentes.

3.4. Filtracao

A filtracdo é a passagem de um liquido ou gés através de material semelhante a uma
tela, com poros pequenos o suficiente para reter os microrganismos. Um vacuo que é criado
no frasco de recepgédo auxilia a gravidade a puxar o liquido através do filtro (Figura 14). Os
filtros sdo utilizados no laboratério e na indUstria para esterilizar materiais sensiveis ao calor,

como proteinas, agucares, soros animais, e algumas vitaminas ou antibioticos.
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Recipiente para o meio
nao esterilizado

— Funil
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homba a

VacuUo

Figura 14. Conjunto com membrana filtrante utilizada para filtracdo de liquidos sob

pressdo negativa (bomba a vacuo) (Fonte: Madigan et al., 1996).

3.5. Pressd@o Osmotica

Altas concentragdes de substancias, como sais e agucares, dissolvidas em um liquido
resultam em solu¢des que exercem um efeito osmatico marcante sobre as células. Muitos
microrganismos quando colocados em um meio ou solugdo contendo elevadas quantidades
de material dissolvido tem o crescimento paralisado em virtude da possibilidade do
estabelecimento de um equilibrio entre a solucdo no interior da célula e a solugdo no meio
externo. A agua passara do interior da célula para a solucdo externa. Como resultado, as
células tornam-se desidratadas, o0 que evita o crescimento. Entretanto, alguns
microrganismos mostram-se capazes de tolerar altissimas concentracdes de sal ou agucar.

A turgidez celular é caracterizada pela maior concentracdo de solutos dissolvidos em
seu interior, quando comparado com o meio externo. Estes solutos sao mantidos na célula
pela presenca de uma membrana semipermeavel. Sendo assim, a agua pode se difundir
livremente pela membrana, igualando as concentragbes da solucdo intra e extracelular.
Partindo-se destas informaces, pode-se afirmar que a adicdo de solutos (sal ou agucar) no
meio pode ocasionar um desequilibrio na pressdo osmoética celular, podendo causar uma
ruptura na sua estrutura.

Em sua maior parte, contudo, os microrganismos sao inibidos por altas concentragdes
de sal (10 a 15 %) e de acucar (50 a 70 %), fato que fundamenta os métodos de
conservacao de alimentos por salgamento ou por solu¢des concentradas de acucar. Em tais
situacdes, 0 mecanismo de inibicdo microbiana € a plasmolise: as células sao desidratadas,

tornando-se inaptas para metabolizar ou crescer, o que pode levar a morte.
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4. EXERCICIO

Material a ser preparado na aula. Serdo distribuidas placas de Petri com meio de

cultura Trypticase Soy Agar com diferentes concentragdes de glucose (0, 5 e 25%) e de
NaCl (0, 5 e 15%). Em dois balcdes, os alunos devem inocular Escherichia coli na metade
do meio de cultura de cada placa e Staphilococcus aureus na outra metade. Nos trés
balcbes restantes os alunos devem inocular 1,0 mL de suspensdo de esporos de
Aspergillus niger sobre toda a superficie do meio de cultura de cada placa de Petri.

Resultados

Preencher o quadro abaixo indicando crescimento (pouco = +; médio = ++, muito =
+++) e auséncia de crescimento (-) das bactérias nos diferentes meios.

5% glucose 10% glucose | 25% glucose | 5% NaCL 10% NaCL 15% NaCL

Balcdo | Controle

Efeito da pressdo osmdtica no crescimento e esporulacdo de A. niger. Para avaliar o
crescimento mede-se o didmetro da col6nia. Para avaliar a esporulacdo deverdo ser
adicionados 5 ml de agua por placa. Raspar os esporos com a al¢a. Colocar uma gota da
suspensdo de esporos em uma lamina e conta-los em apenas um campo do microscopio
(aumento de 400 x)

Balcdo | Controle | 5% glucose | 10% glucose | 25% glucose | 5% NaCL 10% NaCL 15% NaCL
re sp re Sp re Sp re sp re sp re sp re sp

Il

v

\Y

3) Compare a eficacia do calor seco e do calor tmido como métodos de esterilizagao.

4) O que significa autoclavagem? O que é uma autoclave?
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7 - CONTROLE BIOLOGICO DE MICRORGANISMOS — ANTAGONISMO

O antagonismo € a inibicdo de uma espécie de microrganismo por outra através de um
ou mais mecanismos de interagdes antagonicas.

A producdo de um antibidtico por um microrganismo é um exemplo classico de
antagonismo microbiano. Entretanto, existem muitas outras formas de antagonismo, como
por exemplo, no caso de alguns fungos que produzem cianeto em concentracdes que sao
toxicas para outros microrganismos, e algumas algas que produzem &acidos graxos
antibacterianos. O metano, o sulfeto e compostos volateis que contém enxofre, produzidos
por alguns microrganismos do solo podem inibir outras espécies.

Antibioticos, por sua vez, sdo substancias orgénicas produzidas por microrganismos
que, em concentracdes baixas, sdo deletérias ao crescimento ou atividade metabdlicas de
outros microrganismos, podendo ser especificos ou de amplo espectro de acdo. Entre os
efeitos provocados pelos antibidticos, podem ser observadas a redugéo ou paralisagdo do
crescimento e esporulagéo, reducdo na germinagéo de esporos, além de distor¢gbes na hifa.

Metabdlitos antifungicos séo, muitas vezes, produzidos por microrganismos que
sobrevivem no solo, principalmente fungos, bactérias e actinomicetos, e exercem um grande
papel no antagonismo entre microrganismos. Dentre os fungos que possuem informacao
genética para a producdo de substancias inibidoras, antibiéticas ou ndo, destacam-se 0s
géneros Trichoderma e Penicillium. Os primeiros trabalhos cientificos provando a produgéo
de antibi6ticos por Trichoderma spp. foi demonstrado na década de 70 que isolados deste
género foram capazes de produzir metabdlitos volateis e ndo volateis, com efeito inibitério
sobre o crescimento de varios fungos.

O termo antagonista € empregado para designar agentes bioldégicos com potencial
para interferir nos processos vitais dos fitopatbgenos, estando estas racas ou espécies de
microrganismo adaptadas ecologicamente ao mesmo tecido das plantas que os ocupados
pelos patégenos, mas nao sendo patogénicas as mesmas, enquanto que, o termo “formas
de antagonismo” designa os mecanismos pelos quais 0s antagonistas agem sobre os
patégenos.

Os mecanismos basicos de antagonismo podem ser divididos em:

X Antibiose: interacdo entre organismos, na qual um ou mais metabdlitos
produzidos pelo antagonista tém efeito negativo sobre o outro microrganismo, resultando na

inibicdo do crescimento e/ou germinacgéo (Figura 15);
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Figura 15. Antibiose de isolados de Pseudomonas sp contra Dreshlera avenae

X Competicdo: interacdo entre dois ou mais organismos empenhados na
mesma agao, ocorrendo principalmente por alimentos (carboidratos, nitrogénio e fatores de
crescimento), por espago e por oxigénio;

X Parasitismo: fendbmeno em que determinado microrganismo estabelece
relacdes em nivel celular com um hospedeiro e se nutre das estruturas vegetativas e/ou
reprodutivas do mesmo. Essas interacdes fisicas entre parasita e fitopatégenos tém como
conseqgiiéncia alteragbes, tais como: perfuracbes de hifas, destruicdo de estruturas de
resisténcia e de reproducdo dos fitopatégenos (exemplo, Trichoderna harmazianum
parasitando Rhizoctonia solani (Figura 16);

| \-.\\
O
= Fonte: Mello (1998)

Figura 16. Trichoderma harmazianum parasitando Rhizoctonia solani

<> Hipoviruléncia: literalmente significa viruléncia subanormal, ou seja,
introducdo de linhagem do patdégeno menos agressiva ou nao patogénica, que pode
transmitir esta caracteristica para as linhagens patogénicas;

<> Predacgao: quando um organismo obtém alimento a partir de outro organismo.
Ao contrario do parasitismo, os participantes ndo estabelecem relacdes celulares (por
exemplo, amebas sé@o encontradas predando Gaumannomyces graminis f. sp. e outros

fungos);

K/

x5 Inducao de resisténcia: é um fenbmeno onde a resisténcia de plantas contra
patdgenos é induzida sistematicamente através do tratamento com microrganismos ou seus
metabdlitos ou através de compostos organicos ou inorganicos.

Apesar destas divisbes, um antagonista pode atuar através de um ou mais

mecanismos, 0 que constitui uma caracteristica muito desejavel, pois as chances de
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sucesso ho caso do controle biolégico serdo aumentadas. Além disso, 0s mecanismos nao
sdo mutuamente exclusivos ou excludentes, pois sua importancia relativa pode variar com
as condigcbes ambientais e estados de desenvolvimento do agente biocontrolador e do
fitopatdgeno.

EXERCICIO
Interacdo antagonica (antibiose) envolvendo Bacillus sp. e fungos fitopatogénicos.

Transferir assepticamente para o centro de uma placa de Petri, contendo o meio de
BDA, um disco de um dos fungos fitopatogénicos (in6culo) fornecido na pratica.

(IMPORTANTE: Se possivel utilizar fungos fitopatogénicos diferentes em cada balcéo)

retirado da cultura fornecida (fungos em placa de Petri com meio BDA). A seguir, transferir o
in6culo bacteriano (fornecido em tubo de ensaio ou placa contendo meio para crescimento
de bactérias) para quatro pontos da placa e a 2 cm dos bordos da mesma. Preparar uma
placa testemunha contendo apenas o fungo fitopatogénico usado pelo balcdo (sem
antagonista) / balcdo. Anotar o n° do balcéo e a turma na placa. Incubar em condicGes de

laboratério e avaliar na semana seguinte.

Exemplo:

F = Fungo

B = bactéria (Bacillus)

Avaliacdo dos resultados (préoxima aula)

1) Esquematize o desenvolvimento diferenciado observado para as coldnias fungicas

na placa testemunha e na placa contendo a Bactéria (Bacillus sp).

2) Demonstre experimentalmente um mecanismo de interacdo antag6nica?

3) Quais as principais estratégias na utilizagdo do controle bioloégico de doencas de

plantas?
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8 - PRODUCAO DE EXOENZIMAS

1. INTRODUCAO

Os microrganismos fitopatogénicos geralmente necessitam de seus respectivos
hospedeiros para garantir a sua sobrevivéncia. Sendo assim, a maioria deles retira seus
nutrientes do hospedeiro utilizando-os para seu préprio metabolismo. Porém, muitos desses
nutrientes encontram-se no interior do protoplasma das células vegetais, e para alcanca-los,
os patdégenos devem vencer as barreiras externas formadas pela cuticula e/ou parede
celular, assim como promover a coloniza¢do interna dos tecidos da planta.

Os patégenos podem ganhar acesso ao interior dos hospedeiros através da
penetracdo direta, aberturas naturais da planta ou ferimentos. A penetracdo direta pode
ocorrer exclusivamente através de forca mecénica aplicada por estruturas especificas de
alguns poucos fungos sobre o hospedeiro. Porém, quase na sua totalidade, este processo é
acompanhado pela secre¢cdo de enzimas. Depois de penetrar na planta, os patégenos
podem se espalhar e colonizar o tecido do hospedeiro, sendo este processo normalmente
caracterizado pela degradacédo celular e pela utilizagcdo de nutrientes, resultando em
alteracbes na morfologia e no metabolismo, levando ao aparecimento dos sintomas da
doencga.

Dessa forma, para um patégeno infectar uma planta, € necesséario que ele consiga
penetrar e colonizar os tecidos do hospedeiro, retirar 0s nutrientes necessarios para sua
sobrevivéncia, bem como neutralizar as rea¢cfes de defesa da planta, utilizando para isso
substancias como enzimas, toxinas e hormonios. A importancia dessas substancias varia
grandemente nas interacdes hospedeiro-patdgeno. Por exemplo, no caso das podriddes
moles, as exoenzimas séo aparentemente as substancias mais importantes.

Entre os fitopatégenos conhecidos, com excegéo dos virus e virdides, todos produzem
enzimas, horménios e, possivelmente, toxinas, sendo que, de maneira geral, as enzimas
produzidas por fitopatbgenos sdo promotoras da desintegragdo dos componentes estruturais
das células do hospedeiro, degradando substancias presentes nas células ou afetando

diretamente o protoplasto.

2. EXOENZIMAS:

Exoenzimas sdo enzimas produzidas por microrganismos que atuam no ambiente
externo, degradando moléculas organicas complexas (polissacarideos, proteinas, etc), a
partir das quais sédo formadas moléculas mais simples (monossacarideos, aminoacidos, etc),
assimilaveis pelos microrganismos. Como exemplos de exoenzimas podem-se citar:
celulases (celulose), quitinases (quitina), pectinases (pectina), proteases (proteinas),

amilases (amido), etc.
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A producdo de exoenzimas pode ser facilmente verificada nos microrganismos
produtores de amilase. Nesse caso, 0s microrganismos devem crescer em meio de cultivo
contendo amido como fonte de carbono (energética). Com seu desenvolvimento e com a
producdo de amilases, parte do amido é degradado (originando dextrinas, maltose e
glicose), sendo essa degradacédo visualizada através de um indicador de amido (iodo). O
amido ndo hidrolisado fica azul, o hidrolisado ndo é corado. As zonas claras sao as
testemunhas da atividade enzimatica da B-amilase. As zonas vermelhas indicam uma
hidrélise parcial do amido em dextrinas (polissacarideos com cadeias de tamanho
intermediério) devido a atividade de a-amilase.

amilase

Amido + H,0 > dextrinas + maltose + glicose

2.1 DEGRADACAO DA CUTICULA:

As paredes das células epidérmicas dos vegetais em contato com o meio exterior
mostram-se recobertas por uma camada lipidica continua, conhecida como cuticula, a qual
fica aderida a parede celular através de uma camada intermediaria rica em substancias
pécticas. A cuticula recobre folhas, frutos e talos jovens, tendo como func¢des bésicas evitar
a difusdo de agua e nutrientes para o meio externo, bem como proteger a planta contra os
efeitos adversos do meio ambiente. A espessura e a morfologia da cuticula variam
dependendo da espécie vegetal, do 6rgao envolvido, do estadio de desenvolvimento do
tecido e das condicbes do ambiente. A cuticula pode ser separada da parede celular por
meio de tratamento quimico ou enzimatico, produzindo dois componentes lipidicos
principais, as ceras e a cutina.

A cuticula consiste basicamente de cutina impregnada com cera e frequentemente
recoberta por placas cerosas. Além das fun¢des ja mencionadas, também serve como
barreira protetora contra microrganismos. Os fungos que penetram através da superficie
intacta da planta mostram-se aptos para degradar enzimaticamente essa barreira através da
producdo de cutinases, o que constitui, para alguns, em fator chave na patogenicidade.
Além dessa funcdo, aparentemente as cutinases também podem estar envolvidas na
determinacédo da especificidade de fungos fitopatogénicos com os tecidos do hospedeiro. As
cutinases sdo esterases que rompem as ligacdes ésteres entre as moléculas presentes na
cutina, substrato natural da enzima, liberando como produto da agéo enziméatica monémeros
e oligbmeros derivados de 4cidos graxos.

Em funcdo de sua importancia para certos patégenos na penetracdo do hospedeiro, a
cutinase constitui-se em alvo potencial para o controle de doencas vegetais. A desativacao

da enzima (inibicdo de sua acdo e/ou sintese-excrecdo), ao nivel de superficie do
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hospedeiro, evitaria a penetracdo e, conseqientemente, protegeria as plantas contra

algumas doencas fangicas.

2.2 DEGRADACAO DOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR:

As paredes celulares sdo estruturas complexas e dinamicas, circundando o
protoplasto, externamente & membrana plasmética. Podem estar envolvidas na expansao
celular, influenciando a forma da célula e, conseqiientemente, a morfogénese de tecidos
vegetais. De maneira geral, sdo divididas em trés regides estruturais: lamela média (regido
entre as paredes de células vizinhas), parede primaria (entre membrana plasmética e a
lamela média, formada somente por células em ativo processo de crescimento, apds a
divisdo celular ser completada) e parede secundaria (localizada internamente a parede
primaria, formada apds o término da expanséo celular).

A lamela média é constituida principalmente por substéncias pécticas, que sé&o
polissacarideos. Em funcdo da capacidade de formarem géis, devido as ligagbes entre
cadeias por meio de ions calcio, as substancias pécticas atuam como uma espécie de
cimento intercelular, mantendo coesos o0s tecidos vegetais. Varias enzimas conhecidas
como pectinases ou enzimas pectoliticas, degradam substancias pécticas.

Os polissacarideos constituintes das paredes celulares tém sido tradicionalmente
divididos em substancias pécticas, hemiceluloses e celulose, com base na solubilidade, e
ndo na composicao quimica. As hemiceluloses sdo encontradas na matriz das paredes
primaria e secundaria e a sua degradagdo em constituintes monoméricos requer a atividade
de vérias enzimas, genericamente conhecidas como hemicelulases. Os nomes especificos
dessas enzimas variam em funcdo do substrato e dos monémeros liberados. A celulose
constitui-se no principal componente estrutural das paredes celulares dos vegetais (20-30 %
nas paredes primarias e acima de 40 % na parede secundaria de plantas lenhosas) e
mostra-se como uma substancia cristalina e insolivel em sua forma nativa. A degradacédo
desse polimero, com a producao final do monossacarideo glicose, resulta da acdo de
diferentes celulases como (-1,4 D-glucanase, B-1,4-D-glucana celobiohidrolase e f-
glucosidase.

As enzimas que degradam a parede (EDP) estédo provavelmente envolvidas na maioria
das doencas de plantas. A contribuicdo dessas enzimas na patogénese pode envolver a
extensiva destruicdo dos tecidos vegetais por patdgenos necrotroficos (por exemplo,
enzimas pectoliticas), bem como alteracfes especificas e localizadas nas paredes celulares
por patégenos biotroficos (por exemplo, glicanases e glicosidases). Embora estejam ligadas
a degradacdo dos componentes da parede, a comprovacao do envolvimento das EDP na
patogénese deve preencher alguns critérios, como: capacidade do patégeno em produzir as
EDP in vitro; deteccdo das EDP em tecido infectado; correlacdo da producdo das EDP com

patogenicidade; alteracGes nas paredes de tecidos infectados observaveis com o uso de
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técnicas de microscopia; reproducao das alteragbes na parede ou sintomas da doenca com

0 uso de EDP purificadas.

2.3 DEGRADACAO DE COMPONENTES DA MEMBRANA PLASMATICA:

A membrana plasmética (plasmalema) separa o interior da célula do ambiente externo,
enquanto as membranas de organelas delimitam compartimentos no interior celular.
Extensdes da membrana plasmatica (plasmodesma) atravessam a parede celular e
promovem conexfes com as ceélulas vizinhas. As membranas vegetais contém proteinas
(40-50 %) e lipidios (40 %), sendo que a maioria pode também conter carboidratos (0-10 %)
na forma de glicolipidios e glicoproteinas. Apresentam uma estrutura unitaria dupla (camada
lipidica dupla), formando uma matriz, na qual os componentes protéicos se integram. A
camada lipidica contém trés tipos de lipidios, os fosfolipidios, os lipidios neutros (colesterol)
e os glicolipidios. As proteinas podem ser de diferentes classes e tamanhos, sendo de
maneira geral designadas como intrinsecas (voltadas para o citoplasma) ou extrinsecas
(voltadas para a parede celular). Os carboidratos das membranas, glicolipidios ou
glicoproteinas, normalmente sdo orientados em dire¢c&o a superficie externa.

Em fungé@o da composi¢do, as membranas podem sofrer acdo destrutiva de enzimas
como fosfofolipases (liberam acidos graxos a partir de moléculas de fosfolipidios) e
proteases (liberam peptideos e aminoacidos a partir da ruptura das ligac6es peptidicas em
moléculas de proteinas).

A maioria dos fitopatdgenos obtém o0s nutrientes necessarios para o crescimento e a
reproducdo a partir de protoplastos dos hospedeiros. Alguns dos nutrientes, como acgucares
(monossacarideos) e aminoacidos, podem ser utilizados diretamente pelas bactérias e
fungos. Outros constituintes das células vegetais, porém, como amido, proteinas e lipidios
necessitam ser degradados por enzimas secretadas por esses microrganismos. Todos os
fitopatdégenos podem degradar, através da acdo de enzimas proteoliticas, diferentes tipos de
proteinas, o que resulta em profundas alteracdes na organizacdo e funcdo celulares no
hospedeiro. O amido, um polimero de glicose, constitui-se no principal polissacarideo de
reserva nas células vegetais. A maioria dos patégenos produz amilases, as quais degradam
esse polimero em moléculas de glicose diretamente utilizaveis nas atividades metabdlicas
desses microrganismos. Diferentes tipos de lipidios sdo encontrados nas células vegetais,
como Oleos, gorduras presentes principalmente nas sementes, ceras, na cuticula, e,
fosfolipidios e glicolipidios presentes nas membranas. Véarias bactérias e fungos podem
degradar esses compostos atraves da acdo de enzimas lipoliticas (lipases, fosfolipases,

etc), liberando &cidos graxos que podem ser utilizados diretamente por esses patdgenos.
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3. EXERCICIO

1) Esquematize o exercicio visando a deteccao da producédo de exoenzimas (amilase)
pela levedura (Saccharomyces) e pela bactéria (Bacillus).

2) Comente os resultados obtidos no teste de produgéo de amilase.
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9 - ISOLAMENTO DE FUNGOS E BACTERIAS DO SOLO

Um isolamento bem sucedido de um microrganismo depende basicamente da
capacidade da técnica de separar um determinado organismo de outro. Os métodos
descritos para isolamento de grupos de microrganismos (bactéria, fungo e actinomicetos)
possuem pelo menos uma limitagdo em comum, por exemplo, alguns membros do grupo
podem exigir componentes no meio de cultivo utilizado para isolamento. Por isso, € preciso
conhecer as condicdes ideais para cada microrganismo que se quer estudar e utilizar
técnicas adequadas para este fim. Outro fator importante, € o correto manuseio das
amostras de solo que serdo utilizadas, visto que, uma amostra manuseada
inadequadamente ndo mantém as caracteristicas bioldégicas do momento da amostragem,
mesmo porque, as condi¢cdes de preservacdo e o periodo de armazenamento das amostras
de solo influenciam nas atividades e nas densidades das popula¢cdes microbianas.

na selecdo de meios de cultura, deve-se considerar a presenca de nutrientes na forma
assimilavel, que servem como fonte de energia e de carbono para 0s microrganismos,
sendo que as necessidades nutricionais geralmente sdo especificas. Tem-se observado
que, normalmente, as populacdes fungicas se desenvolvem melhor em meios com alta
relacdo carbono-nitrogénio, enquanto que, para as populacdes bacterianas o melhor
desenvolvimento acontece em meios com baixa relagdo carbono-nitrogénio. Na comunidade
bacteriana, também existe variabilidade entre as populacdes de bactérias em geral e de
actinomicetos, em relacdo a utilizacdo dos nutrientes presentes no meio de cultura. Assim,
substancias quimicas inibidoras do crescimento de determinadas populacbes de
microrganismos devem ser adicionadas ao meio para tornar as avaliacdes mais especificas.

Existem diversas maneiras de isolar microrganismos, variando de acordo com o
hébito de crescimento, o0 modo de reproducéo e a ecologia do microrganismo. Assim, varias
técnicas podem ser utilizadas no isolamento de fungos e bactérias, utilizando partes da
planta (caule, rizomas, raizes, folhas, frutos, sementes) ou mesmo o solo. Dentre os
métodos existentes, temos: método de diluicdo em série, método de plaqueamento e
método armadilha ou isca.

Uma grande variedade de fungos e bactérias pode ser obtida pelo emprego do método
de diluicdo em série, possibilitando conhecer a sua populacdo em diferentes perfis do solo,
em condicbes secas ou Umidas e também, em &reas pobres ou férteis, para estudos
ecoldgicos comparativos.

O método de plaqueamento é mais utilizado para isolamento de patdgenos de
plantas presentes em solo. Nesse caso, utilizam-se pequenas por¢des de solo suspeito de
conter o patdégeno numa placa com meio de agar, usando a ponta de uma espatula ou
escalpelo esterilizados numa chama de alcool. Apds, colocam-se as placas numa

incubadora, observando-as em intervalos regulares.
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Por outro lado, alguns fungos de solo sdo mais facilmente isolados utilizando-se o
método de armadilha ou isca. Onde, algumas particulas de solo sdo colocadas sobre a
superficie de uma rodela de cenoura esterilizada, as placas sdo incubadas e observadas até

uma semana mais tarde.

EXERCICIO
O isolamento de microrganismos do solo sera realizado através do método de

diluicdo em série, conforme etapas descritas a seguir:

= coletar pelo menos cinco amostras de solo e fazer uma amostra composta,
misturando rigorosamente e peneirando;

= colocar 10 gr do solo seco ao ar em um Erlenmeyer de 250 mL e, em seguida,
adicionar 90 mL de agua estéril;

= agitar por 30 minutos;

= transferir 1 mL da suspensdo para 9 mL de agua estéril (diluicdo 1:100) e agitar
brevemente;

= transferir 1 mL desta suspenséo para 9 mL de agua estéril (diluicdo 1:1000) e agitar
brevemente;

= repetir a operagdo até obter a diluicdo desejada. A quantidade de solo e agua
utilizada pode variar, de acordo com a necessidade, bem como o volume transferido
(sempre respeitando a diluicdo), como visto na Figura 17.

=transferir 0,1 mL de cada diluicho do solo para placas Petri contendo meio
solidificado, espalhando a suspenséo com uma alg¢a de Drigalski.

DILUICAO SERIADA

10 gr de solo + 10g DE SOLO + 90 ml DE AGUA

90 ml H,0
1 ml
@ 1ml 1ml 1ml 1ml

Meio de Martin
(Fungos)
Meio de Extrato de Solo (Bactérias) Q Q

Figura 17. Esquema das diluicdes e distribuicdo das suspensdes em placas de Petri

contendo meio de cultura.



=incubar as placas em condi¢cdes de temperatura e luminosidade adequadas; para
quantificacdo dos fungos ou bactérias, multiplicar o nimero médio de col6nias pelo fator de
diluicdo, obtendo-se o nimero por grama de amostra de solo original.

UFC* = (n° de coldnias) x 10** x (diluicdo utilizada para contagem)

* UFC significa Unidade Formadora de Colbnia, uma vez que a contagem feita &
referente as col6nias e ndo as células presentes.
** 10 € um fator de correcéo.

EXEMPLO:
Se s#o contadas 105 col6nias em uma placa onde foi feita diluicdo de 102 o célculo
final seré:

UFC= 105 x 10 x 10® = 1,05 x 10° UFC/mL

1) Faca o calculo de UFC (Unidade formadora de col6nia) de pelo menos uma diluigdo

utilizada.

2) O que se pode concluir a respeito da quantidade e grupo de microrganismos

encontrados nas amostras de solo utilizadas?
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10 - ANALISE MICROBIOLOGICA E TRATAMENTO DA AGUA

1. INTRODUCAO

A agua é um importante meio de transmissdo de MICRORGANISMOS, principalmente
intestinais. As infecgdes intestinais sao geralmente transmitidas de uma pessoa para outra
através da ingestdo da a&gua ou consumo de alimentos contaminados. Essas doencas
também podem resultar do emprego de agua poluida para pesca, irrigacao e recreacdo. Os
microrganismos patogénicos responsaveis por infecgdes do trato intestinal e outras chegam
a agua através dos excrementos do homem e animais de sangue guente.

Uma série de doencas veiculadas pela agua sdo causadas por bactérias, fungos,
protozoarios, helmintos e virus. Entre as doengas causadas por bactérias, sdo mais
freqlentes: a febre tifdide, causada pela Salmonella typhi; a febre paratiféide pelas S.
paratyphi, S. schottmuelleri; a célera pelo Vibrio cholerae; as desinterias bacilares causadas
pelas Shigella dysenteriae, S. sonnei, S. flexneri e S. bodyii. A Leptospira entra na agua
através da urina de animais, sendo o rato 0 mais comum agente da leptospirose. Algumas
bactérias séo capazes de conduzir a infecgbes externas ao corpo, com um simples contato
com a agua contaminada, como o Staphylococus aureus, que promove intoxicacdo
alimentar, infeccbes cutineas e da garganta, e a Pseudomonas aeruginosa, que pode
provocar infec¢des nos olhos e ouvidos, importante agente de infecgdes hospitalares.

Entre os fungos estd a levedura Candida albicans, que pode provocar candidiase.
Entre os protozoarios encontramos Giardia lambia e a Entamoeba hystolytica. Doencas
como verminoses intestinais podem ser transmitidas através da agua, sendo as mais
importantes a ascaridiase (Ascaris lumbricoides), ancilostomose (Ancyloma duodenale),
tricurose (Trichuris trichiura) e esquistossomose (Schistosoma mansoni), entre outras. No
tocante a doencas ocasionadas por virus entéricos presentes em agua contaminada por
fezes, tém a hepatite tipo A, gastroenterite e doencas causadas por Adenovirus, Echovirus,
virus Coxsackie, entre outros.

Raramente € possivel isolar patdégenos intestinais diretamente da agua que sofreu
contaminacado, porque eles geralmente estdo presentes em numero relativamente baixo, a
menos que a agua tenha sido recente e macicamente contaminada por um portador de
doenca intestinal. Qualquer abastecimento de agua que esteja contaminado com matéria
fecal constitui uma fonte potencial de doencas intestinais. Como a Escherichia coli € um
habitante constante do trato intestinal humano e de animais superiores, apresenta taxa de
sobrevivéncia semelhante ao das bactérias enteropatogénicas e seu numero é bastante
grande, embora ndo seja um agente causal de doencga intestinal, sua presenca na agua
constitui indicacdo de contaminacao fecal. Assim, a deteccdo de E. coli na agua € o melhor

meio de se demonstrar a qualidade da agua usada para consumo.
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2. MICRORGANISMOS SAPROFITOS E PATOGENICOS NA AGUA

Historicamente, a maioria das nossas preocupacdes sobre a pureza das aguas tem
sido relacionada com a transmissdo de doencas. A qualidade da agua dos nossos rios,
lagoas e outros reservatérios € comprometida pelos poluentes nela langcados. Estes séo
provenientes de esgoto doméstico ou efluente industriais, ou de outras fontes decorrentes
do carreamento de contaminantes pela agua de chuva que escoa pela superficie do solo ou
pavimentagao.

Em cidades onde nédo existe um sistema eficiente de tratamento do esgoto, 0 esgoto
doméstico € um dos principais responsaveis pela poluicdo das aguas, estimulando o
crescimento de microrganismos. A assimilagdo destes contaminantes orgéanicos
biodegradaveis é realizada com o concurso de bactérias presentes, por meio de um
processo que consome 0 oxigénio dissolvido na agua dos rios ou reservatérios.

Quando a carga contaminante dos esgotos é superior a capacidade de autodepuracdo
do rio ou agude, estes ficam sem oxigénio, ocasionando odores fétidos e impedindo a
sobrevivéncia de peixes. Esta condicdo é medida por dois parametros: a Demanda
Bioguimica de Oxigénio, que determina a quantidade de matéria organica biodegradavel
presente na 4gua, e o Oxigénio Dissolvido, que mede a concentra¢do de oxigénio na agua.
Existem indicadores de poluicdo para as aguas destinadas ao consumo humano e agua
para fins de balneabilidade (recreacéo), entre outras.

A patogenicidade dos microrganismos é relativa, dependendo de fatores como a
resisténcia do hospedeiro, caracteristicas de infectividade e producao de toxinas. Qualquer
microrganismo € patogénico em potencial, caso encontre um hospedeiro debilitado.
Entretanto, apenas um nuamero limitado de espécies microbianas pode provocar doencas em
uma porcao significativa de hospedeiros normais. Considerando os motivos préticos, o
homem é o hospedeiro de preocupacao primaria, embora, as enfermidades de outros
organismos também possam ter importantes implicac6es econémicas.

A grande maioria das bactérias presentes na agua € originéria do solo. Uma proporgéo
consideravel é constituida pelas espécies nitrificadoras e fixadoras de nitrogénio, envolvidas
no ciclo de decomposicdo da matéria organica na natureza, além de outras que tém seu
habitat no solo, entretanto ndo constituindo perigo a saude.

As 4guas de abastecimento das cidades e as &guas de irrigacdo de hortas e de
recreacdo apresentam do ponto de vista sanitario, grande importancia com relagdo aos
microrganismos patogénicos. Entretanto, a pesquisa destes microrganismos, no que se
refere ao isolamento e identificacdo, é impraticivel, por serem caras, dificeis de realizar e
demandarem bastante tempo.

Os testes para pureza de 4gua, usados atualmente, visam detectar organismos

indicadores em particular. Existem varios critérios para um organismo indicador, o mais
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importante € que o0 organismo esteja consistentemente presente em nimero substancial nas
fezes humanas, de forma que, sua detec¢do seja uma boa indicagéo que residuos humanos
estdo sendo introduzidos na agua. O organismo indicador também deve viver na agua pelo
menos tdo bem quanto os patégenos. Os organismos indicadores devem ser detectaveis
através de testes simples que podem ser executados por pessoas com pouco treino em
microbiologia.

Os organismos indicadores usuais sdo as bactérias coliformes. Coliformes sao
definidos como bastonetes Gram-negativos aerdbios ou anaerébios facultativos, né&o
formadores de enddsporos, que fermentam lactose com producdo de gas em 48 horas de
incubacdo em caldo lactosado a 35 °C. Como alguns coliformes ndo sdo enterobactérias,
mas sim bactérias encontradas em amostras de plantas e de solo, muitos padrBes para
alimentos e agua especificam a identificacdo de coliformes fecais. O coliforme fecal
predominante é a Escherichia coli, que constitui uma grande propor¢cdo da populagéo
bacteriana intestinal humana. Existem testes especializados para distinguir entre coliformes
fecais e ndo fecais. Em condi¢bes normais, os coliformes podem ndo ser patogénicos,
embora algumas linhagens possam causar diarréias e infec¢des urinarias oportunistas. O
grupo coliforme apresenta uma série de vantagens como indicadores de poluicdo fecal na
agua, a saber; constancia e elevado numero nas fezes, sao faceis de isolar e identificar, a
concentracao de coliformes na agua € alta. A presenca de E. coli em aguas também podera
representar sérios riscos diretos & salde, uma vez que existem algumas linhagens que sao
capazes de provocar disturbios gastrintestinais em criancas e adultos.

As bactérias empregadas como indicadoras de poluicdo fecal em &guas sao os
coliformes totais, os coliformes fecais, estreptococos fecais e o Clostridium perfrigens. As
mais utilizadas séo pertencentes aos dois primeiros grupos.

Os métodos mais comuns para determinar a presenca de coliformes na agua sao
baseados na habilidade das bactérias coliformes em fermentarem lactose. O método dos
tubos mudltiplos pode ser utilizado para estimar o nimero mais provavel, ou o0 método da
filtrac@o, que é mais direto na determinagcé@o e niumeros de coliformes.

Os coliformes tém sido organismos indicadores muito Gteis na sanitizacdo de aguas,
porém, apresentam algumas limitacdes. O crescimento da bactéria coliforme nas superficies
internas de canos de agua ndo € considerado um perigo para a saude publica. Um problema
mais sério é que alguns patdgenos sdo mais resistentes a desinfetantes do que os
coliformes. Dentre estes estdo 0s virus e cistos de protozodrios. Amostras de agua
quimicamente desinfestadas, livres de coliformes, podem estar infestadas por virus
entéricos, e por alguns cistos que sao resistentes a cloragédo, sendo sua eliminagdo por este

método impossivel, neste caso sendo necessaria a filtracdo da agua.
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3. PADROES MICROBIANOS DE QUALIDADE DE AGUA

Os padrdes microbianos de qualidade de 4gua séo estabelecidos em fun¢éo do uso.
Contudo, os padrdes brasileiros foram baseados em dados obtidos de regifes temperadas,
e para assegurar a sua aplicabilidade necessitam de estudos locais, relevando nossa
condigéo tropical.

A) AGUA POTAVEL

Os padrdes de agua potavel empregados em todo mundo sdo semelhantes e
baseados nos padrbes americanos. Exigem a auséncia de coliformes totais em 100 mL de
agua, em uma Unica amostra. A presenca de mais de 4 coliformes totais em 100 mL de
agua exige medidas imediatas para corrigir o problema e analises de outras amostras para
confirmar a situacdo. Para compensarem falhas ocasionais na analise do grupo coliforme,
tem sido recomendado o uso de indicadores suplementares. Quando a fonte de agua nédo
esta grosseiramente contaminada, a aplicagdo do padrdo de coliformes totais zero em 100

mL tem sido um objetivo realistico.

B) AGUA DE CONTATO PRIMARIO

Algumas atividades envolvem contato direto da agua e superficies do corpo, com
pouca ou nenhuma ingestdo, como o banho e a natacdo. Nas regides tropicais a recreacéo
na agua é economicamente significante e esté relacionada a industria do turismo. O risco de
contrair infeccdes de patégenos entéricos oriundos da contaminacdo fecal é reduzido
porque ndo héa ingestédo. Por isso, padrées de qualidade de 4gua sdo menos rigorosos que
os estabelecidos para a agua potavel. O padréo internacional estabelece uma média de
100-300 coliformes fecais/100 mL, contudo os métodos de avaliacdo imprecisa e analise
estatistica variavel criam esta diferenca de valores. Ja os padrdes brasileiros estabelecem o
limite de 1000 coliformes fecais/100 mL, contudo, devem ser considerados indicadores

adicionais de patégenos nao fecais como P. aeruginosa e S. aureus.

C) METODOS DE ANALISE

a) Teste presuntivo: colocar amostra de dgua em tubos de ensaio, contendo caldo

lactosado, incubar a 37 °C e observar a produgéo de gas. Caso seja formado géas, presume-
se que a agua esteja contaminada. Como E. coli e A. aerogens podem formar gas,
prossegue-se a analise.

b) Teste de confirmacdo: o material do tubo é semeado em meio de cultura contendo

eosina-azul de metileno (EMB), que permite separar as duas bactérias - E. coli: colénia azul-

brilhante; A. aerogenes: colbnia rosea sem brilho.
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c) Teste completo: o material de colbnias de E. coli, plaqueada em EMB, é colocado

em caldo lactosado visando observar a formacao de gas e em &gar para se efetuar o teste
de Gram.

D) TRATAMENTO DA AGUA

O tratamento tradicional da agua potavel envolve uma combinacao de métodos fisicos
e quimicos, destinados a remoc¢do da turbidez causada pelos sélidos em suspenséo, e a
desinfec¢do para controlar os microrganismos patogénicos. A agua originaria de pocos
profundos e de boa qualidade é relativamente livre de microrganismos. Os solos,
especialmente os argilosos, atuam como filtros removendo 0s microrganismos; sendo que, a
medida que a agua passa, no entanto, os solos arenosos sdo menos eficientes nesta acao.
A matéria organica dissolvida na agua é degradada pelos microrganismos durante o
movimento da mesma nas camadas do solo.

Um manancial aquatico bem mantido pode fornecer agua potavel sem tratamento,
entretanto, em areas residenciais densamente habitadas, as fontes de agua freqiientemente
podem sofrer poluicdo com esgoto. As aguas de superficies sdo mais susceptiveis a
contaminacao fecal.

Quando a agua é obtida de reservatorios ndo contaminados alimentados por pogos
profundos, ela requer um minimo de tratamento. Contudo, a maioria das cidades obtém
suas aguas de fontes bastante poluidas, tais como rios que receberam residuos municipais
ou industriais.

Aguas muito tdrbidas ficam paradas em um reservatorio pelo tempo necessario, para
permitir a deposicdo da matéria organica particulada suspensa. A agua passa entédo pelo
processo de floculagéo, remocao de materiais coloidais como a argila, que poderia ficar em
suspenséao indefinidamente. Um floculante quimico, como o sulfato de potassio e aluminio,
forma agregados de particulas finas suspensas em forma de flocos. Quando estes
agregados vao lentamente se depositando no fundo do reservatério, carregam consigo
material coloidal. Grandes quantidades de virus e bactérias sdo removidas juntamente com
o material depositado no fundo do reservatorio.

ApoOs a floculagéo, a dgua é tratada por filtracdo, passa através de leitos de 33 a 132
cm de areia fina. Os microrganismos sé@o adsorvidos a superficie das particulas de areia. Os
microrganismos n&o penetram através das rotas tortuosas entre as particulas, mesmo assim
0S espacos devem ser maiores que oS microbios que estdo sendo filtrados. Limpezas
periddicas sdo necessérias para evitar acimulos. A utilizacdo de carvao ativado na filtracao
tem como objetivo tanto a remo¢do de matéria particulada quanto a maioria dos poluentes
quimicos organicos dissolvidos. Tratamentos quimicos devem ser feitos para eliminar a

dureza, cheiro e sabor da 4gua.
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Antes de entrar no sistema de distribuicdo normal, a 4gua € filtrada e clorada. Como a
matéria organica neutraliza o cloro, deve-se prestar atengdo para manter o nivel de cloro
efetivo. Quanto a possibilidade de que o cloro possa reagir com contaminantes da agua e
formar compostos carcinogénicos, € um risco aceitavel quando comparado a utilidade
comprovada da cloracéo da agua. O cloro tem desvantagem de reagir quimicamente com as
substancias orgéanicas presentes na agua, formando derivados téxicos e recalcitrantes,
reduzindo a concentracdo e poder desinfetante. A quantidade de cloro necessaria depende
do pH e da presenca de outras substancias na agua. Em pH levemente acido, o equilibrio
com a agua favorece a forma de hipoclorito, mais potente para a desinfeccdo. O nivel de

cloro residual de cerca de 1 mg/mL mata a maioria dos microrganismos.

4, ESQUEMA DO SISTEMA DE TRATAMENTO DE AGUA.
sulfato
aluminio
H,O tanque de tanque de tanque de filtro de  cloragéo,

— sedimentagée—  floculacgde>  decantacéde» areiz pH, flier>  depodsito

| | | | [ || |

sedimentacéo agitacao floculacdo fitragem cloracdo armazenagem

5. EXERCICIO
1) Esquematize o teste presuntivo para andlise microbiolégica da agua. Interprete os

resultados possiveis.

2) Visita a estacdo de tratamento de dgua da ESALQ.
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11 - FERMENTACAO ALCOOLICA

1. INTRODUCAO

Na Antiguidade, o homem ja fazia uso da preservagdo de alimentos, envolvendo
inconscientemente manipulag6es microbiolégicas. Documentos da historia antiga revelam
gue o homem conhecia a arte de fabricar pdo, cerveja, vinho e iogurte. Muitos destes
alimentos produzidos por fermentagbes, provavelmente descobertos acidentalmente, ja
eram conhecidos pelo homem ha 8.000 anos. Contudo, as verdadeiras causas que regiam o
processo de fermentacdo permaneceram ignoradas pelo homem até metade do século XIX.

A confirmacao por Pasteur, em 1857, de que a fermentacao alcodlica era causada por
leveduras, isto é, por seres vivos, ja havia sido sugerida por outros pesquisadores, como
Thenerd, Charles De La Tour, Schwan e Kitzing, que sofreram forte oposicao por parte dos
guimicos influentes da época, como Liebig, Berzelius e Whohler, que admitiam aquele
processo ser estritamente quimico. A constatagdo por Bunchner, em 1897, de que extratos
de células de leveduras possuem capacidade de provocar a fermentagéo alcodlica, serve de
marco inicial do campo da Bioquimica, e é fundamental para o conhecimento do processo
de fermentacao alcodlica. Fermentacdo € o processo bioquimico em que 0s microrganismos
retiram do meio em gque vivem o0 material nutritivo que necessitam, a0 mesmo tempo em

que, sob a acdo catalitica de enzimas, produzem substancias das quais se utiliza a indastria.

2. FERMENTACAO

Para muitos, fermentacao simplesmente significa producdo de alcool; graos e frutas
sdo fermentados para produzir cerveja e vinho. Outros definem como deterioracdo de
alimentos por microrganismos, ou processo microbiolégico em grande escala ocorrendo com
ou sem ar. Em suma, fermentacdo pode ser definida como um processo metabdlico que
libera energia de aclUcares ou moléculas orgéanicas, tais como aminoacidos e acidos
organicos; que nao requer oxigénio, mas podendo ocorrer em sua presenca; nao requer o
uso do ciclo de Krebs ou uma cadeia de transporte de elétrons; utiliza uma molécula
organica como aceptor final de elétrons; produz somente pequenas quantidades de ATP
(somente uma ou duas moléculas de ATP para cada molécula de material inicial) devido ao
fato de grande quantidade de energia original da glicose permanecer nas ligagdes quimicas
dos produtos finais organicos, tais como &cido latico ou etanol.

Na fermentacéo, o doador de elétrons e o receptor final de elétrons sdo compostos
organicos. Ambos sdo usualmente produzidos a partir de um Unico substrato organico no
decurso do metabolismo intermediario. Para ser “fermentavel’, um composto precisa ser
capaz de produzir intermediarios tanto oxidaveis quanto redutiveis, por isso, ndo pode ser
nem muito oxidado e nem muito reduzido. Os acucares preenchem estas exigéncias

admiravelmente e estdo entre os compostos mais facil e amplamente utilizados pelos
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microrganismos fermentadores. Outras substancias, incluindo varios acidos organicos,
aminodcidos, purinas e pirimidinas podem ser fermentadas por algumas bactérias.

Os produtos finais de uma dada fermentagdo variam com o tipo de organismo,
natureza do substrato fermentavel e, em alguns casos, com os fatores ambientais
temperatura e acidez do meio.

Contudo, a utilizagdo de microrganismos fermentadores se presta devido
principalmente a transformacdo de um alimento para outro com caracteristicas mais
peculiares no sabor, textura, aparéncia e digestibilidade, agregando-se assim valor a um
produto primario, ou até produzindo um novo alimento sem perda ou utilizacdo de grandes
gquantidades de energia, visto que se trata de um dos mecanismos de biossintese de menor
gasto energético.

As fermentagbes sdo controladas pelo homem através da escolha dos

microrganismos, dos substratos, da temperatura e pH adequados.

3. FERMENTACAO DO ACIDO LACTICO

O &cido lactico, formado através do processo de fermentacdo lactica, produz nos
alimentos transformacdes benéficas, ou indesejaveis. Como exemplos de transformacdes
benéficas, estdo as que se verificam no leite, que possibilitam a criacdo de produtos
derivados, com excelentes qualidades organolépticas. Como acdo indesejavel de
fermentacdo lactica, estd aquela que ocorre nos sucos de frutas, cervejas e vinhos, que
podem ser alterados pela presenca de turvacdes.

O &cido lactico, elaborado através da fermentagdo lactica, ndo sé torna possivel a
obtencéo de apreciavel linha de produtos utilizados como complementos de refei¢cdes, como
também representam para estes, seu meio de conservagdo. Os picles, o chucrute e a
azeitona, constituem os mais populares alimentos conservados por meio da fermentacao
lactica.

A fermentacao lactica pode se processar de dois modos. A fermentacdo homolactica,
realizada por estreptococos e algumas espécies de Lactobacillus, resulta na formacao de
apenas acido lactico. A fermentacdo heterol4ctica, realizadas por bactérias do género
Leuconostoc e algumas espécies de Lactobacillus, origina o acido lactico, CO,, etanol,
manitol e acido acético.

Assim, durante a glicélise, que é a primeira fase da fermentac¢éo do &cido lactico, uma
molécula de glicose € oxidada a duas moléculas de &cido pirdvico (Figura 18). Esta
oxidagdo gera energia que € utilizada para formar as duas moléculas de ATP. No proximo
passo, as duas moléculas de acido piravico sdo reduzidas por duas moléculas de NADH
para formar duas moléculas de acido lactico. Devido ao fato do &cido lactico ser o produto
final da reacdo, ele ndo sofre mais oxidacéo, e a maioria da energia produzida pela reacdo

permanece armazenada no acido lactico. Entdo, esta fermentacdo rende somente uma
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pequena quantidade de energia. A equacdo geral para a fermentacdo conduzindo um

acucar como a glicose a formacéo de &cido lactico pode ser descrita como:

”
CH,OH - C — CHOH - CHOH — CHOH - CH,OH —» 2CO, + 2 (|2HOH
glicose CH;

acido lactico

Dois importantes géneros de bactérias do &cido lactico sdo Streptococcus e
Lactobacillus. Devido ao fato desses microrganismos produzirem somente acido lactico, eles

sao referidos como homofermentativos.

4, FERMENTACAO ALCOOLICA

O substrato ou matéria-prima para a fermentacdo alcoodlica € bastante variavel,
constituida por produtos agucarados (cana-de-agUcar, beterraba, mel, melago e frutas) e
amilaceos (amido de grados, raizes e tubérculos).

Os acucares monossacarideos como glicose e frutose sao fermentados diretamente.
Ja os dissacarideos como a sacarose, necessitam sofrer o fendbmeno de inversao, realizado
pelas enzimas invertase; ja os amidos necessitam ser sacarificados quimica, enzimatica ou
biologicamente, para que sejam disponiveis aglcares fermentaveis.

A fermentacao alcodlica é caracteristica dos tecidos vegetais de plantas superiores,
das leveduras, de alguns outros fungos, e de poucas bactérias. A equacdo geral para a

fermentacgédo alcodlica de um agucar como a glicose pode ser descrita como:

I
CH,0OH -C - CHOH - CHOH — CHOH — CH,0OH — 2CO, + 2CH; — CH,0OH
glicose alcool

A fermentacado alcoodlica também comeca com a glicélise de uma molécula de glicose
para obter duas moléculas de &cido pirtvico e duas moléculas de ATP. Na proxima reacao,
as duas moléculas de acido piravico sdo convertidas a duas moléculas de acetaldeido e
duas moléculas de CO,. As duas moléculas de acetaldeido sdo reduzidas por duas
moléculas de NADH para formar duas moléculas de etanol. Outra vez, a fermentacao
alcodlica € um processo de baixo rendimento energético porque a maioria da energia
continua na molécula de glicose original pertencente ao etanol, o produto final (Figura 18).

A fermentagéo alcodlica é realizada por algumas bactérias e leveduras. O etanol e o
diéxido de carbono produzidos pela levedura Saccharomyces séo residuos para as células

leveduriformes, mas sao Uteis para os humanos. O etanol produzido pelas leveduras forma
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0 constituinte alcodlico das bebidas alcodlicas, e o diéxido de carbono produzido pelas

leveduras causa crescimento na massa do péo.

2 NAD" 2 ADP

ShE

Gli(lose

COOH
2 NADH

C=0

CHs;

2 Acido piravico

2 NADH

|COOH CHO
|
CHOH CH,

ICH 2 Acetaldeido @
Acido | = +2H
2 Acido latico l
\/ \ 2 NAD"

. CH,OH
Fermentacao
do acido latico CHs

2 Etanol

Fermentacéo alcodlica

Figura 18. Diagrama dos tipos de fermentagéo

5. A LEVEDURA

As leveduras sdo fungos unicelulares, ascomicetos  nao-filamentosos,
caracteristicamente esféricas ou ovais. Da mesma forma que os fungos filamentosos, as
leveduras sdo amplamente distribuidas na natureza: sdo freqientemente encontradas como
um poé branco cobrindo frutas e folhas. As leveduras se multiplicam por fisséo binaria, como
a Schizosaccharomyces, ou por brotamento, como Saccharomyces. As leveduras que se
multiplicam por brotamento formam uma protuberancia (broto) em sua superficie extrema,

onde, a medida em que o broto se desenvolve, o nlicleo da célula parental se divide, e um
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dos dois nucleos migra para o broto. O material da parede celular é entdo sintetizado entre o

broto e a célula parental, e o broto eventualmente se separa da célula mae (Figura 19).

SPB BS

Figura 19. Representacéo da reproducao da levedura Saccharomyces cerevisiae.

W — parede celular

Vac — vacuolo central

BS — cicatriz de brotamento
M - mitocéndrio

L- corpusculo de lipideo

G — aparelho de Golgi
ER — reticulo endoplasmaético
Y, — vesicula

SPB - “spindle-pole body” equivalente ao centriolo em outros eucariotos

N — nucleo

As leveduras sdo capazes de crescimento anaerdbio facultativo podendo utilizar
oXxigénio ou um componente organico como aceptor final de elétrons. Este é um atributo
valioso porque permite que estes fungos sobrevivam em véarios ambientes. Se € dado
acesso ao oxigénio, as leveduras respiram aerobicamente para metabolizar os hidratos de
carbono formando diéxido de carbono e agua; na auséncia de oxigénio, elas fermentam os
hidratos de carbono e produzem etanol e diéxido de carbono. Esta fermentacdo é usada na

fabricacéo de cerveja, do vinho e nos processos de panificacao.
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Os microrganismos por eles mesmos constituem um produto industrial. A levedura
utilizada em panificacdo € produzida em grandes tanques de fermentacao aerados. Ao final
da fermentacdo, o conteudo do tanque € de aproximadamente 4% de levedura sélida. As
células sdo coletadas por centrifugacdo continua, prensadas em blocos de leveduras, e

vendidas em supermercados para utilizagdo doméstica.

6. OUTRAS FERMENTACOES

Embora as fermentacdes lactica e alcodlica sejam o0s processos fermentativos mais
difundidos nos organismos vivos em geral, muitos outros tipos de fermentacdes existem,
gue diferem entre si com relacdo aos substratos fermentados ou a natureza dos produtos
finais formados (Tabela 5). E particularmente entre as bactérias que uma grande variedade
de padrbes fermentativos é encontrada, cada um deles caracteristico de um grupo
bacteriano especifico. Entre os produtos finais da fermentacdo de carboidratos ha
numerosos compostos acidos e alcodlicos, diéxido de carbono e hidrogénio gasoso. Os

produtos finais caracteristicos definem uma série de classes diferentes de fermentacéo.

TABELA 5. Usos industriais para diferentes tipos de fermentacéo.

Microrganismo Material inicial Uso comercial ou Produto final da
industrial fermentacao

Saccharomyces cerevisiae Extrato de Cerveja Etanol

malte
Saccharomyces cerevisiae var. Uva ou outros Vinho Etanol

Ellipsoideus sucos de frutas

Saccharomyces cerevisiae Refugos Combustivel Etanol

industriais
Acetobacter Etanol Vinagre Acido acético
Lactobacillus, Streptococcus Leite Queijo, iogurte Acido lactico
Lactobacillus bulgaricus Gréo, agucar P&o de centeio Acido lactico
Lactobacillus plantarum Repolho Chucrute Acido lactico
Pediococcus Carne Salsicha, linguica Acido lactico
Propionibacterium freudnreichii Acido lactico Queijo suico Acido propibnico

e dioxido de carbono
Clostridium acetobutylicum Melaco Usos Acetona e
farmacéutico e industrial  butanol
Saccharomyces cerevisiae Melaco Usos Glicerol

farmacéutico e industrial

Aspergillus Melaco Sabor Acido citrico
Methanosarcina Acido acético Combustivel Metano
Acetobacter Sorbitol Vitamina C Sorbose
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7. EXERCICIOS

1) O que é fermentacdo alcodlica? Qual a finalidade do experimento com caldo de

cana + Saccharomyces cerevisiae e o tubo de Smith?

2) Esquematize, colocando legendas, as estruturas da levedura Saccharomyces

cerevisiae observada ao microscopio.

Fermento Biolégico

Caldo de cana
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12 — FIXACAO DE NITROGENIO

1. INTRODUCAO

O ar atmosférico possui nitrogénio e cerca de 78% da constituicAo gasosa da
atmosfera, é formada por nitrogénio molecular ou dinitrogénio (N,). No entanto, os
organismos eucariontes sdo incapazes de absorver o N, e converté-lo a uma forma
assimilavel. Assim, o N, move-se para dentro da planta através dos estdmatos, saindo logo
em seguida, sem que possa ser utilizado. Por esta razdo, a transformacdo ciclica de
compostos de nitrogénio, incluindo a mineralizacdo da matéria organica, € de fundamental
importancia na transformacéo geral deste elemento na biosfera. Os principais aspectos do
ciclo do nitrogénio estéo ilustrados na Figura 20.
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Figura 20. Ciclo do nitrogénio (adaptado de Salisbury & Ross, 1992).

Os atomos encontram-se unidos de uma maneira muito estavel na molécula de
nitrogénio e por esse motivo para que o N, possa ser convertido a uma forma assimilavel é
necessario o fornecimento de temperatura e pressdo muito elevadas (fixac&o industrial) ou
a presenca de um sistema enzimatico apropriado (fixagdo biologica).

A fixag&o industrial do N,, chamada de processo de Haber-Bosch, utiliza temperaturas
em torno de 400-600°C e pressdes em torno de 100-200 atm, sendo dispendiosa do ponto
de vista energético. Reagdo: N, + 3 H, ---> 2 NH;
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J& as bactérias fixadoras de nitrogénio, possuem a enzima nitrogenase, sendo esta
um complexo de duas enzimas — uma proteina contendo ferro e outra contendo molibdénio,

gue juntas catalisam a seguinte reacao:

enzima nitrogenase
N, + 6H" + 6e* + 12 ATP > 2NH3; + 12 ADP + 12 P;

A reacéo catalisada pela nitrogenase requer ndo somente uma fonte de elétrons para
reduzir o N, em NH; como também grande quantidade de energia na forma de ATP. Além do
mais, a nitrogenase é facilmente inativada pelo oxigénio. Algumas bactérias fixadoras de
nitrogénio sao anaerdbicas e, normalmente, vivem em ambientes livres de oxigénio.
Entretanto, outras sdo aerébias e utilizam varios meios para manter o oxigénio distante da
nitrogenase no interior da célula. Por exemplo, um Azotobacter respira tdo rapido (reduz o
oxigénio a 4gua rapidamente) na superficie celular que o interior da célula permanece livre
de oxigénio.

Assim, podemos caracterizar trés grupos de bactérias fixadoras de nitrogénio ou
diazotrofos: diazotrofos de vida livre (que fixam o nitrogénio para seu préprio uso);
diazotrofos associativos (que contribuem para o crescimento da planta sem a formacgéo de
estruturas diferenciadas, ndo estabelecendo uma simbiose) e os diazotrofos simbiéticos
(que estabelecem uma interagdo muito estreita entre 0 macro e microsimbionte, e em alguns

casos, sao formadas estruturas diferenciadas denominadas nédulos).

2. MICRORGANISMOS SIMBIOTICOS

A capacidade de fixar nitrogénio simbioticamente é encontrada em varios grupos de
microrganismos e, em alguns casos, observa-se a formagéo de estruturas diferenciadas. Em
relag@o ao rizobio, durante a sua associagdo com leguminosas, sdo observadas estruturas
chamadas nédulos. Esses microrganismos séo tipicamente hébeis para invadir as raizes de
plantas leguminosas de zonas temperadas e tropicais, fazendo com que ocorra a formagéo
do ndédulo. Nos nédulos, o rizoébio, na forma pleiomérfica (bacteréide) esta normalmente
envolvido na fixagdo do nitrogénio atmosférico dentro de uma forma combinada (aménia),
que pode ser utilizado pela planta hospedeira. Atualmente, sdo conhecidos cinco géneros de
diazotrofos da familia Rhizobiaceae: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium e Allorhizobium.

A taxa de fixacdo de nitrogénio varia com a espécie, mas é geralmente limitada pelas
condi¢cBes abidticas do solo, como: a acidez do solo, o tipo de solo, textura e composicéo,
temperatura e umidade e metais pesados. Entretanto, em condic¢des favoraveis, inoculando
com o rizébio especifico, corrigindo deficiéncias dos demais nutrientes e adequando a
espécie as condi¢coes edafopedoclimaticas, altas taxas de fixacdo podem ser obtidas.

Os rizébios podem ser isolados dos nodulos, mas néo séo facilmente identificados

gquando isolados do solo. Tradicionalmente, os rizébios séo divididos em grupos, de acordo
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com a velocidade de crescimento, como primeiro sugerido por Lonis & Hansen (1921), os de
crescimento rapido (Rhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium), crescimento intermediario
(Mesorhizobium) e crescimento lento (Bradyrhizobium).

As bactérias pertencentes ao género Rhizobium s&o aerdbias, Gram negativas,
usualmente produzem poli-pB-hidroxibutirato, sdo moveis, com temperatura Otima de
crescimento variando de 25-30°C e pH 6,0-7,0. Algumas estirpes, porém, podem crescer em
extremos de temperatura (4 - 42,5°C) e pH (4,5-9,5). Sdo quimiorganotroficas, utilizando
uma série de carboidratos e sais de acidos organicos como fontes de carbono, sem a
formacdo de gas. Celulose e amido ndo séo utilizados. Produzem uma reacdo 4cida em
meio contendo sais minerais e manitol ou outros carboidratos e reacao alcalina oriunda de
uma reacao proteolitica. Sais de amonio, nitrato, nitrito e muitos aminoécidos podem servir
como fontes de nitrogénio. Peptona é pobremente utilizada e a caseina e o agar nao sao
hidrolizados.

O género Bradyrhizobium possui caracteristicas semelhantes ao género Rhizobium,
diferindo nos seguintes aspectos: a reacdo que ocorre em meio contendo sais minerais e
manitol € alcalina e, algumas estirpes podem crescer quimiolitotroficamente na presenca de
H,, CO, e baixos niveis de O,. Este género possui trés espécies: B. japonicum, B. elkanii e
B. lianingense.

O género Azorhizobium compreende apenas uma espécie A. caulinodans, capaz de
nodular a raiz e caule de Sesbania rostrata. Este género ndo assimila aglcares (exceto
glicose). Pode fixar nitrogénio no estado de vida livre.

O género Mesorhizobium possui estirpes com células Gram-negativas, aerébias,
moveis (apresentam flagelo) podendo conter poli-B-hidroxibutirato. Todas as espécies
assimilam glicose, raminose e sacarose metabolizando-os em produtos acidos. O pH ideal
para crescimento esta entre 4,0 e 10,0 e temperatura entre 37 a 40°C. Ja foram descritas as
espécies M. loti (nodulando Lotus), M. huakuii (nodulando Astragalus sinicus), M. ciceri e M.
mediterraneum (nodulando Cicer arietinum), M. tianshanense, M. amorphi (nodulando
Amorpha sp.) e M. plurifarium (nodulando Cicer).

No género Sinorhizobium as células usualmente contém granulos de poli-p-
hidroxibutirato, séo Gram-negativas, aerébias e méveis. A temperatura 6tima de crescimento
varia entre 25 e 30°C, mas muitas estirpes crescem a 35°C e outras a 10°C, o pH 6timo esta
entre 6,0 e 8,0, porém, algumas estirpes crescem em pH 5,0 e outras em pH 10,5. As
bactérias sdo quimiorganotroficas, utilizando uma série de carboidratos (mas nao celulose e
amido) e sais de acidos organicos como fonte de carbono. Cloreto de amonio e nitrato ao
invés de aminoacidos sao preferidos como fonte de nitrogénio, mas algumas estirpes
utilizam certos aminoacidos. O género possui as seguintes espécies: S. meliloti (nodulando
Medicago) S. fredii (Glycine) S. saheli , S. teranga (Acacia) e S. medicae (nodulando

Medicago polymorpha).
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O novo género Allorhizobium esta representado pela espécie A. undicola, bactéria
fixadora de nitrogénio capaz de formar nédulos no caule de Neptunia natans, uma
leguminosa tropical de ocorréncia no Senegal. Foi demonstrado que este grupo é
fenotipicamente e filogeneticamente separado das espécies descritas anteriormente, sendo
0 seu vizinho mais préximo, o Agrobacterium vitis, com 96,2% de homologia, deduzido pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA. As células sdo Gram-negativas, aerébias e moveis,
quimiorganotréficas e utilizam uma série de acidos organicos e aminoacidos como fonte de
carbono para crescimento.

Além dos rizobios, bactérias pertencentes ao género Frankia, também fazem simbiose
com diversas plantas. Essas bactérias sao aerdbias ou microaerofilicas, Gram-positivas,
embora as células mais velhas podem ser Gram varidvel, pertencendo a ordem
Actinomicetales, uma ordem de bactérias filamentosas, sendo a simbiose chamada de
actinorriza. Ha uma grande diversidade de plantas noduladas por Frankia incluindo mais de
200 espécies distribuidas em 24 géneros de oito familias.

O processo de infeccdo por Frankia inicia-se como uma relagdo simbidtica com a
planta hospedeira, podendo ser de dois tipos, infec¢do de raizes e infeccdo via penetracao
intercelular, sendo estes modos analogos aos observados nos legumes simbidticos. Ao
contrario dos ndédulos dos legumes que sado limitados por oxigénio, nédulos actinorrizais
mostram maxima velocidade de fixacdo de nitrogénio em niveis atmosféricos de oxigénio.
Plantas actinorrizais sdo mais numerosas e possuem maior diversidade em regides
temperadas, onde séo freqiientemente encontradas em solos pobres em nitrogénio.

Uma outra simbiose de grande importancia é a que ocorre entre as cianobactérias e
varias plantas. Elas s@o procariotos Gram-negativos, que fazem fotossintese, com aspectos
muito similares as plantas superiores. Possuem células especializadas em fixar nitrogénio,
0s heterocistos, pois a cianobactéria faz na mesma célula a fotossintese (processo
oxigénico) e a fixagdo de nitrogénio (processo sensivel ao oxigénio). A maior parte das
associacdes é de espécies dos géneros Nostoc e Anabaena. Além disso, fungos e algas
formadoras dos liquens constituem alguns exemplos de simbiose (género Collema,

Peltigera, Leptogium, etc).

3. FIXACAO ASSIMBIOTICA (ISOLAMENTO DE Azotobacter)

Em geral, j& foram descritas espécies representantes de varios grupos de procariotos
com a capacidade de fixar nitrogénio, como as bactérias fotossintéticas (ex.:Rhodospirillum
rubrum), as bactérias anaerdbicas (ex.:Clostridium spp.), as microaerébicas (ex.:
Azospirillum  spp., Herbaspirillum spp., Acetobacter diazotrophicus, Azorhizobium
caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp., etc), as bactérias aerdbicas (ex.: Azotobacter
spp. e Derxia spp.) e também alguns representantes das cianobactérias (algas verdes-

azuladas) e actinomicetos (Frankia). Histérica e economicamente, varios diazotrofos tém
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sido amplamente utilizados como organismos modelos para investigacbes em laboratérios.
Clostridium pasteurianum, Azotobacter vinelandii e Azotobacter chroococcum foram muito
utilizados para o isolamento e caracterizagdo da enzima nitrogenase.

A maioria das bactérias diazotréficas de vida livre sé@o heterotréficas, requerendo
ecossistemas capazes de prover uma fonte de carbono utilizavel, necessaria para a fixacdo
de nitrogénio. Os diazotrofos de vida livre foram os primeiros a serem reconhecidos, como é
0 caso de Beijerinkia fluminensis e Beijerinkia indica, isoladas da rizosfera de plantas de
cana-de-agUcar de solos tropicais, sendo demonstrado o seu potencial na associacdo com
Gramineas.

Bactérias do género Klebsiella e Enterobacter, da familia Enterobacteriaceae, sao
anaerdbicas facultativas que fixam nitrogénio, porém requerem compostos nitrogenados
para crescer sob condi¢des estritamente anaerobicas.

A familia Azotobacteraceae é representada por dois géneros, Azotobacter e
Azomonas, sendo todos aerodbicos, heterotréficos e fixadores de nitrogénio. Dentre as
espécies de Azotobacter conhecidas, as mais comuns sdo A. chroococcum, A. vinelandii e
A. paspali, sendo esta Ultima a mais estudada ecologicamente. Azomonas spp. €
encontrada em habitats de agua corrente. Existe somente um relato na literatura sobre a
ocorréncia de uma espécie desse género em solo, a A. macrocytogenes.

Os microrganismos que realizam fixagdo assimbiotica ou livre apresentam contribuicao
relativamente pequena (12-75 Kg/hectare de solo anualmente). Entretanto, este tipo de
fixacdo esta mais presente que a fixacdo simbidtica, visto ser feita por microrganismos livres
ou independentes, que vivem no solo ou na agua. Dentre estes microrganismos, podemos
destacar as bactérias dos géneros Azotobacter e Beijerinckia.

O género Azotobacter tem como caracteristicas ser bastonetiforme, parecendo
algumas vezes com leveduras. Suas células sao flageladas peritriquias, ndo apresentam
endosporos, sdo Gram-negativas e aerébias obrigatérias, tendo como limites de temperatura
de 9-35 °C. A temperatura 6tima de crescimento varia de 25 a 28 °C, com a temperatura
letal variando de 45 a 50 °C, numa exposicdo de 30 minutos. O pH pode variar de 5,5 a 8,5,
havendo variedades acido-tolerantes (pH = 4,6), sendo que estes organismos estdo
presentes no solo e na agua. Uma Azotobacter tipica tem uma estrutura celular muito
caracteristica, onde seus bastonetes vegetativos sdo maiores do que a maioria das
eubactérias unicelulares e ocorrem aos pares. Além disso, algumas espécies formam
células de repouso tipicas (cistos).

Além de poder utilizar o Método da diluicdo em série, outro método que pode ser
utilizado para isolar bactérias, como Azotobacter sp., seria o Método da cultura de

enriguecimento.
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3.1 METODO DA CULTURA DE ENRIQUECIMENTO

Para o estudo de Varios tipos fisiolégicos de microrganismos existentes na natureza,
foi desenvolvida a técnica da cultura de enriquecimento, ou seja, elabora-se um meio de
cultura com composigcdo quimica definida e inocula-se-o com uma popula¢do microbiana
mista, como por exemplo uma amostra de solo. Examina-se o0 crescimento dos
microrganismos neste meio, afim de observar quais microrganismos predominam. Como sua
predominancia decorre de sua capacidade de se desenvolver neste meio de
enriguecimento, esse tipo de microrganismo pode ser facilmente isolado pelo plaqueamento
em meio s6lido de composicéo idéntica.

Para microrganismos que utilizam o nitrogénio atmosférico como Unica fonte do
elemento nitrogénio, deve-se preparar um meio isento de nitrogénio combinado, mas que
contenha todos os demais nutrientes necessarios ao seu crescimento. Uma amostra de solo
contendo este tipo de microrganismo € inoculada neste meio, na presenca de N,, e sobre
determinado conjunto de condic¢des fisicas. Podem ser variados inimeros fatores, como a
fonte de carbono, temperatura, suprimento de energia, entre outros fatores. Sabe-se que
este tipo de meio descrito anteriormente € altamente especifico para o isolamento de trés
grupos microbianos diferentes: as bactérias aerdbias Azotobacter, certas algas verde-

azuladas e algumas bactérias verde-azuladas do género Clostridium.

4. EXERCICIO

1) Pesar 100 g de solo, previamente peneirado e homogeneizado; pesar 5 g de amido
(Maizena). Misturar solo + amido em recipiente plastico, utilizando um bastéo de vidro ou
espatula e adicionar agua da torneira, aos poucos. Misturando-se o0 material até que seja
obtida uma mistura pastosa, que apresente uma superficie bem lisa, transferir parte da
mistura para uma placa de Petri esterilizada, moldando a massa de forma que a parte

central se apresente mais elevada que a parte periférica, situada nos bordos da placa.

=}

— - Pasta de solo + amido

Alisar a superficie com uma espatula, umedecendo-a sempre que necessario. Anotar
o n° do balcdo/turma na placa e incuba-la em condicdes ambiente de laboratério até a
proxima aula.

Comentar sobre as caracteristicas do exercicio (meio seletivo para Azobacter sp -

meio isento de nitrogénio combinado; desequilibrio da relacdo C/N).
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2) Examinar o tipo de microrganismo predominante que se desenvolveu na superficie

da pasta de solo colocado na placa de Petri;

3) Esquematizar as células de Azotobacter sp.

4) Esquematize a sequéncia do preparo do exercicio para o isolamento de Azotobacter
do solo. Qual a principal caracteristica de um meio seletivo para o isolamento de

Azotobacter?
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